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Chapter 9 

NEDERLANDSE SAMENVATTING 

De ontwikkeling van de Descemet membraan endotheel keratoplastiek (DMEK) 
vormt een mijlpaal in de geschiedenis van de hoornvliestransplantatie en is tot 
op heden de meest selectieve chirurgische techniek om cornea 
endotheelafwijkingen te behandelen, omdat het de vervanging van het 
beschadigde cornea endotheel door gezonde donorweefsel toestaat.1 Helaas is 
de DMEK strikt afhankelijk van de beschikbaarheid van donorweefsel. 

Om het wereldwijde tekort aan donorweefsel te overwinnen, zijn nieuwe 
benaderingen nodig, samen met chirurgische benaderingen die gericht zijn op 
het optimaliseren van het gebruik van donorendotheel voor transplantaties. De 
op cellen gebaseerde strategieën zijn gebaseerd op de in vitro expansie en kweek 
van menselijke cornea endotheel cellen (humane cornea endotheleel cellen, 
hCEC), die zich achter op het hoornvlies bevinden, waar ze een enkele cellaag 
vormen, en verantwoordelijk zijn voor het behoud van de hoornvliesdikte en 
transparantie.2 Aangezien hCEC slecht delen,3-5 zal dood of dysfunctie van 
endotheelcellen uiteindelijk leiden tot een afname of verlies van cornea 
transparantie. Omdat verlies van cornea endotheelcellen de belangrijkste 
indicatie is voor hoorvliestransplantaties en vooral nodig is bij oudere mensen, 
draagt een toename van de vergrijzende bevolking bij aan een groeiende 
behoefte aan gezonde cornea endotheel cellen die geschikt zijn voor 
transplantatie.6,7 

De twee belangrijkste op cellen gebaseerde alternatieven voor cornea endotheel 
transplantatie die momenteel worden onderzocht zijn endotheel 
celbladtransplantatie en endotheel celinjectie.  
Endotheel celbladtransplantatie bevindt zich nog in een preklinisch stadium en 
er is een geschikte celdrager voor nodig, ofwel een natuurlijklijke 
(gedecellariseerde Descemet membraan, gedecellariseerde corneas, menselijke 
anterieure lenskapsel), ofwel een drager gemaakt van biocompatibele 
materialen.8-22 Ondanks veelbelovende resultaten van deze nieuwe benaderingen 
zijn er meer in vitro en in vivo tests nodig, terwijl kwesties als wetgeving en 
betrouwbaarheid van de kweekprotocollen ook moeten worden aangepakt. Aan 
de andere kant bevindt de injectie van losse endotheelcellen zich al in het 
klinische stadium: gekweekte hCEC worden samen met een Rho-kinase 
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(ROCK)-inhibitor (wat de celproliferatie bevordert) in de voorste kamer 
ingespoten.23,24 De eerste klinische resultaten van een groep van 20 patiënten 
toonden veelbelovende resultaten in termen van herstelde visus met uitstekende 
best gecorrigeerde visuele scherpte (best corrected visual acuity, BCVA).24  

De primaire bron voor hCECs vormed donorcorneas die niet geschikt zijn voor 
transplantatie. Hoewel dit het leveringsprobleem niet oplost, kunnen gekweekte 
hCEC in vitro worden vermeerderd, zodat één donorhoornvlies de cellen zou 
kunnen leveren voor meerdere patiënten. 

Dit proefschrift beschrijft de verbeteringen van celkweken voor cornea 
endotheelcel transplantatie om de kloof tussen in vitro experimenten en klinische 
modellen te overbruggen. Het eerste deel van dit proefschrift richt zich op de 
uitdagingen bij het opstellen van een robuust en reproduceerbaar protocol voor 
in vitro hCEC-isolatie en -celkweek, dat idealiter zou moeten voldoen aan de 
richtlijnen voor “good manifacturing practice”, GMP, voor naleving van 
regelgeving. Het tweede deel van de thesis gaat over endotheelcel transplantatie, 
van de vermeerdering van zowel menselijke als dierlijke CEC op biocompatibele 
dragers om de meest geschikte substraten voor corneacel transplantaties te 
evalueren tot de in vivo toepassing van dergelijke CEC-dragerconstructies in 
diermodellen. 

