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Transplantacja nablonka barwnikowego siatkowki
w warunkach doSwiadczalnych
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Retinal pigment epithelium transplantation in experimental models

Summary

The increased rate of retinal degenerative diseases, especially age-related macular degeneration (AMD),
has motivated research on the transplantation of the retina or the special layers of the retina like retinal
pigment epithelium (RPE) for more than 30 years. Current opinions on transplantation of the autologus RPE
cells in the experimental studies have been reviewed and described, as have the most frequent operation
techniques of the transplantation, causes of rejection and the limitations of the RPE transplantation.
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W drugiej potowie XX wieku rozpoczgto transplan-
tacje catych narzadow lub tkanek. Rowniez w okuli-
styce, w zwiazku ze wzrostem wystgpowania schorzen
zwyrodnieniowych siatkowki, a w szczegdlnosci zwy-
rodnienia plamki zwigzanego z wiekiem (age related
macular degeneration — AMD), od okoto 30 lat pro-
wadzone sa badania nad mozliwo$cia transplantacji
siatkowki lub poszczegdlnych jej warstw, tj. warstwy
nabtonka barwnikowego siatkowki (RPE) i/lub war-
stwy fotoreceptorow (2, 3). Obserwacje te poczatko-
wo byty prowadzone w USA, Szwecji, Anglii, a obec-
nie takze w Austrii 1 Indiach (1 9). O tym jak powazny
problem spoteczny stanowi zwyrodnienie plamki zwia-
zane z wiekiem, moga §wiadczy¢ dane piSmiennictwa,
wedlug ktérych 25% spoteczenstwa powyzej 65. roku
zycia choruje na AMD (2, 8). Posta¢ wysigkowa, tzw.
wilgotna z neowaskularyzacja podsiatkowkowa, sta-
nowi 15-20% tego schorzenia 1 w 90% przypadkoéw
doprowadza do nieodwracalnej utraty widzenia. Obec-
nie oblicza sig, ze w krajach zachodnich rocznie przy-
bywa okoto 500 000 nowych przypadkow neowasku-
laryzacji podsiatkdbwkowej zwiazanej z AMD (5, 9
19). Z tego powodu zwyrodnienie plamki zw1qzane
z wiekiem uwazane jest obecnie przez niektorych au-
torow za chorobg cywilizacyjna XX i XXI stulecia,
ktoérej rozwoj, by¢ moze, ma zwiazek ze szkodliwym
wplywem $§rodowiska zewngtrznego, niewlasciwym
odzywianiem i niezdrowym stylem zycia badz tez jest
uwarunkowane genetycznie (5, 9, 19).

Nie rozpoznana jeszcze doktadnie patogeneza tego
schorzenia 1 brak skutecznych metod leczenia inten-
syfikuja badania nad nowymi mozliwo$ciami lecze-
nia. Wprowadzona w ostatnich latach metoda fotody-

namiczna (PDT) 1 przezzreniczna termoterapia (TTT),
okazaty si¢ skuteczne jedynie w poczatkowym etapie
choroby (20).

Proby stosowania srodkow farmakologicznych ma-
jacych wptyw na angiogenezg, takich jak interferon
lub radioterapia z wykorzystaniem strumienia proto-
now, fotonodw lub ptytek radioaktywnych okazaly sig
mato skuteczne, powodowaty poza tym liczne powik-
tania (20). W chwili obecnej prowadzone sa badania
doswiadczalne 1 kliniczne z zastosowaniem prepara-
tow hamujacych angiogeneze, ktore podawane sa
doszklistkowo (Ranibizumab — Lucentis, Pegaptanib
sodium — Macugen, Triamcinolon ), okotogatkowo
(Anecortave acetate — Retaane) lub ogdlnie (Avastin —
Bevacizumab) (18).

