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STRESZCZENIE

Komorki macierzyste rabka rogoéwki (limbal epithelial stem cells — LESC) zlokalizowane sg na granicy rogéwki i spo-
jowki. Ich funkcja polega na odbudowie rogéwki poprzez zastgpowanie uszkodzonych lub niefunkcjonalnych ko-
morek. W niniejszej pracy zawarto informacje dotyczace charakterystyki LESC, opisano sposoby ich identyfikacji
z wykorzystaniem markerow powierzchniowych oraz cech morfologicznych. W pracy zawarto réwniez informacje do-
tyczace hodowli komoérek w warunkach in vitro jako potencjalnego zrodta komorek wykorzystywanych w terapii oraz
poruszono zagadnienia dysfunkcji LESC spowodowanych niedoborem komoérek macierzystych wywotanych réznymi
czynnikami, a takze przedstawiono stosowane obecnie metody leczenia LSCD (limbal stem cell deficiency). Standar-
dowe leczenie niedoboru komorek macierzystych rgbka rogowki polega na farmakoterapii oraz transplantacji autolo-
gicznego rabka rogdéwki bogatego w komodrki macierzyste. W przypadku catkowitego niedoboru LESC konieczne jest
wykonanie przeszczepdw allogenicznych.
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ABSTRACT

Limbal epithelial stem cells (LESC) are located at the junction between the cornea and sclera. Their function is to
reconstruc-ting and replace damaged or dysfunctional cells. In this paper information on the characteristics of LESC,
describes the methods of their identification using surface molecular markers and also morphological characteristics
are included. The methods of LESC cultivation in vitro as a potential source of stem cells for therapy are also present-
ed. The issues of corneal disorders due to limbal stem cell deficiency (LSCD) caused by various factors were described
and discussed as well as the treatment methods currently applied in medicine. The standard treatment of LSCD is
based on pharmacotherapy and autologous transplantation of the limbus which is rich in stem cells. However, in the
case of total stem cell deficiency (TLSCD) allogenic transplantation is necessary.
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LESC, regenerative medicine, cornea

WSTEP

Nauki biologiczne zostaty zdominowane przez bada-
nia nad komoérkami macierzystymi i ich wykorzysta-
niem w medycynie regeneracyjnej. Przelomowe oka-
zaly si¢ odkrycia zespotow Johna B. Gurdona i Shinyi
Yamanaki, ktorzy dowiedli, ze komorki somatyczne
mozna reprogramowaé w taki sposob, aby powstaly
komorki o wlasciwosciach pluripotentnych (iPSC —
indukowane pluripotentne komoérki macierzyste) [1].
Za odkrycia te naukowcy otrzymali w 2012 r. Nagrodg
Nobla w dziedzinie medycyny i fizjologii. Dzigki tym
i wielu innym badaniom komorki macierzyste sg coraz
czesciej stosowane w medycynie regeneracyjne;j.
Komorki macierzyste (stem cells — SC) posiadajg dwie
glowne cechy, tj. zdolno$¢ do nieograniczonych po-
dziatéw oraz roéznicowania si¢ w kierunku wielu r6z-
nych typéw komorek [2]. Zaleznie od pochodzenia
komorki te mozna podzieli¢ na grupy: embrionalne
komorki macierzyste (embryonic stem cells — ESC),
somatyczne komorki macierzyste (adult stem cells —
ASC), do ktorych naleza m.in. mezenchymalne ko-
morki macierzyste oraz indukowane pluripotentne
komorki macierzyste (induced pluripotent stem cells —
iPSC) [3,4]. Somatyczne komorki macierzyste zwykle
sa multipotentne, co oznacza, ze réznicujg si¢ tylko do
jednego, tego samego listka zarodkowego, z ktorego
pochodzg [2]. Mezenchymalne komorki macierzyste
(mesenchymal stem cells — MSC) sg najczesciej wyko-
rzystywane w medycynie regeneracyjnej, a izolowane
sa glownie ze szpiku kostnego (bone marrow stem
cells — BMSC). Komorki mezenchymalne pochodzace
z tkanki thuszczowej (adipose tissue-derived stem cells
— ADSC) sa dla nich dobrym substytutem o duzym
potencjale regeneracyjnym [3,5].