 

Optimalisatie van het celkweekprotocol voor menselijke cornea endotheel 
cellen 

Het is bekend dat hCECs geïsoleerd van jonge donoren een hogere in vitro 
proliferatie tonen dan cellen geïsoleerd van oude donoren, terwijl het merendeel 
van de donorcorneas die niet in aanmerking komen voor transplantatie juist 
afkomstig zijn van oude donoren.25,26 Omdat we daarom vooral met corneas van 
oude donoren werken, hebben we ons eerst gericht op het verbeteren van het 
succespercentage van het opzetten van succesvolle hCEC-culturen voor cellen 
die afkomstig zijn van die donorcorneas. De strategie was om een “gewijzigde” 
dual-media benadering toe te passen, vergelijkbaar met de studie van Peh et al. 
betreffende in vitro hCEC kweken.27 In ons geval hebben we het concept van 
groeifactor-uitgeput medium toegepast om de Descemet membraan-endotheel 
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celcombinaties (DM-EC) op te slaan voordat we cellen onderwierpen aan de 
celisolatieprocedure. Wij hadden als veronderstelling dat de mechanische stress, 
die tijdens de voorbereiding van de DM-EC optrad, het aantal levensvatbare 
hCECs zou verminderen:28 niet-levensvatbare en apoptotische cellen kunnen 
hun gezonde buren negatief te beïnvloeden door de afscheiding van 
verschillende factoren.29,30 Indien het vers verkregen DM-EC complex eerst 
bewaard wordt in een medium zonder extra groeifactoren, dan zou het 
percentage levensvatbare hCEC derhalve moeten verbeteren. 

In onze experimentele opzet gebruikten we de twee DM-EC-bladen afkomstig 
van de twee ogen van één donor, en stelden ze bloot aan twee verschillende 
experimentele omstandigheden: (1) celisolatie onmiddellijk na het verkrijgen van 
de DM-EC en (2) celisolatie na een periode van maximaal 6 dagen opslag in een 
medium met een groeifactor. Onze resultaten, beschreven in Hoofdstuk 3, 
toonden aan dat culturen die zijn ontstaan onder voorwaarde #1 een hoger 
succespercentage meldden in vergelijking met de culturen onder voorwaarde #2. 
Er was ook een beter effect op celproliferatie, waarbij kweken onder voorwaarde 
#1 sneller confluentie bereikten dan de kweken onder voorwaarde #2. Samen 
wijzen deze resultaten erop dat het kwijtraken van de niet-levensvatbare hCEC-
populatie vóór celisolatie een belangrijk aspect kan zijn bij de totstandbrenging 
van een reproduceerbaar in vitro hCEC-isolatie- en kweekprotocol. Bovendien 
biedt dit onderzoek de mogelijkheid om corneas van oudere donoren succesvol 
te gebruiken voor celisolatie.  

Ons onderzoek werd uitgevoerd op enkelvoudige donorcorneas, een belangrijk 
aspect bij klinische toepassing van gekweekte hCEC. Deze aanpak maakt het 
naar de donor traceren van weefsel mogelijk en vermindert op zijn beurt het 
risico van afstoting bij hCEC-transplantatie. De traceerbaarheid van weefsel en 
de variabiliteit tussen donor en donor zijn lastiger te evalueren wanneer 
donorweefsels in kweek worden samengevoegd.31 

De kenmerken van de donorcorneas die voor ons onderzoek werden gebruikt, 
zoals een hoge leeftijd van de donor, een lage dichtheid van endotheelcellen en 
een lange bewaartijd, waren nadelig voor de primaire hCEC-kweken. We kunnen 
een betere uitkomst verwachten bij gebruik van  jongere donoren, omdat deze 
cornea’s starten met een hogere celdichtheid en een grotere 
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productiecapaciteit.25,32 Ook andere onderzoeksgroepen hebben getest of de 
cornea van oude donoren geschikt is voor in vitro hCEC-isolatie en -kweek. 
Parekh et al. verkregen hCEC-culturen uit oude donorcorneas in aanwezigheid 
van hyaluronzuur (hyaluronic acid, HA) en de Rho-kinase (ROCK) inhibitor Y-
27632: wanneer geïsoleerde hCEC samen met HA en Rock inhibitor werden 
gekweekt, bereikten ze binnen 10-15 dagen confluentie.33 Bovendien toonden de 
gekweekte hCEC een zeshoekige morfologie met zeer weinig cellen met 
polymorfisme (minder dan 10%); de hoeveelheid cellen (ongeveer 2400 
cellen/mm2) kon worden beschouwd als “transplanteerbaar”. Een ander 
onderzoek van dezelfde onderzoeksgroep rapporteerde dat het gebruik van een 
viscoelastisch middel (Viscoat) nuttig zou kunnen zijn bij oude donoren. Na 
isolatie werden hCEC gezaaid met toepassing van Viscoat. Deze behandeling 
leidde tot een versnelde hechting van hCEC, zonder verlies van celmorfologie 
en markerexpressie.34 Bovendien werden er in de culturen met Viscoat meer 
levende cellen waargenomen in vergelijking met de culturen zonder Viscoat. 