Aktualnie stosowane sa dwie metody chirurgiczne-
go leczenia AMD. W pierwszej metodzie wykonuje
sig rotacj¢ siatkdwki o 30-50 stopni z relokacja dotka
czyli jego przesunigciem w miejsce, gdzie stan nabton-
ka barwnikowego jest lepszy niz w czgsci centralnej
siatkowki. Druga metoda polega na usuwaniu neowas-
kularnych bton podsiatkéwkowych. Obie metody obar-
czone sa jednak mozliwos$cia licznych i cigzkich po-
wiktan. W przypadku relokacji plamki zabieg jest trau-
matyzujacy, trwa dtugo 1 z tego powodu nie u wszyst-
kich chorych moze by¢ wykonany. Najczgstszym po-
wiklaniem tej metody jest odwarstwienie siatkowki
1 rozw@j witreoretinopatii proliferacyjnej (PVR). Na-
tomiast podczas usuwania blon neowaskularnych bar-
dzo czgsto dochodzi do mechanicznego uszkodzenia
nabtonka barwnikowego, utraty fotoreceptoréw, bto-
ny Brucha i choriokapilarow. Efektem tego jest postg-
pujacy zanik RPE i fotoreceptorow oraz zmniejszenie
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przeptywu krwi w choriokapilarach. Biorac pod uwa-
ge fakt, ze u 0sob w podesztym wieku komorki RPE
ujawniaja mniejsze tempo mitozy, powstale ubytki
nabtonka barwnikowego wymagaja uzupetienia wtas-
nie poprzez transplantacjg (2, 4, 5, 9).

Nablonek barwnikowy siatkowki pelni rolg anato-
micznej, mechanicznej 1 metabolicznej podpory dla
komorek warstwy fotoreceptoréw siatkowki. Przede
wszystkim bierze on udziat w procesach widzenia po-
przez magazynowanie witaminy A, odpowiada za
transport metabolitéw i1 fagocytoze koncowych dys-
kow zewnetrznych segmentow fotoreceptorow oraz
syntetyzuje glikozaminoglikany. Tworzac anatomicz-
nie mqgm warstwg $cisle przylegajacych komorek pelni
réwniez funkcje zewngtrznej bariery krew—siatkowka
(2,9, 17).

Wyniki wieloletnich badan doswiadczalnych 1 kli-
nicznych wykazaty, ze w przypadku AMD stopniowo
dochodzi do utraty funkcji komoérek RPE, ktorych in-
terakcja z warstwa fotoreceptorow jest niezbedna do
prawidtowego funkcjonowania siatkowki i podtrzyma-
nia procesu widzenia (2-4, 17).

Najnowsze badania nad ekspresja gendéw determi-
nujacych RPE ujawnily, ze wspomniane komorki zdol-
ne sa do produkcji wielu czynnikoéw wzrostu, jak np.
PEDF, VEGF, TIMP, FGF i CHTF (1, 7). Sa one od-
powiedzialne za integralno$¢, metaboliczna aktywnos¢
1 ,,wspotdziatanie” RPE, siatkdwki i naczyniéwki.
Dane te wniosty zupelnie nowe spojrzenie na rol¢ RPE
1 potwierdzity zasadno$¢ wyboru tych komorek jako
materiatu przeszczepowego. Nalezy podkresli¢, ze
glownym celem wszystklch metod leczenia AMD Jest
zatrzymanie procesow degeneracji RPE i przywroce-
nie jego prawidtowej funkcji.

Idea transplantacji komorek nabtonka barwnikowe-
go siatkowki zrodzita si¢ w momencie wyhodowania
in vitro ludzkich komoérek RPE, ktore w tych warun-
kach podjely swoja ﬁZJolog1cznq funkcje (2, 6). Prze-
konanie, ze przestrzen podsiatkéwkowa — podobnie
jak komora przednia — jest immunologicznie uprzy-
wilejowana poprzez istnienie bariery krew—siatkowka
1 krew—mozg stwarzato ponadto nadziej¢ na powodze-
nie transplantacji (2, 3, 5, 20, 21). Przeprowadzone
ostatnio badania nad transplantacja catej grubosci siat-
kéwki wykazaty, ze jeszeze dtugo nie bedzie ona moz-
liwa, gdyz wymagatoby to przecigcia wiokien nerwo-
wych, potaczenia ich w uktadzie dawca—biorca oraz
odtworzenia ich prawidtowego przebiegu, a takze od-
powiednich pofaczen synaptycznych (2). W przypad-
ku transplantacji RPE problem ten nie WystquJe po-
niewaz komorki nabtonka barwnikowego nie tworza
polaczen z neuronami siatkowki.