Poznawanie nowych kierunkow zastosowania komo-
rek macierzystych umozliwia opracowanie alternatyw-
nych metod terapii schorzen, w ktérych inne rozwia-

zania nie przynosza pozadanych efektow [6]. W lecze-
niu komoérkami macierzystymi wykorzystywana jest
ich zdolno$¢ do proliferacji, co pozwala na namnoze-
nie niszy tych komorek oraz dyferencjacji w kierunku
komorek innego typu. Znane w medycynie mozliwo-
$ci zastosowania komoérek macierzystych w duzej
mierze sprowadzajg si¢ do wspomagania leczenia
trudno gojacych sie ran [7]. Odkrycie zdolno$ci r6zni-
cowania si¢ mezenchymalnych komorek macierzys-
tych w kierunku komorek tkanki kostnej zaowocowato
wprowadzeniem terapii komoérkami macierzystymi
w schorzeniach reumatycznych i zwyrodnieniowych
stawow [8]. Najnowsze doniesienia naukowe wska-
Zuja, ze zastosowanie komorek macierzystych moze
utatwi¢ odbudowe rdzenia krggowego i pozwoli¢ na
przywrocenie sprawno$ci sparalizowanych konczyn
[9,10]. Poszukiwanie nowych mozliwoséci wykorzysta-
nia réznych typéw komodrek macierzystych i kontynu-
acja badan z ich udzialem wydaja si¢ uzasadnione.
Jednym z probleméw, z jakim zmaga si¢ okulistyka,
sg schorzenia rogowki oka. Dysfunkcje te mogag mieé
podioze zardwno pierwotne, jak i wtorne, a proces ich
leczenia moze si¢ opiera¢ na terapii farmakologicznej,
czesto jednak konieczna jest interwencja chirurgiczna
lub transplantacja. W pewnych przypadkach, kiedy
standardowo stosowana terapia zawodzi, nalezy po-
szukiwa¢ nowych metod leczenia, na przyktad z zasto-
sowaniem komorek macierzystych rabka rogowki
(limbal epithelial stem cells — LESC) [11,12].

Budowa i funkcja rogowki

Rogéwka stanowi przednig cze$¢ gatki ocznej i jest
oddzielona cienkim pier§cieniem komoérek od twar-
dowki oka. Granica migdzy twardowka a rogowka
zostata okreslona jako rabek rogowki [13]. Prawidto-
wa rogdwka ma naturalng krzywizng, ktorej promien
wynosi okoto 7,4 mm [14]. Rogowka jest zbudowana
z pigciu warstw: nablonka przedniego, blaszki gra-
nicznej przedniej, inaczej blony Bowmana, istoty
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wlasciwej (zrebu), blaszki granicznej tylnej, zwanej
tez blong Decemeta, oraz nablonka tylnego, zwanego
inaczej $rodblonkiem [13]. Rogdéwka odgrywa rolg
w zalamaniu $wiatla i jest odpowiedzialna za %5 mocy
refrakcyjnej oka [15,16].

Komorki macierzyste rabka rogowki

Kazda warstwa rogowki charakteryzuje si¢ inng bu-
dowa komorek, majacych zréznicowane wlasciwosci.
Warstwa epitelialna sktada si¢ z nablonka wielowar-
stwowego plaskiego, nierogowaciejacego. Stanowi on
najbardziej zewngtrzng powloke, ktéra oddziela pozo-
state warstwy od $rodowiska zewnetrznego. W sktad
nabtonka rogowki wchodzi od 4 do 6 warstw komorek
powierzchniowych usytuowanych na pojedynczej
warstwie blony podstawnej. Powierzchnia warstwy
nabtonkowej pokryta jest filmem tzowym, ktory chro-
ni przed uszkodzeniami chemicznymi, toksycznymi
i mechanicznymi, powstatymi na skutek ingerencji
cial obcych, oraz przed infekcja bakteryjna. Zadaniem
filmu tzowego jest takze zapewnienie gladkiej po-
wierzchni warstwy epitelialnej [14].