De protocollen voor celisolatie van oude donoren moeten nog verder worden 
verbeterd om genoeg hCECs te verkrijgen. Indien het nodig blijft om cellen uit 
meerdere donorcorneas’s bijeen te voegen, zal het moeilijk zijn om de uitkomst 
van de celkweek te koppelen aan de kenmerken van donoren, omdat ook 
celculturen die zijn ontstaan uit jonge donoren soms tot een mislukking kunnen 
leiden.34 Omdat Trypan Blue Staining geen onderscheid maakt tussen 
apoptotische en dode cellen,35 is een andere benadering nodig om de 
levensvatbaarheid van cellen te bepalen en daarmeeeen beter beeld te krijgen van 
de totale celpopulatie op de donorcorneas, en om biobankers en uiteindelijk 
chirurgen te helpen bij de evaluatie van de kwaliteit van het beschikbare 
donorweefsel. 

 

Naleving van het protocol voor celcultuur van de GMP richtlijnen 

Om de vertaling van de in vitro gekweekte hCEC van de bank naar de kliniek 
mogelijk te maken, moet een geschikt kweekprotocol voldoen aan wettelijke 
richtlijnen. GMP richtlijnen bestaan voor de productie, het testen en de 
kwaliteitsbeoordeling van veel producten, inclusief medische hulpmiddelen, om 
ervoor te zorgen dat dergelijke producten geschikt en veilig zijn voor menselijk 
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gebruik.36 GMP richtlijnen zijn allemaal gebaseerd op gedefinieerde 
kernbeginselen, maar kunnen verschillen afhankelijk van het land of de regio 
waar ze worden toegepast.36-40  
Celgebaseerde alternatieven voor cornea transplantatie worden beschouwd als 
advanced therapy medicinal products (ATMP) en vallen onder de  hiervoor 
geldende specifieke wettelijke richtlijnen. Bij de in vitro hCEC-kweek wordt 
gebruik gemaakt van enzymen (d.w.z. collagenase), foetaal runderserum (fetal 
bovine serum, FBS), groeifactoren en oppervlaktecoatings; dit alles kan 
uitdagingen opleveren om volledig aan het GMP proces te voldoen, omdat de 
werkzaamheid van deze factoren afhankelijk is van veel variabelen zoals batch-
to-batch verschillen.41 Niettemin worden er geleidelijk veilige en xeno-vrije 
alternatieven voor de bovengenoemde stoffen ontwikkeld en commercieel 
beschikbaar gemaakt voor veel celisolatieprotocollen en voor in vitro hCEC-
kweek en -expansie.18,42-47 

Om te komen tot een robuust en reproduceerbaar hCEC-kweekprotocol 
volgens GMP richtlijnen voor klinische toepassingen, hebben we de effecten 
getest van een GMP-grade collagenase bij hCEC-kweken van oudere donoren. 
Zoals we in Hoofdstuk 4 hebben aangetoond, zagen we een verschil tussen de 
collagenase van GMP-kwaliteit en de collagenase van onderzoekskwaliteit die we 
eerder gebruikten: de collagenase van GMP-kwaliteit leidde tot fragmentatie van 
het DM-EC-blad, terwijl de digestie door de onderzoekskwaliteit collagenase 
hCEC-clusters produceerde. 