Pierwszej do§wiadczalnej transplantacji wyhodowa-
nych ludzkich komorek RPE do przestrzeni podsiat-
kéwkowej matpy dokonali Gouras 1 wspotpracownicy
w 1983 roku (8). Przeszczepione komorki przezyty
w nowym S$rodowisku, przylegajac do btony Brucha
1 tworzac polaczenia z komoérkami RPE gospodarza
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oraz podjety swoja funkcje. Do chwili obecnej prze-
prowadzono liczne transplantacje nabtonka barwniko-
wego u szczurdw, krolikow i swin — allogeniczne
(w ramach tego samego gatunku) lub ksenogeniczne
(6). Najczgsciej stosowanym modelem zwierzgcym sa
szczury RCS (Royal College of Surgeons), u ktoérych
wystepuje dziedziczna dystrofia siatkéwki — wtérna
do dysfunkcji nabtonka barwnikowego (2, 3, 12, 21).
Dysfunkcja ta polega na utracie zdolno$ci fagocyto-
wania koncowych dyskéw zewngtrznych segmentéw
fotoreceptoréw siatkowki przez komorki nabtonka
barwnikowego, w wyniku czego dochodzi do groma-
dzenia si¢ w przestrzeni podsiatkdéwkowej resztek
fotoreceptorow i produktow ich degeneracji, w efek-
cie koncowym prowadzac do $lepoty. Szczury RCS
uzywane sa jako model AMD, choroby Stargardta oraz
dystrofii zottkowatej plamki (2, 21).

Na modelu zwierzgcym szczurow RCS wykazano,
ze przeszczep moze przezy¢ do 1 roku, op6zniajac roz-
woj dystrofii fotoreceptorow (13). Leczniczy efekt
przeszczepionych komorek ograniczony byt jedynie do
obszaru transplantacji. Wigkszo$¢ badan wykazata, ze
proces ,,wgajania” si¢ przeszczepoOw trwatl do 3 mie-
siecy przy braku reakcji odrzutu. Miejsce transplanta-
cji widoczne byto na dnie oczu jako mocno ubarwio-
ny obszar, ktory po szesciu miesigcach stawal si¢ mniej
wyrazny.

Podczas badan histologicznych Crafoord i wsp. (5)
obserwowali po 3 miesigcach w miejscu podania za-
wiesiny komorek RPE obecno$¢ jednej warstwy ko-
morek barwnikowych, ktore przylegaly do komoérek
RPE gospodarza, natomiast 6 miesigecy po zabiegu
stwierdzili w przestrzeni podsiatkowkowej obecnos¢
naciekow sktadajacych si¢ z makrofagdéw 1 komorek
glejowych oraz destrukcje i ubytek zardwno przeszcze-
pionych komorek, jak i fotoreceptorow gospodarza.
W cze$ci neurosensorycznej siatkdwki obserwowano
tez duza ilo$¢ rozproszonego barwnika pochodzacego
z transplantowanych komorek.

Poniewaz homologiczne przeszczepy RPE, pomi-
mo wdrozenia leczenia immunosupresyjnego, w znacz-
nym odsetku konczyly si¢ niepomyslnie, podjgto pro-
by transplantacji autologicznych komorek nabtonka
barwnikowego tgczowki (IPE) badz RPE z obwodu
siatkowki tego samego oka (7). Rozpoczgto od prob
transplantacji IPE, poniewaz komorki te, pochodzac
z tego samego listka zarodkowego co RPE, sa embrio-
logicznie podobne. Komorki IPE podjety funkcje two-
rzac pojedyncza warstwe komorkowa bedaca ,,podpar-
ciem” dla fotoreceptoréw. Nie stwierdzono zadnych
objawow odrzutu, ale, niestety, w badaniach klinicz-
nych nie wykazano istotnej poprawy ostrosci wzroku (7).