Rabek rogowki, znajdujacy sie u zbiegu rogoéwki
i spojowki, jest waskim pasmem komorek o szeroko-
sci okoto 1 mm [15,17]. Warstwa epitelialna rabka
rogowki jest bogata w komorki progenitorowe, czyli
LESC [14], tworzace komorki potomne, ktore prze-
suwajg si¢ do centrum rogdédwki i ku powierzchni,
ulegajac po drodze zrdéznicowaniu. Na powierzchni
nabtonka ztuszczaja si¢ do filmu tzowego [18].

Jedne z pierwszych badan przeprowadzonych w 1940 r.,
wskazujacych na roznice miedzy centralng czeScia
rogéwki i komoérkami rabka, wykazaly zwigkszong
czesto$¢ mitoz w warstwie obwodowej rogowki [19].
Jak wynika z kolejnych eksperymentow, rabek zawie-
ra komoérki z zahamowanym wzrostem i ze spowol-
nionym cyklem komoérkowym [13]. Stwierdzono, ze
komorki te wystepuja w specjalnych wnekach, niszach
komorek macierzystych znajdujacych si¢ na krawedzi
obwodowej rogowki [20].

Rabek rogdwki ma wszystkie cechy sprzyjajace loka-
lizacji komorek macierzystych. Spojowka w rabku
tworzy potudnikowo zorientowane fatdy nazywane
palisadami Vogta, do ktorych wnika sie¢ naczyn
krwionosnych. W tym miejscu nabtonek przedni ro-
goéwki przechodzi w nabtonek spojowki [21,22]. Ten
anatomiczny obszar zapewnia odpowiednie mikrosro-
dowisko oraz sprzyja utrzymaniu rabkowych komorek
macierzystych w formie niezréznicowanej. Komorki
te majg zapewniong podaz czynnikdéw wzrostowych
oraz metabolitow umozliwiajacych im trwato$¢ i prze-
zywalno$¢ [13,20]. Badania wskazujg, ze rgbek jest
najbogatszym Zrodtem komoérek macierzystych, jed-
nak wedtug niektorych doniesien sg one rdéwniez
obecne w czgsci centralnej oraz obwodowej i moga
mie¢ podobna funkcj¢ do komorek limbalnych [18].
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Rabkowe komorki macierzyste pochodzace z warstwy
epitelialnej] w warunkach fizjologicznych zapewniaja
prawidtowa przezierno$¢ rogdwki i jej whasciwa struk-
turg. Ich najwazniejsza rolg jest réznicowanie w kie-
runku nabtonka, sa takze odpowiedzialne za utrzyma-
nie homeostazy immunologicznej w rogdwce, uczest-
niczg w gojeniu si¢ ran i procesach regeneracyjnych.
Uposledzenie wydolnosci LESC uniemozliwia prawi-
dtowa i skuteczng odbudowe rogdéwki, co skutkuje
utrata jej przezroczystoSci oraz uposledzeniem jej
struktury [20].

Identyfikacja komoérek macierzystych
rabka rogowki

Komorki macierzyste rabka rogéwki charakteryzuja si¢
niewielkim rozmiarem (10—45 pm $rednicy), wysokim
stosunkiem objetosci jadra do cytoplazmy, wolnym
cyklem komorkowym i wysokim potencjatem prolife-
racyjnym, a takze struktura kuboidalng. Struktura ta
jest odmienna od komoérek nabtonkowych, ktére po-
nadto maja nizsza warto$¢ stosunku jadra do cytopla-
zmy oraz budowe bardziej kolumnowa [13,18].
Wazng cecha komorek progenitorowych rogéwki jest
brak specyficznych markeréw pozwalajacych na okre-
slenie fenotypu komorek rogéwki. Do dalszych zasto-
sowan klinicznych wazna jest wigc umiejgtno$¢é motr-
fologicznego rozréznienia LESC oraz komorek na-
blonka rogdéwki. W celu identyfikacji LESC poszuki-
wano zatem bialek obecnych wylacznie na ich po-
wierzchni. Wykazano, ze komorki epitelialne usytuo-
wane w centralnym potozeniu rogowki nie wykazuja
m.in. ekspresji genow ABCG2 i p63, ktorg stwierdzo-
no w komorkach pochodzacych z warstwy epitelialnej
rabka rogéwki. Na tej podstawie wytypowano biatka
ABCG?2 oraz p63 jako jedne z potencjalnych ,,marke-
row” LESC [23].