De collagenase van GMP-kwaliteit die wij testten werd reeds gebruikt voor de 
isolatie van menselijke alvleeskliereilandjes;48 de werkzaamheid ervan was nog 
niet eerder getest voor isolatie van hCECs. Interessant genoeg toonden onze 
resultaten een 4 maal hogere cellulaire opbrengst bij gebruik van de collagenase 
van GMP-kwaliteit in vergelijking met het gebruik van de onderzoekskwaliteit 
collagenase, ondanks dat er een hogere concentratie nodig wasvan de laatste. Na 
de eerste passage werd geen verschil in tijd-tot-confluentie waargenomen. Deze 
gegevens staan in contrast met de resultaten die worden beschreven door Peh et 
al., waarin eveneens de werkzaamheid van een collagenase-mengsel van GMP-
kwaliteit (Liberase TH) en een collagenase van onderzoekskwaliteit (Collagenase 
Type 1) werdt vergeleken.18 In dit geval vonden de onderzoekers geen verschillen 
in termen van cellulaire opbrengst na digestie. Niettemin kan de reden voor het 
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verschil liggen in het feit dat hun onderzoek werd uitgevoerd met corneas van 
onderzoekskwaliteit van jonge donoren (mediaan van 22 jaar), terwijl ons 
onderzoek oude donoren (mediaan van 73 jaar) gebruikte. 

Ondanks de aanvankelijke hoge celdichtheid en zeshoekige morfologie bij P0 
waren de cellen in onze studie, die in tweede passage met GMP-grade 
collagenase werden geïsoleerd, van grote omvang en toonden zij gebrek aan 
contactremming. Dit kan erop wijzen dat het initiële celisolatieproces meer 
celspanning kan veroorzaken in vergelijking met de collagenase van 
onderzoekskwaliteit, die bij celpassages resulteert in een afname van de 
productieve capaciteit. Aanvullende studies over de afhankelijkheid van 
geïnduceerde cellulaire stress bij collagenase-concentratie kunnen nodig zijn 
voordat de geteste collagenase van GMP-kwaliteit in kweekprotocollen kan 
worden opgenomen. 

 

Biomechanische eigenschappen en adhesie van de endotheelcel van 
varkenscornea – dragerconstructies 

Cornea endotheel celtransplantatie is een op cellen gebaseerde benadering die 
nog in een preklinisch stadium verkeert, in tegenstelling tot endotheel celinjectie. 
Endotheel celtransplantatie is afhankelijk van de in vitro-uitbreiding van 
gekweekte hCEC op een drager, die van natuurlijke of biocompatibele aard kan 
zijn, om een haalbaar en veilig alternatief te bieden voor schaars menselijk 
donorweefsel. Een ideale drager moet transparant zijn, niet te dun, maar flexibel 
en biocompatibel. Bovendien moet men in staat zijn de levensvatbaarheid van 
de daaruit voortvloeiende gekweekte hCEC-dragerconstructies te bepalen. Al 
deze eisen zullen uiteindelijk leiden tot de mogelijkheid om een originele 
DMEK-graft te “minimaliseren”, omdat de biomechanische eigenschappen 
interactie met het ontvangende stroma zouden moeten toestaan.49 Aan de andere 
kant mogen dezelfde eigenschappen de behandeling tijdens de chirurgische 
ingreep niet verstoren. Samen zou de naleving van deze eisen een klinisch 
product opleveren dat een alternatieve bron zou vormen voor endotheel 
transplantatie. 
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Ons onderzoek richtte zich op de haalbaarheid van verschillende biocompatibele 
dragers, zowel biotechnische als natuurlijke, als potentiële alternatieven voor een 
endotheel transplantatie zoals een DMEK. We hebben eerst twee soorten 
substraten onderzocht: door GMP geproduceerde varkenscollageen dragers en 
menselijke lenskapsels (human anterior lens capsule, HALC). Beide typen 
dragers worden als substraten genoemd voor celgebaseerde behandelingen voor 
oculaire reconstructie.15,50 Voor deze tests werden gekweekte cornea endotheel 
cellen van varkens (porcine corneal endothelial cells, pCEC) gebruikt, om de 
volgende redenen: pCECs worden veel gebruikt in in vitro-studies51-54 en kunnen 
sneller vermeerderen dan gekweekte hCECs om een efficiëntere screening van 
het draagmateriaal te garanderen. Zoals in Hoofdstuk 5 beschreven, hebben we 
aangetoond dat pCECs succesvol kunnen worden gekweekt op collageen 
gebaseerde biocompatibele dragers van verschillende dikte (20 µm en 100 µm) 
en op HALC. Microscopisch onderzoek en analyse van de expressie van 
proliferatiemerkers bevestigden dat gekweekte pCEC het vermogen hebben om 
zich uit te breiden en te verspreiden op de bovengenoemde dragers. De dragers 
werden vervolgens chirurgisch getest in een experimentele opstelling bestaande 
uit een kunstmatige voorste oogkamer met daarin een menselijk 
donorhoornvlies zonder endotheel. De pCEC-dragerconstructies werden getest 
volgens enkele chirurgische parameters: het kunnen oprollen in balanced salt 
solution, kleuring met Trypan Blue, implantatie in de kunstmatige kamer, 
ontvouwen, transparantie en de hechting aan het posterieure stroma. De pCEC-
HALC-constructies bleken het meest te lijken op een DMEK-graft, gebruikt als 
referentiemodel, terwijl de biomechanische eigenschappen van de collageen-
gebaseerde dragers een invloed hadden op hun chirurgische gedrag, vooral in 
termen van elasticiteit en treksterkte. 

