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Chapter 11

SAMENVATTING EN DISCUSSIE

Een intact corneaendotheel is essentieel voor de helderheid van de cornea, aangezien het de voeding en
hydratatie van de cornea reguleert. Het endotheel vormt een semipermeabele barriere met actieve ion-
transportmechanismen. Het menselijk endotheel wordt gezien als een niet-delende cellaag waarin een continu
leeftijdsafhankelijk verlies van endotheelcellen plaatsvindt van 0,5-0,9% per jaar.[1] Dit verlies van cellen kan
versneld worden door ziekte van de cornea, schade door ontstekingsprocessen of door trauma ten gevolge van
operaties in het oog, of penetrerend letsel. De endotheelcellen van de cornea (corneal endothelial cells, CEC)
zullen bij een lage celdichtheidmeer migratie vertonen. Dit komt door een verminderde contacinhibitie.
Wanneer de endotheelceldichtheid (endothelial cell density, ECD) daalt tot 400 — 500 cellen/mm?, is dit lager
dan de minimaal benodigde dichtheid om de pompfunctie van het endotheel te behouden, hetgeen resulteert
in corneadecompensatie. Dit houdt in dat de corneadikte toeneemt, wat slecht zicht geeft, en tenslotte een
pijnlijk oog. In dit soort gevallen wordt het aangedane deel van de cornea middels een operatie vervangen door
een volledige cornea (Perforerende Keratoplastiek — PK) of een lamellair transplantaat van de achterkant van
de cornea (Endotheliale Keratoplastiek — EK). Descemet Membraan Endotheliale Keratoplastiek (DMEK) is de
meest selectieve EK techniek en tegenwoordig de voorkeursbehandeling voor endotheel afwijkingen. Hierbij
wordt het endotheel samen met de Membraan van Descemet vervangen.

Vergelijkbaar met orgaantransplantaties heeft een getransplanteerd hoornvlies een beperkte levensduur die
vaak gerelateerd is aan de celdichtheid. Transplantaten kunnen een acuut (gerelateerd aan chirurgische
techniek of transplantaat preparatie) of chronisch (subklinische immunologische reactie) verlies aan
celdichtheid ondergaan wat kan leiden tot “graft failure” (transplantaatfalen). Daarnaast wordt geschat dat,
door het wereldwijde tekort aan donorcornea’s, maar één op de zeventig slechtziende patiénten die een
transplantaat nodig hebben, er daadwerkelijk één krijgen.[2,3] Als poging om het weefseltekort te verminderen
zijn de Hemi- [4—6] en Quarter-DMEK [7-10] ontwikkeld om het beschikbare weefsel efficiénter te kunnen
gebruiken. Deze technieken, evenals andere nieuwe behandelingsmethoden om het weefseltekort te
verlichten, zijn het meest geschikt voor patiénten die in de periferie van de cornea nog gezonde endotheelcellen
hebben. Om meer patiénten te kunnen helpen wordt onderzoek gedaan naar de regeneratie van het cornea-
endotheel door verandering van transplantaatpreparatietechnieken, toediening van farmacologische
modulatoren en synthetische alternatieven.[11]

Dit proefschrift beschrijft de snelle progressie in het onderzoek naar cornearegeneratie en bevat tevens een
een diepgaande analyse van wondgenezing en biologische modulatoren. Ook zijn in vitro experimenten
uitgevoerd om de migratiecapaciteit van het endotheel voér en na EK te evalueren. De verkregen uitkomsten
resulteren in meer inzicht betreffende endotheelcelmigratie en in meer kennis betreffende het voortdurende
onderzoek naar mogelijke vervangers van endotheel transplantaten.

Vroege postoperatieve afname van ECD na DMEK en levensvatbaarheid van de DMEK-
transplantaat vd6r transplantatie

DMEK is de gouden standaard geworden om endotheeldysfunctie te behandelen vanwege het snelle visuele
herstel, het anatomisch vrijwel normale herstel van de cornea en een laag afstotingsrisico .[12] Aanvankelijk
was er enige terughoudendheid voor gebruik van de DMEK-techniek in verband met zorgen over de technische
aspecten van zowel transplantaatpreparatie als operatie.[13] Preparatie van deze dunne (10-15 um) grafts kan
uitdagend zijn en zou daarnaast kunnen leiden tot volledig verlies van weefsel of een hoge postoperatieve
afname van de ECD en een korte transplantaat levensduur, wat mede veroorzaakt kan worden door de intra-
operatieve transplantaathantering.[14] Aangezien de ECD samenhangt met de levensduur van de EK, wordt de
afname van de ECD beschouwd als een van de belangrijkste maten van uitkomst in het onderzoek naar de
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doeltreffendheid en veiligheid van de DMEK, evenals voor het voorspellen van de levensvatbaarheid van het
transplantaat op lange termijn.[14—-16] Voor alle EK’s wordt de postoperatieve afname van de ECD gewoonlijk
gerapporteerd bij een 6-maandse follow-up, waarbij een gemiddelde daling beschreven wordt van ongeveer 30
tot 40% ten opzichte van de preoperatieve waarden. Deze daling wordt gevolgd door een jaarlijkse daling van 7
tot 9%.[17,18] Het is echter onduidelijk wannéér de afname van de ECD, die bij de 6-maanden follow-up wordt
gemeten, daadwerkelijk heeft plaatsgevonden en of dit een geleidelijke afname of plotselinge daling
weerspiegelt. De resultaten van een kleiner onderzoek in ons instituut tonen een afname van meer dan 30%
van de ECD binnen de eerste maand na DMEK.[19] Deze bevinding werd eerder bevestigd in de vervolgstudie
(Hoofdstuk 1) met een serie van 24 DMEK-ogen die werden behandeld voor Fuch’s endotheelceldystrofie
(FECD). In deze studie konden we al op 1 dag en 1 week na de operatie speculaire (spiegelende) microscopische
beelden verkrijgen door de snelle helderheid van de cornea na een DMEK-ingreep, waardoor we konden
aantonen dat de ECD-daling van 30% al binnen de eerste postoperatieve week plaatsvindt. Ongeveer 2/3 van
de totale daling kon al na de eerste postoperatieve dag worden waargenomen.[20] Een dermate snelle daling
kan niet worden verklaard door migratie en/of herverdeling van het endotheel, waarvoor meer tijd nodig is.[21]
Het is daarnaast ook onwaarschijnlijk dat een daling in zo’'n korte periode werd veroorzaakt door een
immuunrespons, zeker omdat transplantaatafstoting over het algemeen wordt beschouwd als een vertraagde
reactie.[22] Andere mogelijke oorzaken voor vroegtijdige postoperatieve ECD-afname na DMEK kunnen intra-
operatieve handelingen zijn of een preoperatieve overschatting van het aantal levensvatbare cellen op de
transplantaat. Aangezien voor de meeste operaties in dit onderzoek geen intra-operatieve complicaties werden
gerapporteerd kan het grotere deel van de ECD-afname voornamelijk worden verklaard door overschatting van
de levensvatbare ECD in de hoornvliesbank. Dit leidde ons ertoe om de levensvatbaarheid na
transplantaatpreparatie nader te onderzoeken.