Czynnik transkrypcyjny p63 budowa przypomina
biatko p53 bedace supresorem nowotworowym. Jego
funkcja zwigzana jest z morfogeneza i sugeruje sie, ze
p63 odpowiada za utrzymanie populacji komoérek
macierzystych [24,25]. Jego wysoka ekspresja w ko-
moérkach centralnych warstwy podstawnej moze by¢
wykryta réznymi metodami: z wykorzystaniem prze-
ciwciat, metoda reakcji tancuchowej polimerazy oraz
hybrydyzacja in situ [23]. Innym biatkiem obecnym
w LESC jest cytokeratyna 19 (CK19). Réwniez w tym
wypadku nie wystepuje ona wylacznie w rogowce,
dlatego podobnie jak p63 nie moze by¢ markerem
specyficznym narzadowo [13,23,26]. Markerem zwig-
zanym z komoérkami progenitorowymi nabtonka ro-
gowki jest bialko transporterowe z nadrodziny ABC
typu G2 (ABCG2), uniwersalny marker komérek ma-
cierzystych [27,28]. Biatko to czgsto w literaturze
okreslane jako BCRPI, czyli biatko pierwsze oporno-
$ci raka piersi, moze by¢ odpowiedzialne za cechy
odpornosci komoérek macierzystych na uszkodzenia
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i dziatanie czynnikéw toksycznych [23]; ABCG2 mo-
ze rowniez chroni¢ LESC przed stresem oksydacyj-
nym przez transport matych niskoczasteczkowych
bialek odpowiedzialnych za procesy proliferacji, roz-
nicowania iapoptozy [13]. Biatka a9-, a6-, Bl-inte-
gryny [23], cytokeratyna 15 (CK15), cytokeratyna 14
(CK14) [13] oraz receptor EGFR rowniez uzywane sg
jako markery komdrek progenitorowych rabka rogow-
ki [16]. Potwierdzono natomiast, ze komorki warstwy
epitelialnej rogdwki wykazuja ekspresje cytokeratyny
3 (CK3) oraz cytokeratyny 12 (CK12) [26,27,28,29].
Nie stwierdzono obecnos$ci tych biatek w komorkach
epitelialnych pochodzacych z rabka rogoéowki [23,30,
31]. Co wigcej, markerami negatywnymi dla rabko-
wych komorek macierzystych oprocz wymienionych
cytokeratyn moga by¢: nestyna, E-kadheryna, konek-
syna 43 i inwolukryna [16,23]. Ponadto LESC wytwa-
rzajg enzymy metaboliczne, np.: a-enolazy, oksydazy
cytochromu ¢, ATPazy i anhydrazy. Stgzenie tych
enzymow jest znaczaco wyzsze w LESC niz w ko-
morkach nablonka rogowki [13,23].

W zwiazku z brakiem wystarczajacej liczby markeréw
charakterystycznych i w petni specyficznych zaréwno
dla LESC, jak i zréznicowanych epitelialnych komo-
rek rogoéwki wcigz prowadzone sg badania nad nowy-
mi biatkami i czynnikami charakterystycznymi dla
poszczegdlnych typow komorek. Eksperymenty bar-
dzo czesto opierajg si¢ na badaniu z wykorzystaniem
mikromacierzy oligonukleotydowych pozwalajacych
na analize¢ wielu tysigcy gendw jednocze$nie. Za-
obserwowano, ze LESC nie uczestnicza wylacznie
W procesie réznicowania i odbudowie nabtonka ro-
gowki, ale kontroluja takze procesy angiogenezy
i integralno$¢ macierzy pozakomoérkowej. Przeanali-
zowano rowniez geny kodujace cytokiny wydzielane
przez LESC w trakcie hodowli. Niezwykle istotne
okazaty si¢ interleukina-6 i interleukina-8 uczestni-
czace w wigkszosci procesow zachodzacych tez w me-
zenchymalnych komorkach macierzystych, takich jak
procesy roznicowania oraz angiogenezy [20]. Identy-
fikacja jest konieczna w celu optymalizacji potencjal-
nego zastosowania LESC w terapii regeneracyjnej.
Pelna charakterystyka fenotypowa pozwala okresli¢
typ wykorzystywanych komorek, a tym samym ocenié¢
ich przezywalno$¢ i1 potencjal proliferacyjny oraz
zdolno$¢ do zasiedlania na skafoldach, czyli ruszto-
waniach (scaffold). Zapewniaja one komérkom pod-
stawe do rozwoju, co pozwala na udoskonalenie
i przeprowadzenie wydajniejszej naprawy uszkodzo-
nej rogdwki.