Deze resultaten suggereren dat HALC een potentiële drager is voor cornea 
endotheel celtransplantatie, omdat is aangetoond dat op HALC gekweekte 
hCECs hun endotheel morfologie hebben behouden en de typische 
endotheelmarkers ZO-1 en Na+/K+ - ATPase tot uitdrukking brengen.15 HALC 
is een transparant membraan dat de lens beschermt tegen zijn omgeving en de 
lensvorm bepaalt.55,56 Een volwassen HALC bestaat uit  netwerken van 
voornamelijk laminine-57-60 en collageen type IV,57,61,62 terwijl andere 
proteoglycanen, zoals collageen type XVIII, collageen type XV, perlecaan en 
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fibronectine, ook worden aangetroffen.63,64 De voordelen van HALC als 
celdrager berusten op de samenstelling, die lijkt op die van de oorspronkelijke 
DM: de kernmoleculen vormen een 3D-matrix die kracht, flexibiliteit en 
signaleringsfucnties aan het HALC geeft,65 hoewel biomechanische testen 
aantonen dat deze structurele eigenschappen op verschillende plekken en met 
veroudering verschillen.66 Helaas lost gebruik van HALC de afhankelijkheid van 
donorweefsel niet op, omdat er nog steeds één donoroog nodig is voor de 
voorbereiding van elke transplantatie.  
Hoewel de geteste collageen-gebaseerde dragers potentieel een onbeperkte bron 
van matrices voor endotheel celbladtransplantatie kunnen garanderen, moeten 
hun biomechanische eigenschappen nog verder worden aangepast om de 
chirurgische behandeling en hechting aan het ontvangende stroma te verbeteren. 

 

Verificatie van de geschiktheid van dragers voor de expansie en 
transplantatie van menselijke endotheel cellen 

Na de voorlopige resultaten over het testen van verschillende celdragers 
(Hoofdstuk 5), hebben we hCEC op deze dragers gekweekt. De gekweekte 
hCEC werden uitgezaaid op drie verschillende substraten: op de HALC, op 
LK20, een op collageen-gebaseerde drager van 20 µm dikte, en op celvrij 
gemaakt DM (denuded DM, dDM). We besloten om dDM te gebruiken omdat 
het een drager is van natuurlijk materiaal die zeer veel lijkt op de DMEK-graft. 
Bovendien is dDM uitgebreid gekarakteriseerd als een haalbare drager voor 
hCEC, gezien de DM zelf de gewenste transparantie en biomechanische 
ondersteuning biedt voor celvermeerdering.9,18 In Hoofdstuk 6 hebben we laten 
zien dat hCECs die op de geselecteerde dragers zijn gekweekt hun endotheel 
morfologie hebben behouden. HCEC die groeiden op HALC en LK20 toonden 
een uniforme en consistente expressie van de typische endotheelmarkers ZO-1 
en Na+/K+ - ATPase, terwijl het gestructureerde oppervlaktepatroon van de 
dDM de expressie van Na+/K+ - ATPase in de hCEC leek te schaden. In vitro 
operaties toonden aan dat alle celdragerconstructies met behulp van een DMEK 
techniek in de kunstmatige voorste oogkamer konden worden geïnplanteerd. De 
hCEC-HALC en hCEC-dDM leken in hun biomechanische gedrag het meest 
op de DMEK-graft die als referentie gebruikt werd, terwijl de hCEC-LK20-
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constructies een aantal problemen lieten zien bij de adhesie aan het posterieure 
stroma. 