Het onderzoek naar de levensvatbaarheid en kwaliteit van de door de hoornvliesbank geprepareerde grafts is
het onderwerp geworden van talrijke studies. Afname van de ECD werd gerapporteerd na verschillende
preparatiemethoden of chirurgische manipulaties.[23—-29] De huidige manier van werken in de hoornvliesbank
is om de ECD te bepalen op basis van structurele integriteit van de cellen (beoordeeld door
trypaanblauwkleuring), hoewel dit niet precies de levensvatbare endotheelcelpool weergeeft die wordt
getransplanteerd. Onze vervolgstudie (Hoofdstuk 2) over de levensvatbaarheid van het DMEK-transplantaat,
waarin gebruik is gemaakt van DMEK-transplantaten met chirurgisch goede kwaliteit die niet voor een patiént
gebruikt konden worden (als gevolg van de coronapandemie), heeft de noodzaak aangetoond om een meer
nauwkeurige analyse uit voeren na weefselpreparatie.[30] Idealiter worden transplantaten niet enkel
geévalueerd op basis van levend en dood, maar wordt er onderscheid gemaakt tussen de verschillende vormen
van celdood (apoptose, necrose, autofagie), aangezien anders bijvoorbeeld apoptotische cellen nog als “levend”
kunnen worden beschouwd. Om beter onderscheid te kunnen maken moeten meerdere biochemische en
functionele tests worden uitgevoerd. Dit is eerder gedaan met Calceine-acetoxymethylester (Calceine-AM) voor
onderzoek naar enzymatische activiteit, integriteit van het celmembraan en het tracken van cellen op lange
termijn, vanwege de lage cellulaire toxiciteit.[31,32] In onze studie werd de levensvatbaarheid van vijf
transplantaten die gepland stonden voor transplantatie beoordeeld door middel van de Calceine-AM kleuring
op de oorspronkelijk geplande operatiedag. Hieruit bleek dat het percentage van het centrale oppervilak dat
door levensvatbare cellen werd bedekt varieerde van 57 tot 97%. Vanwege deze grote spreiding zijn we
doorgegaan met de analyse van elf gepaarde donorcornea’s, welke direct na preparatie of na 3 tot 7 dagen
opslag in kweekmedium werden geévalueerd. De resultaten toonden aan dat de levensvatbaarheid van de
meeste DMEK-transplantaten niet beinvlioed leek te zijn door preparatie en opslag, terwijl bij sommige
transplantaten enkele uren na preparatie endotheelschade kon worden waargenomen welke niet door
trypaanblauw werd gedetecteerd. Deze kleurstof kan namelijk geen apoptotische of necrotische cellen
detecteren en enkel dode cellen.[33] Toen de ECD na preparatie werd geévalueerd door middel van
trypaanblauw (oogbankprocedure), werd een gemiddeld verschil in ECD geobserveerd van 10 (+21)%
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vergeleken met evaluatie van de ECD van dezelfde transplantaten door middel van Calceine-AM. Deze grote
variabiliteit in de afname van de ECD, geobserveerd door Calceine-AM na transplantaat preparatie, ondersteunt
onze klinische waarneming dat deze afname in de vroege postoperatieve fase na DMEK voornamelijk kan
worden verklaard door een overschatting van de levensvatbare endotheelcelpopulatie van de transplantaat.

Als alternatief voor Calceine-AM kan ook een annexine V-FITC assay worden uitgevoerd, waarmee vroege
apoptose kan worden gedetecteerd door te kijken naar negatief geladen fosfatidylserine dat tijdens apoptose
van het binnenste membraanblad van levensvatbare cellen naar het buitenste membraanopperviak wordt
gebracht.[34] Door assays die routinematig worden gebruikt om apoptose te karakteriseren te combineren met
membraan-permeabele kleurstoffen zoals trypaanblauw, zouden in hetzelfde monster zowel de
apoptotische/necrotische als de levensvatbare cellen kunnen worden gedetecteerd en gekwantificeerd. Deze
tests zijn echter nog niet goedgekeurd voor gebruik op transplanteerbaar weefsel. Hierdoor is er nog steeds een
grote behoefte aan de ontwikkeling en validatie van detectiemethoden voor levensvatbaarheid van cellen en
cytotoxiteit, die de functionele status van het endotheel na preparatie van het transplataat analyseren en een
nauwkeurige levensvatbare celtelling opleveren. Ondertussen zou een aanvullende DMEK-kwaliteitscheck door
middel van lichtmicroscopie binnen drie uren na preparatie of vlak voor de operatie kunnen helpen om
transplantaten met matige endotheelkwaliteit te kunnen opsporen en zo postoperatieve DMEK-complicaties en
de kans op een lage postoperatieve ECD te verminderen.

Het in vivo en in vitro waarnemen van de morfologische veranderingen en regeneratieve
capaciteit van het endotheel

Intracellulaire signaalroutes in wondgenezing

Naast het verbeteren van de kwaliteit van het beschikbare corneadonorweefsel richt het huidige onderzoek zich
ook op niet-chirurgische behandelingen voor het herstel van het endotheel door eerst de concepten en
beperkingen van klinische procedures te begrijpen. In dit verband zou het uitgebreide overzicht (Hoofdstuk 3)
over signaalroutes die betrokken zijn bij zowel proliferatie als migratie van de CEC kunnen leiden tot nieuwe
ideeén over de behandeling van corneale endotheeldysfunctie.[35]

Het ontwikkelen van nieuwe strategieén om de regeneratieve capaciteit van de CEC te herstellen is uitdagend,
aangezien de CEC in vivo zijn blijven steken in de GO/G1-fase van de celcyclus. Het wordt daarnaast verder
belemmerd door de endotheel-naar-mesenchymale celtransitie (endothelial-to-mesenchymal transition, EMT).
Uit literatuur en gen- en genoomanalyse blijkt dat een complex samenspel van signaalroutes de celcyclus en
migratie regelt, waaronder de B-catenine en transforming growth factor B (TGF-B) route, de PI3K/Akt routeen
de Rho-ROCK route.[36-43] Vooral de Rho-ROCK route reguleert een breed spectrum aan fundamentele
cellulaire gebeurtenissen en is betrokken bij diverse pathologische aandoeningen. De remming ervan kan
diverse signaalcascades op gang brengen en meerdere biologische effecten veroorzaken, zoals verhoogde
proliferatie, verhoogde motiliteit of herschikking van het cytoskelet.

In het wondgenezingsproces kunnen endotheelcellen een EMT ondergaan en transformeren tot fibrogene
myofibroblasten. Dit wordt grotendeels gemoduleerd door TGF-B [44,45] wat niet enkel Smad-signalen
maar ook andere cytokines en groeifactoren activeert, zoals mitogen-activated protein kinase (MAPK)
P38MAPK.[46—48] Omdat migratie een belangrijke component is van wondgenezing in het endotheel, mogen
strategieén om het optreden van EMT van het endotheel te remmen niet gepaard gaan met aantasting van
celmigratie.

Tijdens het wondgenezingsproces van het endotheel vullen de cellen een gat vooral op door middel van migratie
en verhoogde celverspreiding[49], terwijl de celdeling erg laag blijft [34] en de cellen zich met name a-mitotisch
delen waarbij tijdelijke binucleaire cellen ontstaan.[50] Succesvolle klinische opties voor het vervangen van ziek
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endotheel zijn oa. het versnellen van de genezing van het endotheel en het onderdrukken van de EMT door
lokale toediening van ROCK-inhibitor oogdruppels. Er zijn duidelijke aanwijzingen dat lokale ROCK-inhibitoren,
toegediend na verwijdering van niet-confluente guttae (Descemet Stripping Only, DSO)[51,52] of na
transplantatie van een gedevitaliseerd DM [53] voor de behandeling van FECD, de helderheid van de cornea
bevorderen en de ECD verbeterden, terwijl de cellen over het geheel genomen ook een betere architectuur
vertoonden. ROCK-inhibitoren speelden ook een belangrijke rol in de klinische trial voor het injecteren van
gekweekte humane CEC in de voorste oogkamer.[54,55]

CEC migreren door tijdelijk een fibroblastmorfologie aan te nemen, waarbij actine wordt gereorganiseerd tot
“stressvezels”, hetgeen consistent is met EMT. EMT kan leiden tot fibrotische complicaties, zoals de vorming
van een retro-corneaal fibreus membraan.[56] EMT en fibrotische veranderingen in het endotheel worden
geinduceerd door onder andere interleukine-1 beta (IL-1B), dat kan vrijkomen als reactie op veel “pathogen
associated molecular patterns” (PAMPs) en TGF-B. Hoewel TGF-B genezing kan stimuleren, bevordert het ook
fibrogene veranderingen waaronder afzetting van een afwijkende extracellulaire matrix (ECM).[57] Om deze
respons tegen te gaan, bleek remming van TGF-B signalering door virale overexpressie van SMAD7[58] (een
natuurlijke TGF-B signaleringsremmer) de remmende werking van TGF-B op celproliferatie te onderdrukken.[59]
SMAD7-therapie wordt momenteel nuttig geacht voor preventie en behandeling van fibrogene aandoeningen
in het endotheel.