Petna charakterystyka komorek rgbka rogéwki na pod-
stawie oceny ich potencjatu proliferacyjnego, morfo-
logii oraz charakterystyki biatek btonowych jest ko-
nieczna do wykorzystania ich w terapii.

Hodowla komérek macierzystych rabka rogowki

Zagadnienie hodowli LESC jest bardzo istotne ze
wzgledu na niewystarczajaca liczb¢ dawcow rogowek
do przeszczepu. Hodowla komoérek w warunkach in
Vitro moze zapewni¢ efektywny wzrost, proliferacje
oraz r6znicowanie komoérek LESC (ryc. 1).

Ryc. 1. Hodowla pierwotna komorek macierzystych rabka rogowki.
Zrédto wiasne. Przyblizenie 100x.

Fig. 1. Primary culture of limbal epithelial stem cells. Source: personal
collection. Magnification 100x.

Sugeruje sie, ze Wysokie stezenie wapnia w medium
hodowlanym ulatwia proces réznicowania komorek
macierzystych w kierunku komorek nabtonka. Wyso-
kie stezenie wapnia zewnatrzkomérkowego stymuluje
proliferacje¢ i wytwarzanie transformujacego czynnika
wzrostu B (TGF-B), ktory promuje réznicowanie do
nabtonka [27]. W licznych badaniach proponuje sig¢
biomateriaty do hodowli LESC w terapii uszkodzen
wzroku, m.in. fibryne, keratyny, fibroing oraz kola-
gen, na réznego typu rusztowania. Szczegdlnie obie-
cujace wydaja si¢ badania na strukturach powstatych
z wykorzystaniem kolagenu, gdyz jest on glownym
elementem budujacym zrab rogdéwki [22,32]. Wyho-
dowane in vitro komorki nabtonka sa nastepnie
wszczepiane w miejsce ubytku. Zabieg ten przyczynia
si¢ do zrekonstruowania powierzchni rogowki.

Biotechnologia medyczna stara si¢ wykorzysta¢ osiag-
niecia inzynierii tkankowej w rekonstrukcji nabtonka
rogdwki z uzyciem biomembran zasiedlonych LESC.
Takie biodegradowalne skafoldy pozyskane za pomo-
ca technologii 3D maja by¢ stosowane W terapii trans-
plantacyjnej masywnych uszkodzen rabka rogowki.
Matryce do hodowli musza by¢ w peli przejrzyste,
0 wysokiej zawartosci wody, posiada¢ zdolno$¢ do
pecznienia i mie¢ charakterystyczng mikrostrukture
przypominajgcg warunki panujgce w oku. Wykorzy-
stywane w keratoplastyce skafoldy powinny by¢ do-

111



ANN. ACAD. MED. SILES. (online) 2018; 72: 108-115

datkowo wytrzymale mechanicznie, a takze elastycz-
ne, aby promowac¢ wzrost komorek [22].

Choroby rabka rogéwki zwigzane z niedoborem
LESC

Przez cate zycie samoodnawialne tkanki moga pole-
ga¢ na populacji komoérek macierzystych progenito-
rowych, ktére w przypadku naturalnego zuzycia lub
uszkodzenia uzupelniajg ich ubytki. Nabtonek rogow-
ki fizjologicznie podlega nieustannemu $cieraniu pod-
czas procesu mrugania, a zuzyte komoérki nablonka
zostajg zregenerowane. Jednak w przypadku braku lub
uszkodzenia komorek progenitorowych dochodzi do
rozwoju choroby, jaka jest zespot niedoboru komorek
macierzystych rgbka rogowki (limbal stem cell defi-
ciency — LSCD). Schorzenie moze by¢ skutkiem kry-
tycznego zmniejszenia liczby komorek lub ich dys-
funkcja. Moze by¢ to efekt zarowno czynnikoéw pier-
wotnych, jak i wtornych.