Onze resultaten bevestigen dat er ruimte is voor verbetering van de 
eigenschappen van de collageen-gebaseerde drager LK20, hoewel er duidelijk 
verbetering was bij het gebruik van humane CECs in vergelijking met die van de 
varkens CEC-LK20 in Hoofdstuk 5. Hoewel natuurlijke dragers goed werkten, 
is hun toepassing bij endotheel celtransplantatie nog steeds afhankelijk van 
donorweefsel en kan deze worden beïnvloed door de variabiliteit tussen 
donoren. Dit geldt vooral voor de dDM-dragers afkomstig van oudere donoren 
zoals die in ons onderzoek zijn gebruikt. 

Voor de bereiding van zowel HALC als dDM voor weefselengineering is een 
enzymatische behandeling nodig, d.w.z. een combinatie van trypsine en 
ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA), om cellen te verwijderen.11,15,18 Onze 
resultaten toonden aan dat de enzymatische behandeling goed werkt voor 
HALC, hetgeen resulteert in een celdrager met een relatief glad oppervlak zonder 
cellen. De DM beinvloedt ook de cel-extracellulaire matrix (extracellular matrix, 
ECM) interactie beïnvloedt, die wordt gemedieerd door eiwitten zoals 
fibronectine.67 Verwijdering van de endotheelcellaag van de dDM resulteerde in 
een zeer gestructureerd oppervlak. Dit kan worden verklaard door het feit dat in 
ons onderzoek dDM-dragers zijn verkregen van oude donorcorneas. Door de 
leeftijd van de donoren (>70 jaar) was het dDM-oppervlakte zeer gestructureerd 
en niet glad. Dit patroon, samen met een waarschijnlijk gebrek aan afscheiding 
van de eiwitten die vereist zijn voor hechting van de cellen aan de onderliggende 
membraan, leek de morfologie van de gezaaide hCEC te beïnvloeden, en 
resulteerde in een verminderde kwaliteit van de hCEC, zoals ook blijkt uit de 
diffuse expressie van de Na+/K+ - ATPase marker.  
De dDM zou dus een geschiktere drager kunnen zijn, en ook als controle voor 
andere celdragerconstructies kunnen dienen, als deze afkomstig zou zijn van 
jonge donoren, wat dus zou resulteren in een minder “druk” en gladder 
oppervlak. Deze donoren zijn echter niet beschikbaar bij onze oogbank en bij 
de meeste andere Europese oogbanken. Hoewel het op papier mogelijk zou zijn 
ze aan te schaffen bij bijvoorbeeld Amerikaanse oogbanken, zou het moeilijk 
zijn om de verkregen kennis toe te passen op de ontwikkeling van 
weefselgebonden celdragerconstructies, omdat de beschikbaarheid van 
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dergelijke dragers nog beperkter zou zijn dan voor andere soorten natuurlijke 
dragers.  
Niettemin werd na in vivo experimenten met konijnenogen onlangs een eerste 
klinische proef voor celdrager cornea transplantaties, bestaande uit denuded 
DM, goedgekeurd door de Health Sciences Authority in Singapore (Clinical Trial 
Certificate: CTC1800013) voor de behandeling van FECD en bulleuze 
keratopathie.18 

 

In vivo endotheel celdragertransplantatie in een diermodel 

Voordat de celdragerconstructies klinisch worden geïntroduceerd, zijn studies in 
diermodellen vereist om de optimale omstandigheden voor hechting van de 
celdrager te bepalen en om de endotheelcelfunctie te evalueren. Verder dient 
onderzoek plaats te vinden naar afstotingsreacties. Primaten en konijnen worden 
vaak als diermodel gebruikt,18,20,68-73 maar er zijn ook studies te vinden met andere 
diermodellen zoals ratten en katten.9,12,74,75 Varkens zijn gebruikt voor de 
implantatie van visschub biocorneas76 en vormen een interessant alternatief voor 
de bovengenoemde modellen vanwege de vele overeenkomsten met de biologie 
van het menselijk oog. 