Klinische scenario’s waarbij corneale endotheelcelmigratie vereist is

Klinische studies naar wondgenezing zijn vaak beperkt tot observaties in gevallen van chemische verbranding
van het 0og,[60,61] of na vervanging van het abnormale cornea-endotheel door gezond donorweefsel.[62,63]
In deze gevallen is herstel beschreven door enerzijds proliferatie van endotheelstamcellen uit specifieke
gebieden van het oog (de met stamcellen verrijkte niche naast het perifere endotheel, de zogenaamde “inner
transition zone”)[64] en anderzijds gecombineerde migratie van zowel donor- als overblijvende ontvanger-
endotheelcellen. Het wondgenezingsproces van het endotheel geeft echter aanleiding tot veel onbeantwoorde
vragen. Onderzoek naar de migratie van endotheelcellen na Quarter-DMEK operatie (een aangepaste DMEK-
techniek waarbij een volwaardig DMEK-transplantaat in vieren wordt verdeeld om vier ogen te
behandelen),[8-10] kon de aanwezigheid van endotheelstamcellen in het gebied nabij de limbus niet
bevestigen. Alle geopereerde ogen werden centraal helder, terwijl het perifere kale stroma aanhoudend
oedeem vertoonde.[8] Het gebrek aan celmigratie vanuit dat specifieke gebied werd toegeschreven aan de
rangschikking van collagene fibrillaire banden in de periferie van het transplantaat die als een barriére voor
celmigratie werken[6], maar kan ook worden veroorzaakt door de verwijdering van (stam)cellen tijdens het
prepareren van het Quarter-DMEK-transplantaat. Bij een DMEK-transplantaat met een diameter van 8-8.5 mm
dat is geprepareerd met de no-touch peeling techniek, is de kans klein dat er endotheelschade optreedt, omdat
er tijdens de preparatie buiten het aangeraakte gebied wordt getrepaneerd.[66,67] Bij de preparatie van
Quarter-DMEK transplantaten moet het trabeculaire meshwork echter handmatig worden verwijderd[9] en
deze technische stap kan de kwaliteit van het endotheel in de periferie aantasten.

De klinische resultaten van de Quarter-DMEK ogen lieten een ander ophelderingspatroon van de cornea zien,
waarbij opheldering vooral optrad naast de gesneden randen, maar niet langs de “limbale” ronde rand van de
Quarter-DMEK transplantaten en in de aangrenzende, kale stromale gebieden.[8,10] Deze observatie werd
voornamelijk toegeschreven aan asymmetrische endotheelcelmigratie in verschillende anatomische gebieden
van de cornea. Om heterogeen celmigratiegedrag, waarbij migratie vrijwel volledig afwezig is in de verre
periferie van het endotheel, beter te kunnen begrijpen, zijn in vitro experimenten uitgevoerd om te bepalen
hoe een Quarter-DMEK transplantaat het beste op het posterieure stroma van de ontvanger kan worden
geplaatst om een homogener ophelderingspatroon te creéren in de cornea (Hoofdstuk 4). De belangrijkste
experimentele uitdaging was om het weefsel, inherent geneigd om op te krullen, plat te houden in een vaste
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positie op een oppervlak in vloeistof. Terwijl de Quarter-DMEK transplantaten ingeklemd werden tussen twee
glazen dekglaasjes die ruimtelijk werden gescheiden door hechtdraad, werd deze constructie overgebracht naar
een kweekplaat en werd de celmigratie gedurende zes dagen vastgelegd.[68] Hoewel de experimentele opzet
nogal beperkend was voor de verspreiding van voedingsstoffen, was duidelijk dat endotheelcellen wel vanaf de
radiale snijranden migreerden, maar niet vanaf de limbale ronde rand van de Quarter-DMEK transplantaten.
Deze bevinding werd voornamelijk toegeschreven aan de Descemet membraan structuur, die de cellen
organiseert in kleine radiale rijen, geinduceerd door de groefachtige verdeling van de onderliggende
collageenvezels.[65] Ook werd gesuggereerd dat endotheelcellen gedurende hun hele leven een continue,
langzame, middelpuntzoekende migratie ondergaan vanuit diepere niches naar het centrum en hun
stamcelfenotype verliezen in reactie op contact met het voorste oogkamervocht, met daarin de aanwezigheid
van TGF-B, en door contactinhibitie zodra zij een monolaag vormen.[65] Om deze reden migreren perifere
endotheelcellen waarschijnlijk niet naar buiten vanuit het transplantaat, maar kunnen ze nog wel een
restproliferatievermogen bezitten.[69,70]

Driedimensionaal in vitro celkweek model: het concept en haar toepassingen
Concept omschrijving

Na de succesvolle poging om een klinische observatie te reproduceren met een in vitro systeem en met
donorweefsel dat niet geschikt was voor transplantatie, werd besloten de kweektechniek te verbeteren om zo
meer inzicht te verkrijgen in het beweeggedrag van het endotheel. Om reproduceerbare resultaten te verkrijgen
en de technische belasting van de experimenten te verminderen, was echter verdere optimalisatie van het
explantatiekweeksysteem nodig. Om deze reden werd een 3D kweektechniek ontwikkeld voor uitgenomen
weefsel door gebruik te maken van een temperatuur-omkeerbaar hydrogelsysteem dat biocompatibel, niet
toxisch, 100% synthetisch, pathogeenvrij en zeer transparant was zodat celobservatie mogelijk werd (Hoofdstuk
5). De temperatuur-afhankelijke viscositeit is een belangrijke eigenschap waardoor de gel kan opzwellen, zacht
en flexibel wordt bij verwarming en vloeibaar wordt bij afkoeling. Deze eigenschap is erg nuttig om methoden
te ontwikkelen om gekweekte cellen te oogsten voor specifiek geplande procedures[71,72] of om technieken
te ontwikkelen om zonder enzymatische behandeling levensvatbare cellen te bewaren in de gel.[73] In deze
studie hebben we het toepassingsgebied van de gel uitgebreid. Behalve dat de gel een effectieve kweekmatrix
is die mechanische steun biedt en tegelijkertijd celadhesie stuurt, gaf hij massa aan de gekweekte cellen zonder
de structuur en functionaliteit hiervan te verslechteren. In onze eerste in vitro cel migratiestudie met Quarter-
DMEK transplantaten die werden ingeklemd tussen twee glasplaatjes, kon migratie ongeveer 7 dagen worden
bestudeerd voordat de cellen stierven door onvoldoende toevoer van voedingsstoffen (Hoofdstuk 4).[75] Ook
maakte de temperatuuromkeerbaarheid van de gel het mogelijk om vloeibaar gemaakte gel te verwijderen en
biomoleculaire markers in het weefsel en de gemigreerde cellaag te detecteren, wat niet mogelijk was met de
eerdere experimentele opzet.