Zachgcajace efekty uzyskano natomiast przeszcze-
piajac komorki RPE z obwodu siatkéwki do przestrzeni
podsiatkowkowej okolicy dotka. Zaobserwowano tu
zmniejszenie stopnia zaawansowania degeneracji fo-
toreceptorow i chorioapilaréw oraz zahamowanie spad-
ku liczby RPE (22).
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Techniki transplantacji

Stosowane sa dwie metody transplantacji komorek
RPE w warunkach doswiadczalnych, tj. z dojscia przez
ciato szkliste lub przez naczyniowke i blong Brucha (2,
3,5, 11, 18). W wypadku pierwszej metody, po wyko-
naniu Wltrektomn 1 niewielkiej retinotomii oraz spro-
wokowaniu lokalnego odwarstwienia siatkowki, do
przestrzeni podsiatkowkowej wstrzykuje sig 20 ;,tl za-
wiesiny komorek RPE. Stwierdzono, Ze podane w ten
sposob komorki rozprzestrzeniaja si¢ swobodnie, obej-
mujac okolicg plamki wraz z dotkiem i w zalezno$ci od
ich liczby tworza jedna lub wiele warstw (2, 5). Po-
wstawanie wielu warstw komorek RPE jest zjawiskiem
niekorzystnym, poniewaz ich przebudowa komadrkowa
moze powodowac apoptoze czesci transplantowanych
komorek oraz wzbudza¢ aktywnos$¢ fagocytarna (3, 9).
Natomiast usuwanie komoérek RPE biorcy w obrebie
sprowokowanego odwarstwienia siatkowki jest trudne
1 moze powodowac uszkodzenie blony Brucha, w wy-
niku czego moze dochodzi¢ do niewlasciwego przyle-
gania transplantowanych komorek do podtoza i rozwo-
juich apoptozy (2, 5, 11, 17).

Biorac pod uwagg niekorzystne efekty ujawniajace
si¢ po podaniu zawiesiny komorek RPE, stosuje si¢
czgscie] przygotowane uprzednio w warunkach hodowli
jednowarstwowe przeszczepy, tzw. latki (patch), ktore
przy pomocy specjalnych narz¢dzi wprowadzane sa do
przestrzeni podsiatkowkowej (2, 12, 18). W obrgbie
przygotowanych ,,tatek” wiasciwe utozenie, jak i przy-
leganie komorek jest z gory ustalone, a wigc zjawisko
zlepiania si¢ badz zwrotnego wyptywu komorek RPE
przez retinotomi¢ do ciata szklistego staje si¢ niemoz-
liwe. Obserwacje wskazuja, ze zachowanie potaczen
mi¢dzykomorkowych w obrgbie przygotowanego trans-
plantu oraz pozostawienie komorek na ich btonie pod-
stawnej stwarza wigksza szansg dla jego przezycia (2,
11, 17). Wada przeszczepow ,,tatkowych” jest jednak
tendencja do rolowania si¢ lub przemieszczania w prze-
strzeni podsiatkowkowej. W celu podtrzymania sztyw-
nosci przeszczepu hodowle komoérek RPE prowadzone
sa rowniez na matrycy kolagenowej lub poprzez zata-
pianie w zelatynie (2). Niektorzy badacze uzywaja tez
btony owodniowe;j jako substratu do hodowli komorek
nabtonka barwnikowego. Jest to material naturalny,
uprzywilejowany immunologicznie, zawierajacy czynni-
ki wzrostu i niektore immunomodulatory (np. HLA-G,
Fas-ligand) niezbg¢dne do roznicowania i wzrostu RPE
(16).

Jednym z najnowszych sposobow wykonywania prze-
szczepow RPE jest zastosowanie systemu hodowli ludz-
kiego plodowego nablonka barwnikowego siatkowki
pod postacia mikrosfer (15). Mikrosfery przygotowane
do przeszczepu sa owalnymi lub okragltymi czastkami
kolagenu, do powierzchni ktorych przyczepione sa ko-
morki nablonka barwnikowego siatkowki ludzkiego
ptodu. Tréjwymiarowa struktura mikrosfer pozwala na
bezpieczniejsze, w poroOwnaniu z innymi technikami
przeszczepow, wprowadzenie komorek RPE do prze-
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strzeni podsiatkowkowej. Komorki RPE pod postacia
mikrosfer jako jedyne nie traca zdolnosci do migracji
1 procesu proliferacji. Prawdopodobnie w przyszlosci
bedzie mozliwe przeszczepianie RPE w postaci mikro-
sfer w okolicg okotodoteczkowa, co pozwoli na roz-
przestrzenianie si¢ ich do doteczka i w efekcie podtrzy-
ma funkcje fotoreceptordéw tej okolicy. Ponadto zauwa-
zono, ze komorki RPE przeszczepiane w postaci wie-
lokomorkowych mikrosfer maja wigksza zdolno$¢ ha-
mowania odpowiedzi limfocytéw oraz wydzielaja
w znacznie wigkszym stgzeniu biatka z grupy TGF
(transforming growth factor 8), hamujace neowaskula-
ryzacje podsiatkowkowa, niz komoérki RPE w postaci
pojedynczej warstwy (2,15).