Nadat we eerst de optimalisering van celvermeerdering en het gebruik van een 
celdrager hebben onderzocht, hebben we in vivo studies uitgevoerd in Göttingen 
minipigs. We transplanteerden pCEC-HALC-constructies met behulp van een 
Descemet-stripping endotheel keratoplastiek (DSEK)-achtige techniek 
(Hoofdstuk 7). De eerste intraoperatieve uitdagingen traden op toen het 
ingewikkeld bleek om de voorste kamer van het minipig oog te handhaven, als 
gevolg van druk vanuit het glasvocht. Bovendien bleek het heel moeilijk om 
descemetorhexis uit te voeren, omdat het Descemet membraan niet los liet van 
het stroma; als alternatief moest het endotheel worden afgeschraapt. Dit leidde 
tot de snelle vorming van cornea oedeem, wat in sommige gevallen tot een 
moeilijke positionering van de pCEC-HALC-constructies leidde. Na een maand 
werd de ontwikkeling van een centraal retrocorneaal membraan waargenomen 
in alle minipigs, voornamelijk rond de incisies.  
Deze krachtige reactie op wondgenezing lijkt kenmerkend voor de 
varkenscornea, omdat uit een onderzoek bij hoornvliestranplantatie van varkens 
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naar apen blijkt dat alle apen een retrocorneale membraan ontwikkelden door 
activering van stromale keratocyten in het varkensweefsel.77 Deze gegevens 
leiden tot de conclusie dat het minipig oog niet geschikt is als model voor 
endotheel transplantatie studies.  

Histologisch onderzoek toonde een fibrotische reactie aan met de bijbehorende 
bloedvatvorming veroorzaakt door de descemetorhexis. Interessant genoeg was 
de fibrose milder toen het endotheel werd afgeschraapt; in de ogen zonder 
implantatie van een pCEC-HALC-constructie bevatte het eerder afgeschraapte 
gebied toch endotheel cellen, die in aantal en morfologie vergelijkbaar waren met 
de oorspronkelijke varkenscornea. Dit duidt erop dat pCECs in de minipig in 
staat zijn om in vivo te repliceren, in tegenstelling tot primaten CEC.78  
Als gevolg van de chirurgische problemen en de sterke reactie op wondgenezing 
was de informatie die we over de pCEC-HALC-constructies uit deze 
experimenten verkregen zeer beperkt. We hebben wel kunnen laten zien dat de 
celdragerconstructies voldoende aangekleurd konden worden voor visualisatie, 
in de voorste kamer konden worden geïnjecteerd en tegen het achterste stroma 
aan konden worden geplaatst. 

Er is momenteel een extra in vivo-test met konijnen gaande. Het konijnenmodel 
is goed opgezet voor de studie van vele cornea afwijkingen, waaronder bulleuze 
keratopathie.73 Hoewel er vóór de chirurgische ingreep rekening moet worden 
gehouden met enkele aanvullende maatregelen, zoals een standaard 
phacoemulsificatie om de kristallijne lens te verwijderen om meer ruimte te 
bieden voor chirurgische manoeuvres,18,79 zijn konijnen breed beschikbaar en is 
het verwijderen van de Descemet membraan relatief eenvoudig. Vanwege de in 
vivo-proliferatieve capaciteit van konijnen CECs is het noodzakelijk om het 
konijnen cornea endotheel vóór transplantatie volledig te verwijderen om 
overgroei door konijnen CECs te voorkomen. Dit model lijkt veelbelovend voor 
het testen van weefselendotheel transplantaties, zolang de gekweekte CEC op de 
engineered graft gelabeld zijn (d.w.z. door DiI-etikettering) zodat ze te 
onderscheiden zijn van de eigen konijnenendotheel laag. 
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Toekomstperspectief 

Hoewel hoornvliestransplantatie de gekozen therapie zal blijven voor de 
behandeling van cornea endotheel aandoeningen, heeft het wereldwijde tekort 
aan donorweefsel geleid tot de ontwikkeling van alternatieve technieken om te 
komen tot een efficiënter gebruik of een grotere onafhankelijkheid van 
donorweefsel. 

Voor de cellulaire benaderingen die in dit proefschrift worden beschreven, zijn 
er nog enkele belangrijke punten die moeten worden aangepakt voordat de 
vertaling naar klinische toepassing kan plaatsvinden. Dit betreft oa. verder 
onderzoek naar dragers voor endotheel celtransplantatie. Er zijn meerdere 
dragers die reeds geschikt zijn om hCECs op te kweken en ze in in diermodellen 
in het oog te implanteren, maar de biomechanische eigenschappen kunnen nog 
verder worden verbeterd om de celhechting aan het substraat en de 
pompfuncties van de cellen op de drager te garanderen. Bovendien zijn klinische 
trials noodzakelijk om de veiligheid te evalueren, hergeen gewoonlijk gepaard 
gaat met hoge kosten. 