Pierwotnymi przyczynami LSCD sg genetycznie uwa-
runkowane wady wrodzone, ktérych jednym ze skla-
dowych obrazu klinicznego jest niedobor LESC.
U czlowieka moze by¢ on elementem zespotow zwia-
zanych z mutacjami genu PAX®, takich jak wrodzony
brak teczoOwki [33,34] czy anomalia Petersa [35].
Innymi genetycznymi zaburzeniami, w ktorych wyka-
zano zwigzek z niedoborem LESC, sg: zespot EEC
(ektrodaktylia, dysplazja ektodermalna, rozszczep
wargi i podniebienia) [36,37], zespot KID (zapalenie
rogowki, rybia tuska, gluchota) [38], skora pergami-
nowa [39], dziedziczone autosomalnie dominujaco
zapalenie rogowki [40], zespot Turnera [41], wrodzo-
na dyskeratoza [42,43,44] oraz zapalenie rogoéwki
zwiazane z zespotem niedoczynno$ci wielogruczoto-
wej [45,46].

Czestymi wtornymi przyczynami LSCD sa oparzenia
chemiczne i termiczne powierzchni gatki ocznej oraz
stany po uprzednich zabiegach operacyjnych lub krio-
terapii w obszarze rabka rogowki [47,48]. Na lokalny
i uog6lniony niedobér LESC wplywa takze niepo-
prawne uzywanie soczewek kontaktowych, prowadza-
ce do niedotlenienia rogowki [49,50]. Destrukcja
LESC moze nastapi¢ z przyczyn immunologicznych,
np. w zespole Stevensa-Johnsona [45], pemfigoidzie
bliznowaciejacym ocznym [51] i chorobie ,,przeszczep
przeciwko gospodarzowi” [52]. Przewlekly odczyn
alergiczny ze strony narzadu wzroku, tak jak wiosenne
zapalenie rogowki i spojowek, rowniez moze przy-
czyni¢ si¢ do LSCD [53]. Podobnie stany infekcyjne
rogowki (szczegblnie zakazenie wirusem Herpes)
i keratopatia pgcherzowa moga skutkowaé uszkodze-
niem LESC [47,54,55].

Do wtérnych czynnikéw niszczacych LESC naleza
rowniez skrzydlik, skorzak i nowotwory przedniego
odcinka oka [56,57]. Innymi przyczynami niedoboru
LESC sg leki stosowane og6lnie i miejscowo w posta-
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ci kropli, m.in. mitomycyna C, 5-fluorouracyl oraz le-
ki przeciwjaskrowe, ktorych sktadnikiem konserwuja-
cym jest chlorek benzalkonium dziatajacy niekorzyst-
nie na powierzchnie oka [58,59,60,61,62].

W przypadku braku uchwytnych czynnikéw prowa-
dzacych do destrukcji LESC méwimy o idiopatycznym
LSCD [63]. Objawy niewydolno$ci rabkowych réznig
si¢ zaleznie od cigzkosci i rozlegtosci uszkodzenia ko-
morek. W cze$ciowym lub sektorowym LSCD uszko-
dzony obszar rogowki barwi si¢ fluoresceing punkto-
wo, ewentualnie barwnik uktada si¢ w ksztatt wiro-
wy. Chorobie towarzyszy ostabienie ostro$ci widzenia
oraz $wiatlowstret. Dochodzi do destabilizacji filmu
tzowego, pojawienia si¢ ztogow filamentowych i roz-
woju erozji na zajgtym obszarze. Palisady Vogta ule-
gaja dezorganizacji, a wokot rabka widaé¢ arkady na-
czyniowe. Proces destrukcji LESC zaczyna si¢ zazwy-
czaj w obregbie sektora gornego [47,57]. Calkowity
niedobor komoérek macierzystych rogéwki (total lim-
bal stem cells deficiency — TLSCD) wiaze si¢ z na-
wracajacymi erozjami, przewleklym zapaleniem, gle-
boka neowaskularyzacja, wrastaniem nabtonka, znisz-
czeniem blony podstawnej, $cienczeniem, bliznowa-
ceniem i w konsekwencji zmetnieniem rogoéwki [12,
27,64,65,66].