Pomimo wielu prob przeszczepiania komorek nabton-
ka barwnikowego uzyskanie trwalego wyleczenia nie
jest mozliwe w chwili obecne;j. Przyczyna tego jest nie-
wlasciwe przyleganie przeszczepionych komorek do
podloza 1 niewlasciwa koncentracja ich w przestrzeni
podsiatkowkowej oraz zbyt krotki okres przezycia prze-
szczepu. Ponadto komorki z hodowli pozbawione sa
zdolnos$ci do roznicowania i polaryzacji, przez co wy-
kazuja niewlasciwa orientacjg po ich transplantacji (2
5, 17). Gtéwna przyczyna nlepowodzen przeszczepow
jest uszkodzenie btony Brucha lub jej niecatkowite
oczyszczenie z komorek gospodarza (17). Btona Bru-
cha stanowi podpore¢ dla komorek RPE, a jej stan ma
zasadnicze znaczenie dla przezycia przeszczepu i utwo-
rzenia w przestrzeni podsiatkowkowej pojedynczej
warstwy komorek RPE, $cisle przylegajacych do pod-
toza, w sposob przypominajacy warunki fizjologiczne.
Uszkodzenie w czasie zabiegu btony Brucha inicjuje
reakcje immunologiczne, co w konsekwencji powodu-
je destrukcje przeszczepu i jego obumieranie (2, 3, 11,
13,17, 21).

Najnowsze badania Ali Abri (1) wskazuja, ze owod-
ni¢ mozna wykorzysta¢ jak substytut zniszczonej lub
uszkodzonej btony Brucha. Umozliwia to nie tylko lep-
sza polaryzacj¢ i roznicowanie przeszczepionych RPE,
ale stanowi tez rusztowanie dla komérek RPE gospo-
darza. Oprocz problemow technicznych istotng prze-
szkoda w przeszczepianiu RPE sa reakcje immunolo-
giczne skierowane przeciwko przeszczepowi.

Osrodkowy uktad nerwowy ze wzgledu na obecnos¢
bariery krew—mozg jest odizolowany od uktadu odpor-
nosciowego 1 dzigki temu uprzywilejowany immuno-
logicznie (2,20,21). Jednakze w przypadku uszkodze-
nia tej bariery, np. poprzez infekcje wirusowa czy stan
zapalny, zw1qksza sig tempo naptywu limfocytow T do
tkanki mozgowej, generujac reakcjg immunologiczna.

