SISTEME TEHNOLOGICE
INOVATIONALE IN PRELEVAREA
SIPROCESAREA CORNEEI

Rezumat

Dispozitivele si instrumentariul folosite in prelevarea si
procesarea corneei sunt si vor fi una din necesitdtile folosite
de Banca de ochi. Analiza aparatajului si instrumentariului
modern pentru prelevarea si procesarea corneei necesitd un
progres tehnologic si informational ce tinde sd modernizeze
toate tipurile de dispozitive pentru a spori calitatea corneei,
ceea ce permite o stocare ex vivo mai indelungatd, mentinand
in acelasi timp viabilitatea straturilor corneei la nivel epitelial,
stromal si endotelial. Bioreactoarele sunt dispozitive complexe
care mentin depozitarea corneei ex vivo care sunt mai aproape
de norma fiziologicd. Multe studii aratd cd aceste dispozitive
direct sau indirect influenteazd activitatea celulelor.

Cuvinte-cheie: celule endoteliale, mediu de culturd, presiune
intraoculard, celule epiteliale, stromd, bioreactor, bancd de
ochi

Summary

Innovative technological systems in cornea collection and
processing

The devices and tools used in the cornea sampling and process-
ing is and will be one of the requirements used by the Eye Bank.
Analysis of modern corneal sampling and instrumentation
requires technological and informational progress that tends
to modernize all types of devices to induce increased corneal
quality that provides longer ex vivo storage while maintain-
ing the viability of corneal layers at the epithelial, stromal,
and endothelial levels. Bioreactors are complex devices that
maintain the storage of the cornea ex vivo that are closer to
the physiological norm. Many studies show that the materials
that are made of these devices directly or indirectly influence
the activity of the cells.

Keywords: endothelial cells, culture medium, intraocular
pressure, epithelial cells, stroma, bioreactor, eye bank
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Introducere

Corneea reprezinta fereastra ochiului nostru,
permitand luminii sd ajunga la celulele senzoriale si
face posibila vizualizarea lumiiinconjuratoare.La om,
ea are o grosime de 0,5 mm, un diametru de 10-12
mm, o forma sferica ce formeaza o putere refractiva a
ochiului de 43 dioptrii. Din cauza leziunilor corneene
sau a tulburarilor regenerative, infectioase, distrofice
si inflamatorii, numeroase boli ale corneei ducla opa-
citate si orbire. Actualmente, aproximativ 5,2 milioane
de persoane au vederea afectata. Corneea este printre
cele mai reusite tesuturi transplantate [1]. Cu toate
acestea, lipsa unui numar suficient de grefe corneene
creeaza randuri de asteptare, in special in tarile in
curs de dezvoltare [2]. Mai mult, numarul donatorilor
estein scadere din cauza schimbarilor demografice si
a frecventei tot mai mari a interventiilor chirurgicale
pe cornee. Cresterea numarului de transplanturi de
cornee necesita recrutarea mai multor donatori si
stocarea tesuturilor corneene pentru o perioada de
timp mai mare de 30 de zile [3].

Studierea corneei care are la baza mentinerea
viabilitatii celulare cu pastrarea transparentei este
una din provocari pentru cercetatori. Acestia tind
mereu sa implimenteze diverse metode si dispozitive
necesare pentru diverse etape de prelevare si pro-
cesare a corneei care fac ca etapele date sa fie mai
usoare, de scurta durata ce mentin maximal durata
de viata a celulelor sraturilor corneei [4] .

Scopul

Evaluarea aparatajului siinstrumentariului mo-
dern pentru prelevarea si procesarea corneei.

Obiective

Crearea unor instrumentarii si dispozitive
inovationale moderne utilizate la toate etapele de
prelevare si procesare a corneei.




Evaluarea aplicarii dispozitivelor inovationale
la calitatea morfologica a corneei.

Determinarea unor sisteme tehnologice moder-
ne in conservarea cornei (reviul literaturii).