Inductie van CEC mitosen in het perifere cornea-endotheel via gecontroleerde verstoring van contactinhibitie

Aangezien de nieuwe 3D kweekmethode de levensvatbaarheid en migratiecapaciteit van cellen uit
donorweefsel verbeterde, zijn we verdergegaan met het testen van het effect van verschillende soorten perifere
Quarter-DMEK transplantaten op endotheelcelmigratie (Hoofdstuk 6). Het doel van dit onderzoek was om de
Quarter-DMEK graftpreparatietechniek verder te optimaliseren om op deze wijze bij patiénten de opheldering
van de cornea aan de ronde zijde van de transplantaat te versnellen. Quarter-DMEK transplantaten met een
intact en levensvatbaar endotheel werden ingebed in een gekoelde biocompatibele, temperatuur-omkeerbare
polymeermatrix en vervolgens twee weken gekweekt in een bevochtigde atmosfeer.[76] De perifere rand van
de Quarter-DMEK transplantaten werden ofwel radiaal ingesneden in de uiterste periferie, of delen ervan
werden verwijderd met een trepaan. Na twee weken op kweek werd een immunohistochemische analyse
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uitgevoerd op het weefsel uit de matrix. Deze toonde de aanwezigheid van dicht opeengepakte en
levensvatbare cellen met een hoog migratievermogen aan de vookant van de monolayers die werden gevormd
uit de radiaal ingesneden randen van de transplantaat.

Naast het krijgen van meer inzicht in de moleculaire signaalroutes die betrokken zijn bij endotheelcelmigratie
(Hoofdstuk 3), richt het huidige onderzoek zich ook op de structuur-functierelatie van de adhesiestructuur van
de endothele monolaag, die de cel in staat stelt om grip te hebben op zijn omgeving.[77,78] Verspreiding van
cellen is een proces dat grotendeels bepaald wordt door twee onderling afhankelijke en interactieve systemen:
het op integrine-gebaseerde systeem voor substraatadhesie en het actine cytoskelet, gekarakteriseerd door
verschillende rangschikkingen van actinefilamenten.[79-81] Integrines en actine zijn gekoppeld door een
fysieke koppeling die voorziet in grip om migratie mogelijk te maken. In collectieve celmigratie voeren cellen
gespecialiseerde functies uit, afhankelijk van hun positie binnen de groep. ‘Front-rear’ polarisatie is een
voorbeeld waarbij een subgroep van leidende cellen aan de voorkant een grotere groep volgcellen gidst.[82]
Specifiek deze leidende cellen vertonen een mesenchymaal migratie-fenotype en functioneren door het
afbreken en remodelleren van de ECM om zo kanalen te creéren voor de gehele celgroep om samen vooruit te
gaan.[83,84] Volgcellen daarentegen behouden endotheeleigenschappen zoals apicale-basolaterale polariteit
en tight junctions en ze brengen relatief weinig gidsreceptoren tot expressie. Deze cellen worden niet
meegesleurd of geduwd door hun buurcellen, maar zij reageren actief op signalen van de leidende cellen.

Endotheelcelmigratie vanuit de limbale rand van de transplantaat werd echter niet uitgelokt door een grotere
blootstelling van de cellen aan vrije ruimte door chirurgische aanpassingen in de periferie. Het gebrek aan
migratie vanuit dit gebied was ook niet te wijten aan de afwezigheid van levensvatbare cellen, aangezien
immunolokalisatie cellen liet zien die structurele (zonula occludens-1 eiwit ZO-1 en vimentine) en functionele
markers (natrium/kalium ATPase (Na*/K* —ATPase)) tot expressie brachten. In eerste instantie zou de gegroefde
collageen microstructuur in het perifere gebied van de cornea gediend kunnen hebben als barriére, waardoor
migratie werd tegengehouden. Tegelijkertijd zouden andere stimulus-specifieke genexpressiereacties nodig
kunnen zijn om deze cellen aan te zetten tot migratie. Het is mogelijk dat belangrijke factoren die
verantwoordelijk zijn voor de regulatie van celmigratie zoals cel-matrix adhesiemoleculen (zoals integrines,
selectines en cadherines), de Rho-familie van kleine GTPase’s en proteases (matrix-metallo proteases, MMPs),
minder tot expressie komen in de perifere cellen. Wanneer functionele integrines ECM-liganden (fibronectine,
laminine) herkennen om focale adhesie te vormen,[85] worden signaaleiwitten gerekruteerd naar die focale
adhesie om hun opbouw en afbraak te regelen.[86] De Rho-familie van kleine GTPase’s[87] is beschreven als
belangrijke regulator van de dynamiek van focale adhesie, door het dicteren van contactassociatie, cel
maturatie en omslag. Het loslatingsproces kan plaatsvinden door ECM-degradatie door MMP’s[88,89] of door
cellulaire contractiele machines (Rho en myosine Il), die ervoor zorgen dat de cellen van onderen
loslaten.[90,91] Alles bij elkaar genomen zijn bij celmigratie vele processen betrokken met meerdere
kruisverbanden tussen leden van verschillende families, die de celbeweging beinvloeden via wederzijds
antagonistische pathways.[92]

Het bestuderen van het herstelvermogen van het perifere endotheel

Het feit dat endotheelcellen vanuit de verre periferie niet kunnen migreren, ondanks wijzigingen in het limbale
gebied, beperkt nog steeds de klinische applicatie van de Quarter-DMEK. Inzicht in de aard van deze perifere
endotheelcellen, hoe zij verschillen van centrale endotheelcellen en hoe zij soms wel tot migratie kunnen
worden aangezet, zou de pool van donorweefsel die beschikbaar is voor patiénten die onmiddellijk een
transplantaat nodig hebben sterk vergroten.

Na het onderzoeken van de gecontroleerde, mechanische verstoring van het perifere endotheel als mogelijke
stimulans voor collectieve celmigratie, hebben we een in vitro onderzoek uitgevoerd om het potentieel van een
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ROCK-inhibitor te evalueren en om perifere endotheelcelmigratie te stimuleren. Eerst is de vorm van het
donorweefsel aangepast van een pizzapunt, zoals de Quarter-DMEK, naar een open ring (6.5 mm uitgeponst
endotheel met het TM er nog aan vast), om een beter model te creéren voor het in vitro nabootsen van het in
vivo effect van ROCK-inhibitor op de migratie. De pizzapunt Quarter-DMEK transplantaat werd geplaatst in een
cirkelvormig descemetorhexis gebied of na DSO behandeling (Hoofdstuk 7). De gebogen buitenste randen van
de transplantaat werden plat op een substraat geplaatst, een centrale voorwaarde voor het observeren van cel
motiliteit, en werden langer dan een maand gekweekt in een 3D temperatuur-omkeerbare hydrogelmatrix. Dit
maakte het mogelijk om te beoordelen of continue ROCK-inhibitie op lange termijn veranderingen oplevert in
de migratiekenmerken van de endotheelcellen van de cornea. De resultaten, beschreven in Hoofdstuk 7, laten
zien dat alle gekweekte randen levensvatbaar bleven en ofwel afzonderlijke regio’s, ofwel collectieve gebieden
van celmigratie vertoonden, onafhankelijk van de aan- of afwezigheid van de ROCK-inhibitor. De ROCK-inhibitor
bleek daarentegen wel de morfologische stabiliteit van de gemigreerde cellen te verbeteren. Interessant genoeg
werd ook op een later moment celmigratie vanuit een gebied dicht bij de limbus geobserveerd. Deze “late”
cellen groeiden snel uit tot een contact- geinhibeerde monolaag met de typische hexagonale celmorfologie
(nadat ze eerst een fibroblastachtige morfologie aangenomen hadden) en leken minder gedifferentieerd in
vergelijking met andere migratiegebieden. Deze laat-ontstane populatie van cellen vertoonde niet alleen een
hoge proliferatiecapaciteit, maar kwam ook voort uit rim-transplantaten die waren gekweekt zonder
ontregeling van de Rho-ROCK signaalroute. Hoewel het de celgroei vanuit de buitenrand van de transplantaat
niet veranderde, bleek de aanwezigheid van ROCK-inhibitor gunstig voor het behoud van de celvorm en de cel-
cel adhesiecontacten tijdens de collectieve migratie. Het vermogen van de ROCK-inhibitor om endotheliale
wondgenezing van de cornea te bevorderen door het verbeteren van de endotheliale remodelering, adhesie en
celmigratie was al eerder beschreven.[92]