Andere strategieën dan die hier beschreven zijn worden onderzocht om de 
afhankelijkheid van donorweefsel te verminderen. De ontwikkeling van 
moleculair biologische technieken zoals clustered regularly interspaced short 
palindromic repeat (CRISPR) endonucleases opent nieuwe perspectieven in 
gentherapie, die kan worden toegepast op Fuchs endotheeldystrofie (Fuchs 
endothelial corneal dystrophy, FECD). Uit de literatuur blijkt dat de meeste 
FECD-patiënten meerdere copiëen hebben van een trinucleotide in het TCF4-
gen.80 De eerste in vivo experimenten bij muizen hebben aangetoond dat Cas-
eiwitten, met behulp van CRISPR-Cas-technologie, kunnen worden 
geprogrammeerd om selectief te binden aan deze trinucleotide DNA-volgorden 
in cellen met een FECD-vergelijkbaar genotype, waardoor de betrokken mRNA-
moleculen worden geremd evenals hun pathologische werking.81 

De afgelopen jaren wordt 3D-bioprinting een optie bij cornea vervanging. De 
belangrijkste voordelen van deze techniek zijn de hoge mate van aanpasbaarheid 
van het implantaat, de controle over de vorm en biomechanische eigenschappen 
en de mogelijkheid om één- en meerlaagse cornea equivalenten te gebruiken, 
afhankelijk van de chirurgische behoeften.82 Een combinatie van gentherapie en 
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3D-bioprinten is onlangs beschreven, waarin gdmv. een plasmide extra 
ribonuclease 5 (R5), een eiwit dat al bekend staat om het bevorderen van 
celoverleving,83 in gekweekte hCEC tot expressie werd gebracht.84 R5-
overexpressie was nodig voor de volgende stappen van het bioprinten, waarbij 
de R5-hCEC in een bioinkt op gelatinebasis werden afgedrukt op een 
gelyofiliseerd amnionmembraan van runderen. Dit leidde tot een 3D-geprinte 
constructie van zeven cellagen, met een dikte van 700 µm en een celdichtheid 
van meer dan 3000 cellen/mm2. Dit transplantaat was in staat om in een 
konijnenmodel de helderheid van konijnencorneas te herstellen, terwijl er een 
betere expressie van typische cornea endotheel markers was op de 3D-grafts dan 
op de controles, 4 weken na transplantatie.85 

Ondanks de vooruitgang bevinden deze strategieën zich nog in een 
experimenteel stadium en moeten ze nog aan allerlei eisen gaan voldoen voordat 
ze kunnen worden toegepast bij de behandeling van cornea aandoeningen. 
Gentherapie vereist in vivo testen, eerst op diermodellen en vervolgens bij 
mensen, inclusief strikte veiligheidseisen, terwijl de hoge kosten bij 3D cornea 
bioprinting belemmerend werken. 

 

Conclusies 

De studies die in dit proefschrift worden gepresenteerd tonen aan dat cornea 
endotheel celtransplantatie enorme stappen heeft gezet in de richting van de 
klinische toepassing en een veelbelovend alternatief kan vormen voor 
traditionele cornea transplantatie. Toekomstig onderzoek moet worden gericht 
op een betere definitie van de hCEC-kweekcondities, van de verbetering van de 
opslag van het donorweefsel door de ontwikkeling van kweekkamers die in vivo-
achtige kweekcondities nabootsen tot de ontwikkeling van GMP-compatibele 
alternatieven voor de componenten die momenteel worden gebruikt in de in vitro 
hCEC-cultuur. Verder is het nodig om te komen tot een betere identificatie van 
hCEC die wordt gebruikt voor klinische toepassing door middel van 
fluorescence-activated cell-sorting (FACS) analyse,24 analyse van het cytokine-
niveau86 en van het transcriptoom, om interindividuele verschillen tussen 
donoren beter in kaart te kunnen brengen.87 Parallel hieraan is meer inspanning 
nodig bij het zoeken naar de “ideale” drager voor hCECs, die een stevige steun 
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moet garanderen voor gekweekte hCEC, met biomechanische en 
biocompatibele eigenschappen die vergelijkbaar zijn met de membraan van 
Descemet. De optimalisatie van deze onderzoekslijnen zal het mogelijk maken 
om de cornea endotheel cellentransplantatie naar de kliniek te brengen. Dit kan 
bijdragen aan het overwinnen van het wereldwijde tekort aan donorweefsel en 
aan het implementeren van een patiëntspecifieke behandeling voor miljoenen 
mensen die getroffen zijn door cornea endotheel aandoeningen. 
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