W celu diagnostyki LSCD na powierzchni rogéowki
umieszcza si¢ membrang filtracyjng z octanem celulo-
zy. Uzyskane warstwy komoérek — od jednej do trzech
— przekazywane sg do dalszej analizy histologicznej,
immunohistologicznej lub molekularnej. Konwencjo-
nalne badanie histologiczne obejmuje barwienie he-
matoksyling, PAS lub Papanicolau. Obecnos¢ komo-
rek kubkowych $wiadeczy o wzroScie nabtonka spo-
jowkowego [67]. Ziotym standardem w diagnostyce
LSCD jest jednak cytologia impresyjna, ktéra pozwala
zidentyfikowa¢ specyficzne cytokeratyny i w ten spo-
sob zrdéznicowaé rodzaj nablonka [45]. Innym pomoc-
nym narzedziem w diagnostyce wczesnych postaci
LSCD jest laserowa skaningowa mikroskopia konfo-
kalna, dostarczajaca wysokiej rozdzielczo$ci obrazy
powierzchni oka na poziomie komorkowym. Wykaza-
no, ze w LSCD komorki nablonka rogéwki majg sta-
biej widoczne granice i wyrazniej zaznaczone jadra
komorkowe. Zmniejsza si¢ gestos¢ komorek podstaw-
nych nabtonka, a jednoczesnie zwigkszaja ich wymia-
ry. W obrazie mikroskopowym mozliwe jest rowniez
zidentyfikowanie komorek kubkowych spojowki,
jednak ich obecno$¢ nie jest jednoznaczna z wystepo-
waniem LSCD [68].

Terapia z zastosowaniem komoérek macierzystych
rabka rogowki

Terapie z zastosowaniem LESC obejmuja farmakote-
rapie z roOwnoczesng transplantacja rogdéwki i rabka
rogdwki bogatego w komorki macierzyste [12]. Celem
przeszczepienia komorek rabka rogoéwki jest odtwo-
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rzenie prawidlowego fenotypowo nabtonka rogowki.
Komorki macierzyste przeszczepia si¢ na nosniku —
tkance rogdéwkowo-spojowkowej lub calej rogowce.
W przypadku komorek wyhodowanych in vitro moze
to by¢ blona owodniowa, bedaca najintensywniej
badanym podtozem do hodowli i przeszczepiania ko-
morek rogowki. Jej naturalna zmienno$¢ biologiczna,
wynikajaca gtéwnie z niejednorodnej grubosci, a takze
potencjalnie zta standaryzacja metody moga by¢ jed-
nak przyczyng znacznych réznic w wynikach badan
klinicznych w zalezno$ci od wielu cech charaktery-
stycznych podloza [22]. Problemem jest rowniez Wy-
dajno$¢ przeszczepdw. Szacuje sig, ze 3-5-letnia sku-
teczno$¢ przeszczepow autologicznych lub allogenicz-
nych dotyczy jedynie 30-45% przypadkéw. Zastosowa-
nie blony owodniowej lub klejow fibrynowych zwiek-
sza powodzenie przeszczepu do okoto 75% [11]. Zro-
dlem przeszczepianych komoérek macierzystych moze
by¢ tkanka autologiczna, np. drugie zdrowe oko. Jesli
patologia dotyczy obojga oczu, alternatywa pozostaje
przygotowanie przeszczepu od dawcy (tkanka alloge-
niczna). Przeszczep rabkowych komoérek rogowki ze
zdrowego oka moze pomdc w naprawie rogdwki i przy-
wrdcié pacjentowi wzrok. Procedura ta wigze si¢ nie-
stety z zagrozeniami dla zdrowego oka dawcy [21].
Alternatywa jest hodowla komérek LESC w warun-
kach in vitro, namnozenie ich, a nast¢pnie wykorzy-
stanie w transplantacji. Celem nadrzednym tej proce-
dury musi by¢ uzyskanie jak najwigkszej liczby funk-
cjonalnych LESC. Istniejg dwie metody pozyskiwania
komorek macierzystych. Pierwsza z nich to technika
eksplantatu, polegajaca na biopsji matego fragmentu
rabka rogowki, okoto 1-6 mm, i wysianiu go na pod-
loze hodowlane. Bioptaty pobiera si¢ zwykle z obwo-
du rabka rogéwki. Druga metoda polega na trawieniu
fragmentu rogéwki z wykorzystaniem enzymow W ce-
lu oddzielenia komorek macierzystych od nabtonka,
a nastgpnie ich hodowli. Wykorzystuje si¢ tu zwykle
dyspaze, hydrolizujaca kolagen, oraz trypsyng, roz-
dzielajacag strukture rabka na pojedyncze komorki
[18,69]. Brak jednak spdjnych informacji, ktora tech-
nika jest wydajniejsza. Doswiadczenie poréwnujace
obie metody wskazuje, ze metoda z wykorzystaniem
zawiesiny komorek poddanych hydrolizie enzyma-
tycznej pozwala uzyska¢ wigksza liczbe komorek
w hodowli, jednak ich potencjat proliferacyjny oraz
przezywalnos¢ sa zblizone. Zaobserwowano mniejsza
ekspresj¢ markerow LESC w przypadku hodowli
z eksplantatow [18].