Het brede scala aan celmigratiefenotypes in dit onderzoek verschilde van eerdere migratieonderzoeken met
Quarter-DMEK transplantaten (Hoofdstuk 6).[76] De belangrijkste verschillen in experimentele aanpak waren
de aanwezigheid van het TM dat aan het endotheel bleef kleven en de celmotiliteitonderzoeksperiode die
aanzienlijk langer was dan twee weken. Het is dus mogelijk dat een bepaald celtype dat gelokaliseerd is in de
insertiezone van het TM, langdurig gekweekt moest worden voordat het de kenmerken van niet-
gedifferentieerde cellen vertoonde. Bij het evalueren van de levensvatbaarheid van de cellen viel het op dat de
intensiteit van het Caleine-AM varieerde over het gehele monster, waarbij de laagste signaalintensiteit
overeenkwam met de celpopulatie afkomstig uit de verre periferie van het endotheel. We vermoeden dat deze
laat ontstane, doch snel groeiende celpopulatie een lage intracellulaire esterase-activiteit heeft, die geen
beschadigde membranen signaleert maar eerder een lage expressie van esterase-specifieke genen, die dient als
een betrouwbare indicator van niet-gedifferentieerde cellen.[93] Vergelijkbaar met onze gekweekte
uitgenomen donorweefsels, toonde ook Zhang et al.[94] cellen aan die prolifereerden uit perifere gebieden van
het hoornvlies met vergelijkbare morfologische kenmerken tijdens celgroei, timing en uiteindelijke
celmorfologie. Bovendien werd met behulp van kwantitatieve polymerase chain reaction (qPCR) vastgesteld dat
de gekweekte cellen in hun onderzoek aanvankelijk verhoogde niveaus van stamcelgenen en minimale niveaus
van pluripotentie tot expressie brachten, en dat deze genexpressieniveaus in kweek omkeerden. De conclusie
was dat cellen in het gebied van Schwalbe’s ring, een overgangsgebied tussen het perifere endotheel van het
hoornvlies en het voorste niet-gefilterde deel van het TM (gezamenlijk de “transitiezone”, TZ, genoemd),
kernmerken vertoonden van volwassen stamcellen.

Over het algemeen lijken deze cellen een aparte celpopulatie te vormen met duidelijke ultrastructurele
kenmerken en met een welvelvormig patroon in de periferie van het achterste hoornvlies.[95] Hoewel werd
voorgesteld dat de cellen een neuroregulerende functie hebben in het anterieure segment[96] bleken ze ook
verantwoordelijk te zijn voor de vorming van een afwijkend endotheelmembraan dat het anterieure uveale
netwerk bedekt bij sommige patiénten die voor glaucoom werden behandeld met argonlaser trabeculoplastiek
(ALT).[97,98] Bovendien suggereert de hogere ECD in de perifere gebieden van de cornea, vergeleken met die

184



Nederlandse samenvatting (Dutch Summary)

van de centrale gebieden (gemiddeld 17-23%), ook dat stamcelachtige cellen aanwezig kunnen zijn in het
perifere overgangsgebied om gedifferentieerde CEC te leveren. Daarnaast is eerder beschreven dat onder
bepaalde omstandigheden mitose optreedt in het endotheel van de volwassen cornea van de mens[100,101]
en dat het percentage cellen dat kan delen, perifeer hoger is dan centraal, onafhankelijk van donorleeftijd.[102]
Deze bevindingen suggereren dat de perifere CEC regeneratieve capaciteit bezitten en mogelijk nieuwe cellen
voor het endotheel kunnen leveren. Alhoewel moleculaire merkerstudies voor de stamcelniche in de
overgangszone hiervoor ondersteunende gegevens opleveren[103,104], is tot nu toe nog niet definitief
vastgesteld dat de TZ endotheliale stamcellen herbergt.[105] Pogingen om ongedifferentieerde stamcellen te
isoleren en te vermeerderen met behulp van een bol kweekoppervlak bleken efficiénter wanneer perifeer
endotheel gebruikt werd vergeleken met centraal endotheel.[107-110] Er moet nog worden vastgesteld of de
cellen van Schwalbe, TZ-cellen en stamcellen/voorlopers hetzelfde celtype zijn, in hoeverre zij hun
regeneratieve potentieel behouden en hoe de celproliferatie in vivo zou kunnen worden ontsloten om het
endotheel opnieuw te bevolken bij ouderdom en bij ziekte.

Het verbeteren van de chirurgische techniek door integratie van in vitro celkweek observaties

Terwijl wij probeerden EC-migratie vanuit het perifere hoornvlies te begrijpen en tegelijkertijd bevorderen,
zette de lage postoperatieve ECD na Quarter-DMEK ons aan om ons te richten op verdere verbetering van de
techniek. We vermoedden dat de aanzienlijke ECD-afname na Quarter-DMEK][8,10] werd veroorzaakt door de
vorm-mismatch tussen de ronde descemetorhexis en het driehoekige transplantaat. In een poging de ECD-
afname te verminderen werd een nieuwe chirurgische optie getest waarbij DMEK-transplantaten met een kleine
diameter werden geprepareerd, om te passen bij een kleine descemetorhexis. Deze werd in vitro gevalideerd
onder meerdere experimentele omstandigheden (Hoofdstuk 8). De voornaamste bevindingen van dit
onderzoek waren: (1) drie cirkelvormige mini-DMEK’s met een diameter van 4 mm kunnen succesvol worden
geprepareerd uit één donorcornea, (2) de chirurgische procedure kon in vitro worden gevalideerd en (3)
transplantaten met een kleine diameter, ingebed in temperatuur-omkeerbare hydrogelmatrix, vertoonden
uniforme celmigratie rond de volledige, cirkelvormige transplantaat rand met cellen die een typische
hexagonale, dichtopeengepakte morfologie vormden.[111] Vergelijkbaar met de Quarter-DMEK biedt de
transplantatie van een klein transplantaat het theoretische voordeel van verminderde donor-antigeenbelasting
en kan gebruik gemaakt worden van donorcornea’s met meerdere littekens na een staaroperatie. Aanvankelijk
werden transplantaten met een diameter van 4 mm (mini-DMEK) beschreven als behandeling van acute
corneahydrops bij keratoconus (dat wil zeggen, breuk en loslating van een stijf DM als gevolg van toenemende
dikte van het corneale stroma).[112,113] Niet alleen waren de vorm en grootte van de DMEK-transplantaten
die werden gebruikt om de scheur in het DM te sluiten niet gestandaardiseerd (een 5 mm, ronde DMEK-
transplantaat of een met een mes gesneden transplantaat van 3 mm breed en met een lengte die was aangepast
aan de lengte van de scheur in het DM van de patiént), ook de oriéntatie van het transplantaat was niet
belangrijk voor de operatie, vermoedelijk omdat het gezonde endotheel van de patiént het DM makkelijk zou
herbevolken, zelfs als de transplantaat per ongeluk was omgekeerd.[113]

In een meer recente studie gebruikten Handel et al.[114] mini-DMEK transplantaten om chronische focale
corneale endotheeldecompensatie te behandelen, die veroorzaakt was door scheuren in het DM na
intraoculaire operaties of cornea-oedeem in het gebied van Haab-striae bij buphthalmos. Het hoornvlies was
gezond en er was geen ziekte aanwezig, behalve het DM-defect. De mini-DMEK transplantaten werden van het
resterende DM getrimd tot een lengte en breedte gelijk aan de scheur in het DM van de patiént, terwijl het
centrale DM werd gebruikt voor patiénten met FECD. Hoewel de cornea’s in alle gevallen dun werden, bleef de
rol van endotheelcellen in kleine DM-defecten onduidelijk.