Do niedawna sadzono, ze przestrzen podsiatkowko-
wa, podobnie jak komora przednia, jest odmienna im-
munologicznie, ale liczne proby przeszczepiania RPE
konczyty si¢ niepowodzeniem, $rednio po 1-6 miesia-
cach, z powodu odrzutu transplantu (2, 5, 9, 11). Oka-
zalo sig, ze uprzywilejowanie to nie jest calkowite
i zalezy przede wszystkim od zachowania ciagtosci bto-
ny Brucha oraz stanu nabtonka barwnikowego, tworza-
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cych barierg krew—siatkowka (2, 3,9, 17, 21). W bada-
niach eksperymentalnych wykazano, ze RPE moze ha-
mowa¢ proliferacje limfocytow T, indukujac ich apop-
tozg¢ poprzez ekspresje ligandu FAS (2, 5). Ponadto RPE
posiada mozliwos¢ produkcji TGF-3, ktory uwazany
jest za gldwnego sprawcg immunosupresji oka oraz se-
krecj¢ prostaglandyny E2 (PG 2) 1 wytwarzanie tlenku
azotu (NO), hamujace proliferacjg limfocytow (13).
Przerwanie blony Brucha w trakcie operacji powoduje
wzrost immunogenno$ci w miejscu uszkodzenia i od-
rzut przeszczepu juz po 1 miesiacu, podczas gdy nie-
tknigta btona Brucha daje szanse na przezycie trans-
plantu do 24 miesigcy (17). Prawdopodobnie juz w trak-
cie operacji uwalniane sa cytokiny zapalne zapoczat-
kowujace reakcje immunologiczne prowadzace do od-
rzutu przeszczepu (2, 3, 5, 8, 12). Do chwili obecne;j
nie wyjasniono jednoznacznie, na czym polega reakcja
odrzutu w przestrzeni podsiatkdwkowe;j, ktora uznawa-
na byta dotychczas za immunologicznie uprzywilejo-
wang (15, 20, 21).Obserwowana w obrebie przeszcze-
pu reakcja zapalna zwigzana z obecnos$cia makrofagdw
1 komorek gleju rézni si¢ w sposob zasadniczy od typo-
wej reakcji immunologicznej dawca—biorca, o czym
$wiadczy brak naciekéw limfocytami. Wigkszo$¢ auto-
réw uwaza, ze ta niespecyficzna reakcja odpowiada re-
akcji immunologicznej typu dawca-biorca, ktora zo-
stata zmodyfikowana poprzez ACAID i wymaga za-
stosowania immunosupresji poprzez podanie sterydow
i cyklosporyny (2, 3, 5, 12). Najnowsze badania wyka-
zaly jednak, Ze mimo stosowania cyklosporyny A nie
udato si¢ zahamowac powstajacej reakcji zapalnej, ktora
okazala si¢ bardziej skomplikowana niz przypuszcza-
no. Prawdopodobnie cyklosporyna nie hamuje wszyst-
kich etapow tej reakcji 1 juz po 3-6 miesigcach rozpo-
czyna sig proces powolnego odrzucania przeszczepu (2,
3, 5). Zmusito to badaczy do znalezienia innych sposo-
bow zapobiegania odrzutom. Jednym z nich moze by¢
typowanie immunologiczne dawca—biorca oraz prze-
szczepianie tkanek zgodnych antygenowo (MHC kl. I
1II) lub tkanek autologicznych (2-4, 17, 21, 23). Podje-
te tez zostaty proby wyhodowania macierzystej komorki
pnia (stem cells), ktéra bytaby zrodtem linii komoérko-
wych dla RPE Iub fotoreceptoréw. Udowodniono, ze
np. szczurze neuronalne komorki pnia (rNSCs) r6zni-
cuja si¢ po umieszczeniu ich w przestrzeni podsiatkow-
kowej do postaci komorek nabtonkowych podejmuja-
cych funkcj¢ RPE (22). Poniewaz komorki pnia moga
by¢ potencjalnym zrédlem wszystkich ludzkich tkanek,
stad tez oczekuje sig, ze beda one wykorzystane w le-
czeniu chordb degeneracyjnych oka (np. ARMD) jako
prekursory RPE (10). Kolejnym krokiem moze by¢ za-
stosowanie inzynierii genetycznej do ,,obrobki” komo-
rek RPE i wprowadzenia ich do przestrzeni podsiat-
kéwkowej jako nosnika okreslonej informacji, np. pro-
dukcji czynnikdw wzrostu czy inhibitoréw neowasku-
laryzacji (14).

Wedlug najnowszych doniesien (10), istnieja proby
wszczepiania ,,sztucznej” btony Brucha w okolice ob-
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jete zwyrodnieniem. Przeprowadzono takie badania na
szczurach RCS z dobrymi efektami. Podczas obserwa-
cji krétkoterminowej nie zauwazono najmniejszych
objawOw odrzutu, tj. obrzgku, ptynu podsiatkowkowe-
go, a w badaniach histologicznych 1 OCT uzyskano
obraz prawidlowej siatkowki. Jednakze aby potwier-
dzi¢ te informacje niezbgdne sa jeszcze dodatkowe ba-
dania dlugoterminowe (10).

Tak wigc nasuwa si¢ konieczno$¢ prowadzenia row-
noleglych badan klinicznych i doswiadczalnych w opar-
ciu o osiagnigcia biologii molekularnej oraz doskona-
lenie technik transplantacji i poprawy wynikéw lecze-
nia w warunkach klinicznych.
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