Transplantacje rogéwki oraz jej fragmentow czesto
wigzg sie z ryzykiem odrzucenia, dlatego bardzo waz-
ne, aby zmniejszy¢ je m.in. poprzez ocen¢ uktadu
zgodnosci tkankowej (HLA) [70]. Aby zmniejszy¢ do

minimum ryzyko odrzucenia, przeszczepy alloge-
niczne wymagaja terapii immunosupresyjnej (korty-
kosteroidy i cyklosporyna). Leki te czgsto nie sa nie-
stety w pelni wystarczajace [12,21].

Ksenotransplantacje jako alternatywne Zrédlo
komorek do przeszczepu

W medycynie cztowieka, ze wzgledu na ograniczone
zrodto ludzkich komorek rabka rogdwki oraz rosnaca
liczbe oczekujacych na przeszczep, alternatywnym
rozwigzaniem moze by¢ ksenotransplantologia, w kto-
rej zrodtem pozyskiwania pozadanych komorek jest
organizm zwierzecy. W przypadku zwierzat towarzy-
szacych problem etyczny wiaze si¢ z potrzeba adopcji
dawcy. W medycynie cztowieka optymalnym dawca
wydaje si¢ $winia domowa (Sus scrofa domestica). Jej
rogowka ma podobny rozmiar i whasciwosci refrak-
cyjne do rogoéwki cztowieka [71,72]. Zaleta Swinskiej
rogéwki jest przede wszystkim niski poziom antyge-
now odpowiedzialnych za odrzucanie przeszczepu.
Komorki §win wykazuja m.in. ekspresje biatka Gal
(0-1,3-galaktozylotransferaza) na powierzchni komoé-
rek, odpowiedzialnego za reakcj¢ przeszczep przeciw-
ko gospodarzowi [72]. Wprowadzenie odpowiednich
modyfikacji genetycznych pozwala na wyhodowanie
$win transgenicznych, ktérych narzady, tkanki badz
komorki moga by¢ rozpoznawane przez ludzki system
immunologiczny jako wtasne [72,73].

PODSUMOWANIE

Niejednokrotnie jedynym rozwigzaniem w leczeniu
schorzen rogowki jest przeszczep. Wcigz jednak wy-
stepuje niedobor dawcow. W zwiazku z duzym zapo-
trzebowaniem na rogowki i dtugimi listami oczekuja-
cych na przeszczep bardzo waznym aspektem jest
poszukiwanie nowych rozwigzan umozliwiajacych
przywracanie prawidtowego widzenia u 0sob ze scho-
rzeniami rogowki. Duze nadzieje poktada si¢ w ko-
morkach macierzystych. Dotychczas opracowano me-
tody izolacji komérek pozwalajace na uzyskanie ho-
mogennej populacji rabkowych komoérek macierzys-
tych, a takze ich ekspansji in vitro. Allogeniczne rab-
kowe komorki macierzyste sa alternatywa dla prze-
szczepu rogoéwki i moga by¢ stosowane w leczeniu
niewydolno$ci rabkowych komoérek macierzystych.
Ich namnazanie w warunkach in vitro na odpowied-
nich rusztowaniach moze takze postuzy¢ jako produkt
medyczny bedacy alternatywa dla rogéwek pochodza-
cych od dawcow.
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