DMEK transplantaten met een kleine diameter hebben hiernaast het voordeel dat met één donorcornea drie
patiénten voorzien kunnen worden van weefsel en men zo een milde FECD met guttae kan behandelen, indien
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deze zich beperken tot het centrale gebied van 4 mm. Om de “no-touch” behandeling in stand te houden bij
transplantaten van klein formaat zijn tot dusver twee alternatieve methoden klinisch getest, namelijk DSO en
transplantatie van het acellulaire DM (in andere woorden, DM transplantatie, DMT).[115-120] DSO
vertegenwoordigt een donor-onafhankelijke werkwijze bij centrale FECD, een aanpak die uitgebreid is
beschreven in Hoofdstuk 4, terwijl DMT een strategie vertegenwoordigt voor het gebruik van niet-klinisch DMEK
weefsel. Beide technieken kunnen mogelijk FECD te behandelen, zonder de noodzaak van allogene
transplantatie en angst voor afstoting, maar DMT biedt toch een geschikter substraat dat de migratie van het
endotheel van de patiént ondersteunt met verminderd risico op EMT.[53] Bovendien wordt het stroma
afgesloten met behulp van TGF-B, om keratocietactivatie in de buurt van de wond tegen te gaan, wat anders
kan leiden tot fibrose en verhoogd risico op retrocorneale membraanvorming.[122,123] Zowel DSO als DMT
gaan echter gepaard met een langere hersteltijd, waarbij volledige anatomisch en visueel herstel niet binnen 3
maanden postoperatief bereikt worden.

DMEK-transplantaten met een kleine diameter toonden vooruitstrevende chirurgische mogelijkheden met
verbeterde graftkenmerken (ECD, levensvatbaarheid van het transplantaat, uniforme celmigratiecapaciteit).
Doordat de vorm overeenkomt met de cirkelvormige descemetorhexis zou het klinisch herstel vergelijkbaar
kunnen zijn met de conventionele DMEK. Resultaten van klinische tests zullen meer duidelijkheid geven over de
doeltreffendheid van DMEK-transplantaten met kleine diameter voor behandeling van milde FECD.

Toekomstperspectieven

De DMEK is tegenwoordig de gouden standaard voor het behandelen van corneale endotheel disfunctie. Sinds
de introductie ervan is DMEK superieur ten opzichte van de PK en andere keratoplastiek technieken wanneer
men spreekt over sneller visueel herstel, lagere afstotingspercentages, betere refractieve resultaten en een
grotere structurele integriteit.[124-128] Het aantal DMEK-procedures is hierdoor wereldwijd toegenomen, met
name in patiénten met Fuchs endothelial corneal dystrophy (FECD).

Door enkel het zieke weefsel te vervangen belichaamt een DMEK conceptuele eenvoud en chirurgische
verfijning. Het voornaamste probleem van endotheliale keratoplastiek is dan ook het chronische verlies van
endotheelceldichtheid (ECD) over de tijd, wat vergelijkbaar is met een PK.[124,131,132] Het effect van
verschillende donor- en patiént-gerelateerde parameters op het verlies van het endotheel is onderzocht in
verschillende studies, echter zonder consistent resultaat.[15,133-140] De intraoculaire behandeling van het 15-
20 um dunne membraan en de preoperatieve, handmatige preparatie van de graft vormen echter wel
technische uitdagingen die het uiteindelijke resultaat kunnen beinvlioeden.

We hebben verschillende onderzoeken gedaan om de postoperatieve ECD-daling beter te begrijpen, zoals
beschreven in dit proefschrift. Eén aspect hiervan betreft de overschatting van de levensvatbaarheid van de
graft in de oogbank,[30] wat op zijn beurt resulteert in een onrealistisch hoge daling van het ECD in de vroege
postoperatieve fase na DMEK.[20] Grafts lijken uitgesproken endotheelschade te ontwikkelen, zelfs na een
normaal verlopende preparatie. Echter kan het uitvoeren van een DMEK-operatie met suboptimale endotheel
kwaliteit het risico van loslating of vroegtijdig falen van het transplantaat vergroten.[14] Hoewel er
fluorescerende kleurstoffen kandidaat staan om de levensvatbaarheid (levende en apoptotische cellen) te
visualiseren, kunnen regelgevingen, veiligheids- en economische overwegingen banken ervan weerhouden om
een dergelijke stap aan hun protocol toe te voegen. Een oplossing op korte termijn zou kunnen zijn om de
weefselkwaliteit nog te controleren vlak voor de operatie. Hoewel een stap als deze kan leiden tot toename van
het afkeuringspercentage, terwijl het weefsel al schaars is, kan het wél resulteren in een lager percentage her-
transplantaties. Een andere strategie kan het verbeteren van de donorcornea kwaliteit zijn door het
opslagmedium de boosten met farmacologische modulatoren die de regeneratie van het endotheel kunnen
bevorderen en door een laag niveau van oxidatieve stress te handhaven. Bovendien zou het opslaan van de
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cornea in een bioreactor, in plaats van zwevend in een afgesloten fles, de drukgradiént kunnen creéren die
equivalent is aan de intraoculaire druk. Dit zal gepaard gaan met een voortdurende vernieuwing van het
opslagmedium, het verminderen van de corneale zwelling en verhogen van de levensvatbaarheid van de
EC.[141,142] Er is echter wel verder onderzoek nodig om de veiligheid en therapeutische relevantie van deze
opties te evalueren.

Als poging om het weefseltekort te verhelpen, zou het gebruik van de Quarter-DMEK de pool van donorweefsel
kunnen verviervoudigen. De techniek kan echter baat hebben bij enkele verdere aanpassingen om de ECD-
uitkomsten te verbeteren. In vitro onderzoek naar de migratie van het endotheel, wat is opgenomen in dit
proefschrift, toonde aan dat de ronde perifere rand van een Quarter-DMEK graft een fysieke barriere vormt
voor cel migratie [68,76] tenzij stamcel-achtige cellen, onlangs ontdekt in gebieden dichtbij de limbus [64],
kunnen worden “ontwaakt” om voldoende dehydratatie van de cornea te induceren. Door het
preparatieprotocol aan te passen om de ronde, perifere rand van de Quarter-DMEK te verwijderen, kan een
kleine diameter DMEK een snelle en uniforme verheldering van de cornea bieden en een levensvatbare klinische
optie worden voor de behandeling van centrale endotheel ziekten.[111]

Het beperkte aantal donorcornea’s van hoge kwaliteit en de operatieve complexiteit van de DMEK, hebben
geleid tot aanzienlijke onderzoeksinteresse in de ontwikkeling van alternatieve technieken die efficiénter
gebruik van donorweefsel bevorderen of de noodzaak van het implanteren van donorweefsel volledig
wegnemen.

Tot op de dag van vandaag zijn er echter geen therapeutische alternatieven beschikbaar voor de behandeling
van ziek endotheel, naast hoornvliestransplantaties. De huidige weefsel preparatie benaderingen voor
hoornvlies vervanging zijn echter veelbelovend voor klinische toepassingen. Om het tekort aan donorcornea’s
te verhelpen, hebben onderzoekers twee basisbenaderingen voor weefsel preparatie toegepast: op cellen
gebaseerde strategieén, om de cellen in staat te stellen hun eigen extracellulaire matrix (ECM) te creéren, en
“scaffold” gebaseerde strategieén, om sterke en biocompatibele matrixen t leveren waarop cellen kunnen
groeien.[143-146] Onafhankelijk van de strategiekeuze is in vitro expansie of de novo generatie van corneale
endotheelcellen (CEC) vanuit pluripotente stamcellen of andere cel-bronnen vereist.[147,148] De belangrijkste
uitdaging voor de in vitro proliferatie van volledig gedifferentieerde cellen is om het fenotype te behouden, om
zo de endotheliale tot mesenchymale transitie (EMT) tegen te gaan, wat anders resulteert in CEC die hun
normale morfologie verliezen en fibrose kunnen induceren. Het alternatief van CEC differentiatie vanuit
pluripotente stamcellen of andere cel-bronnen zoals van beenmerg afgeleide endotheel-precursoren, neurale
kribcellen, stromale stamcellen, huid-afgeleide precursoren of mesenchymale stamcellen, vereist geschikte
kweekprotocollen die moeten voldoen aan wettelijke richtlijnen om te garanderen dat de uiteindelijke cel-bron
op CEC lijkt.[148-154] Hoewel de richtlijnen wat betreft goede fabricage praktijken kunnen verschillen aan de
hand van het land/de regio waarin deze zijn vastgesteld, is er dringend behoefte aan standaardisering van de
parameters waaraan gegenereerde CEC moeten voldoen wanneer deze in hun “eindstadium” zitten. Daarom
moet de lijst van kwaliteitscriteria worden herzien voor: (i) beoordeling van de morfologie door controle van de
hexagonaliteit van de cellen bij het bereiken van confluentie in kweek, ii) genotype en fenotype door onderzoek
van structurele en functionele markers, iii) behoud van het karyotype door controle van de integriteit van het
DNA, om aan te tonen dat er geen grove chromosoomafwijkingen zijn, en (iv) functionaliteit gecontroleerd in
vitro met instrumenten die de ionendoorlaatbaarheid over een monolaag van cellen meten, ex vivo met hoornvliezen
in een omgeving die fysiologische omstandigheden nabootst en de meting van hoornvliesdikte mogelijk maakt en
verder correleert met cel functionaliteit, of in vivo met diermodellen van hoornvliesoedeem. [155]

Na alle uitdagingen met CEC-kweek wat betreft cellulair profiel, proliferatieve capaciteit en downstream
analyse, moeten de cellen levend worden afgeleverd en met voldoende potentieel om zich te hechten aan het
achterste deel van het hoornvlies. De "cel gebaseerde" strategie stelt de levering van CEC voor op een
eenvoudige en minimaal invasieve manier via injectie in de voorste oogkamer.[155] Na de procedure, door de
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patiént gedurende 3 uur in buikligging te plaatsen, kan de zwaartekracht de hechting van CEC aan het
posterieure deel van het hoornvlies vergroten. De proof-of-concept klinische studie van Kinoshita en
medewerkers toonde aan dat cornea-oedeem kon worden omgekeerd door ongeveer 1x106 gekweekte
menselijke CEC, aangevuld met ROCK-inhibitor Y-27632, in de voorste kamer te injecteren na het mechanisch
schrapen van het zieke endotheel; de helderheid van het hoornvlies bleef ten minste 5 jaar postoperatief
behouden.[54,55] Bovendien suggereert de meest recente verfijning van de techniek dat injectietherapie met
behulp van sterk gezuiverde, volgroeide, gekweekte menselijke CEC voor endotheel-falen veiliger is, zorgt voor
een snel herstel van de dikte van het hoornvlies, een betere ECD en een laag uitvalpercentage van de cellen
gedurende 3 jaar na de operatie.[156] Er zijn echter grotere, toekomstige, willekeurig gekozen gecontroleerde
onderzoeken nodig om de doeltreffendheid en veiligheid op lange termijn te garanderen.

De belangrijkste uitdaging voor de "scaffold-gebaseerde" strategie is het verkrijgen van een monolayer van CEC
op een biocompatibele drager, om zo bio-engineered grafts te produceren.[145] Het gebruik van een drager die
cel replicatie ondersteunt is een aantrekkelijke benadering, omdat het het bijkomende voordeel heeft dat een
functionele monolayer met contactinhibitie op de juiste plaats en op een gecontroleerde manier wordt
afgeleverd. Bovendien zijn er minder cellen nodig om de drager te bevolken dan bij cel injectie, waardoor het
aantal patiénten dat er baat bij kan hebben, toeneemt. Uitgaande van een oppervlakte van 57 mm? (8,5 mm
diameter graft) en een uiteindelijke ECD van 2300 cellen/mm? (gebruikelijke drempelwaarde die door
oogbanken is vastgesteld), zou een graft ongeveer 1,3 x 10° CEC moeten bevatten. Op basis van een eenvoudige
berekening zouden deze CEC's die zijn gebruikt voor de behandeling van 11 patiénten door middel van cel
injectie, hypothetisch 84 dragers kunnen bevolken en patiénten kunnen behandelen met een
toedieningsstrategie die vergelijkbaar is met DMEK of DSEK. Een ideale biocompatibele drager moet wel de
belangrijkste architecturale en functionele kenmerken van het DM nabootsen en daarom dicht, relatief
transparant, semi-permeabel, flexibel (in verband met de vorm van het hoornvlies), biocompatibel, dik genoeg
om voldoende mechanische sterkte te bieden, bevorderlijk voor celadhesie en fenotype, en misschien
biologisch afbreekbaar zijn, om cellen in staat te stellen hun eigen DM te produceren en tegelijkertijd de
omringende scaffold af te breken. Veel in vitro studies hebben veelbelovende onderzoeksresultaten
gerapporteerd bij het gebruik van natuurlijke weefsels zoals acellulaire biologische membranen (bijv.
amniotisch membraan, ontleed DM of stroma van zowel menselijke als dierlijke oorsprong, menselijk voorste
lenskapsel)[157-167] of (natuurlijke en synthetische) polymere materialen.[161,168-192] Latere in vivo tests
van endotheelceldragervellen (geprepareerd vanuit donorweefsel) in diermodellen hebben echter geen van de
constructen geschikt bevonden voor klinische toepassing.[160,193-195]

De optie om het transplantaat helemaal te verwijderen en iemands eigen endotheelcellen te laten herverdelen
werd geintroduceerd door Descemet stripping only (DSO), voor de behandeling van vroege FECD. In een
primaire analyse van DSO leidde de verwijdering van een gebied met een diameter van 6 mm van het zieke DM
tot een onvolledig herstel.[116,196] Er werden betere verhelderingspercentages gemeld wanneer een kleinere
(4-5 mm) descemetorhexis werd toegepast, bij een select aantal relatief jonge patiénten met centrale guttae
en een adequate perifere endotheelreserve.[116,197] Ondanks deze beperkingen heeft DSO het voordeel dat
het afstotingspercentage 0% is (er is namelijk geen risico op immunologische afstoting van het transplantaat)
en dat het niet nodig is om langdurig topische corticosteroiden te gebruiken om afstoting van het transplantaat
te voorkomen, waardoor het neveneffect van verhoging van de intraoculaire druk wordt verminderd. DSO is
echter nog geen vervanging voor DMEK om twee belangrijke redenen: (1) het vrijmaken van een kleiner gebied
kan nog steeds leiden tot suboptimaal zicht, en (2) het cornea oedeem kan maandenlang aanhouden, waardoor
het visueel herstel wordt belemmerd en het resultaat onvoorspelbaaris.[119] Het succes kan worden verbeterd
door bij deze techniek farmacologische modulatoren te gebruiken, zoals Rho-geassocieerde proteine kinase
(ROCK) inhibitors.[118] Hoewel de biologische werking van ROCK-inhibitors niet volledig wordt begrepen, is
beschreven dat zij het visueel herstel aanzienlijk versnellen, hogere aantallen centraal endotheel induceren
wanneer hersteld én met een verbeterde cel architectuur.[52] DSO kan om deze reden een geschikte

188



Nederlandse samenvatting (Dutch Summary)

chirurgische behandelingsoptie zijn, voorafgaand aan DMEK of kleine diameter-DMEK voor degenen die willen
proberen of enkel strippen hun visusproblemen zal oplossen. Er zijn echter meer studies nodig om het effect
van DSO in combinatie met farmacologische geneesmiddelen op de klinische werkzaamheid en de veiligheid
van de geneesmiddelen op langere termijn te beoordelen.

Een mogelijke combinatie-techniek tussen DSO en conventionele, circulaire DMEK maakt gebruik van
endotheel-graft vervangers, bestaande uit weefselafgeleide of synthetische matrixen.[120,198,199]
Transplantatie van een acellulaire DM bij een patiént is onlangs gemeld als onderdeel van een groter klinisch
onderzoek in Singapore [identificatienummer NCT03275896]. De patiént werd getransplanteerd met een
acellulair membraan van 4 mm en vertoonde een verbetering van gezichtsvermogen met vier regels, al zes
maanden na de transplantatie, met een bijna normale restauratie van de centrale dikte van het hoornvlies en
ECD-waarden vergelijkbaar met DSO.[120] Als alternatief is een synthetisch graft substituut (EndoArt)
geimplanteerd om het hoornvliesoedeem om te keren en het herstel van het gezichtsvermogen te
bevorderen.[198] Bevestigd aan de achterkant van het hoornvlies, zou EndoArt de overdracht van vloeistoffen
naar het hoornvlies moeten voorkomen en de vochtophoping die leidt tot oedeem moeten remmen. Een
samenvatting van de eerste resultaten voor twee patiénten als onderdeel van een multicenter, prospectief
haalbaarheidsonderzoek [identificatienummer NCT03069521] toonde aan dat de patiénten een vermindering
van het hoornvliesoedeem hadden met herstel van de transparantie na implantatie van EndoArt. Beperkingen
van de implantatie van dit synthetische construct omvatten: (i) regelmatige herpositionering door rebubbling
tot volledige hechting aan het stromale bed, (ii) onduidelijke tijdspanne gedurende welke de cornea transparant
en goed gehydrateerd blijft, (iii) langetermijneffect van beperking van de diffusie van vitamine en essentiéle
voedingsstoffen uit het kamervocht naar de cornea en (iv) onvermogen van endotheelcellen om te migreren en
de kunstmatige laag te bevolken. Over het geheel genomen zullen substituten voor transplantaten van
natuurlijke of kunstmatige oorsprong nog moeten worden geévalueerd in grote klinische proeven met follow-
up-resultaten op lange termijn om het succes van hun toepassing verder te bepalen en ook de juiste
doelgroepen te identificeren.

Een andere manier om de beschikbaarheid van hoornvlies donorweefsel te vergroten, is de behandeling van de
genetische aandoening om zo de noodzaak van een hoornvliestransplantatie te “vervangen”. De huidige
strategieén die de genetische verandering kunnen corrigeren of de bijbehorende effecten kunnen voorkomen,
zijn gen vergrotingstherapie (Gene Augmentation Therapy, GAT), op antisense oligonucleotide gebaseerde
modulatie (AON), en op CRISPR/Cas9 gebaseerde modulatie.[200-205] Er is ook gemeld dat de pathofysiologie
van FECD zich manifesteert door een combinatie van verschillende genetische en niet-erfelijke factoren, zoals
kanaaldisfunctie (bijv. Solute Carrier family 4 member 11 - SLC4A11), abnormale extracellulaire matrix depositie
(bijv. collageen type Vil alpha 2 keten - COL8A2), RNA toxiciteit, oxidatieve stress (bijv. Nuclear factor, erythroid
2 like 2 Transcription factor - NRF2), en apoptose (bijv, Zinc finger E-box Binding homeobox 1 - ZEB1).[206,207]
De meest voorkomende genetische verandering bij FECD is een microsatellietregio bestaande uit CTG
trinucleotide herhalingen (TNR's) in het vierde intron van het TCF4-gen, wat abnormaal wordt verlengd. Hoewel
het mechanisme dat verantwoordelijk is voor het effect van deze trinucleotide-expansie op het TCF4-gen
onduidelijk is, zal het bijdragen aan cellulaire disfunctie door het triggeren van RNA splicing fouten. De
genetische modulatie van TCF4-expressie gebeurt ofwel door het overbrengen van een functionerende kopie
van dit defecte gen, met als doel de ziekte te corrigeren door het introduceren van antisense oligonucleotiden
zoals small interference RNA (siRNA) of micro-RNA (miRNA) die de toxische effecten van het defecte gen kunnen
verminderen, of door het elimineren van de CTG-uitbreiding om de mutatie die FECD veroorzaakt terug te
draaien.[208-214] Verder onderzoek is ook nodig om de immuun-tolerantie ten opzichte van de
transgenproducten na herhaalde toediening in de voorste oogkamer te onderzoeken, de meest efficiénte en
kosteneffectieve toedieningsmethoden te vinden en de off-target effecten te identificeren.

189




Chapter 11

In de afgelopen jaren is het gebruik van farmaceutische middelen voor de behandeling van corneale
endotheelziekten onderzocht.[35] Het principe berust op het bevorderen van cel overleving, proliferatie en
migratie met een minimaal invasieve benadering van intra-camerale of topische toediening van
geneesmiddelen. ROCK-inhibitors zijn de meest bestudeerde geneesmiddelen met groot potentieel om het
herstel van CEC in vivo bij de mens op gang te brengen, wanneer ze plaatselijk worden toegediend als adjuvans
voor DSO.[51,52] Wereldwijde wordt gemeld dat ROCK-inhibitors succesvol zijn in het omkeren van cornea-
oedeem na het operatief verwijderen van zieke CEC, het herstellen van de anatomie van het hoornvlies na
gedeeltelijk losgemaakte DM in BK-ogen na cataractchirurgie, en het regenereren van het endotheel door een
vermoedelijke toename van de cel proliferatie.[118,215-217] Ook is veelbelovend onderzoek gemeld voor
andere farmaceutische geneesmiddelen, zoals epidermale groeifactor, uit bloedplaatjes afgeleide groeifactor
en fibroblast-groeifactoren.[218-220] Deze moeten echter voorzichtig worden toegediend aangezien er sprake
is van een tweeledig werkingsmechanisme, dat wil zeggen, regeneratiepotentieel met het risico van het
veroorzaken van een ongewenste ongewenste verandering van endotheliale naar mesenchymale fenotype. Er
is ook aandacht besteed aan het verminderen van oxidatieve stress door de up-regulatie van
transcriptiefactoren om de expressie van anti-oxidatieve stresseiwitten te bevorderen, waardoor de CEC-
apoptose afneemt.[221-226] Ook is voor het profileren van nieuwe kandidaat-geneesmiddelen een
systematisch onderzoek nodig van het functionele effect in een verscheidenheid van in vitro en in vivo assays.
Bovendien vereist de toewijzing van patiénten in een klinische studie uitgebreide kennis over de te behandelen
ziekten. Om eventuele gunstige effecten van de bovengenoemde kandidaat-geneesmiddelen te concluderen,
moeten grote, gerandomiseerde controleproeven worden uitgevoerd om bewijsmateriaal van een hoger niveau
te genereren.

Conclusies

Ondanks aanzienlijke vooruitgang op het gebied van therapieén om de regeneratie van het endotheel te
bevorderen, is er nog een lange weg te gaan voordat dergelijke therapieén zijn goedgekeurd door de
regelgevende instanties en routine worden in de klinische praktijk. Tot op heden is vervanging van het zieke
endotheel door DMEK nog steeds de meest efficiénte behandelingsoptie voor endotheel disfuncties, maar het
aantal procedures wordt nog steeds beperkt door een wereldwijd tekort aan geschikte en beschikbare donoren,
vooral in delen van de wereld waar weinig middelen beschikbaar zijn. Door de corona pandemie zijn de
uitsluitingscriteria voor weefsels bovendien nog strenger geworden, waardoor de pool van beschikbare donoren
aanzienlijk wordt beperkt.[227] Het is van essentieel belang dat de toegevoegde waarde van het donatieproces
aan de mensen duidelijk wordt gemaakt, zodat zij worden gestimuleerd om zich voor donatie te laten
registreren omdat zij waarschijnlijk meer baat hebben bij het systeem dan dat zij eraan bijdragen,[228-230]
terwijl ondertussen nieuwe behandelingsmogelijkheden worden ontwikkeld en in de klinische praktijk worden
omgezet.
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