Evaluarea influentei dispozitivelor siinstrumen-
tariului modern in marirea duratei de conservare si
calitatea morfologica ale cornei.

Materiale si metode

Instrumentariul brevetat a fost folosit in diverse
etape de prelevare si procesare a corneeiin BTCU, inpe-
rioada 2013-2021,la312 cornee dela 156 de donatori
(69,8% barbati, 30,2% femei), cu varste cuprinseintre 18
si91 de ani, media de varsta fiind 59,4 de ani.. Corneele
au fost prelevate de la donatorii din Centrul de medi-
cina legala (23,5%), spitale publice autorizate (67,6%)
si donatori de organe (7,1%). Cele mai frecvente cauze
ale deceselor donatorilor au fost bolile cardiovasculare,
traumatismele si bolile cerebrovasculare. Timpul de
pastrare a crescut de la 3,5 la 11,8 zile, de cand mediul
de culturd ainlocuit depozitarea hipotermica. Corneea
a fost invalidatd in 22,8% din cazuri, care au fost de-
terminate de infectii serologice - HBsAg-pozitiv, HCV-
pozitiv, HIV/SIDA - (15%) si de contaminarea biologica
(7,8%).1n total, 77,2% din tesutul corneean prelevat au
fost folosite pentru transplant de cornee (74,8% pentru
keratoplastie penetrantd, 2,1% pentru keratoplastie
lamelara si 1,3% pentru transplanturi nespecificate) si
22,8% au fost distruse.

La etapa de prelevare, s-a inventat in cadru
Laboratorului de inginerie tisulara si culturi celulare
diverse dispozitive, unul din ele fiind ,,Dispozitiv de
sectionare a corneei” (figurile 1 si 2) [5], care permit
sectionarea corneei intr-o etapa fiind confectionat
din inox. Acest dispozitiv este eficient, deoarece
poate fi folosit, reutilizat si este usor de sterilizat.

Figura 1.

Figura 2.

Figurile 1 si 2. Dispozitiv pentru sectionarea corneei,
Brevet MD1048

Sursa: Cociug A., Macagonova O., Nacu V.: Patent. (MD)
1048. Device for cutting of the cornea. BOPI, nr. 6/2016, p.34.

La etapa de procesare a corneei in cadrul Bancii
de tesuturi umane din Republica Moldova sunt fo-

DIAGNOSTICUL SI TRATAMENTUL PATOLOGIILOR CORNEENE

losite o serie de dispozitive utilizate, care au ca scop
modelarea corneei si inldturarea detriturilor pentru
a mari rezistenta la infectiile bacteriene si fungice.
Unul din acestea este dispozitivul de fixare a corneei
(figurile 3 si 4) [6].

Figura 3.

Figura 4.

Figurile 3 si 4. Dispozitiv pentru fixarea corneei, Brevet
MD1504

Sursa: Cociug A., Macagonova O., Nacu V.: Patent number
1504 MD. Cornea fixation device. BOPI, nr. 2/2021, p.52.

Dupa procesare in sala curata din cadru Bancii
detesuturi umane (BTU), urmeazad etapa de evaluare
morfologicd a integritatii stratului epitelial, opacitatii
sitrasparentei corneei. Numarul celulelor endoteliale
se efectueaza cu ajutorul microscopului cu contrast
de faza inversata la care corneea se amplaseaza in
,Vas pentru enumararea celulelor endoteliale ale
corneei” (figura 5) [7], care este umplut cu mediu de
cultura Tissue ,,C". Corneea se scufunda in acest vas
cu concavitatea in jos si sub microscopul cu contrast
de faza inversata fiind usor cuantificata media celu-
lelor endoteliale.
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Figura 5. Dispozitiv pentru conservarea si examinarea
celulelor endoteliale ale corneei, Brevet MD1311

Sursa: Cociug, A Macagonova O., Nacu V.: 1311 MD Device
for corneal preservation and examination of endothelial cells
of the cornea. BOPI, nr. 2/2019, p. 51.

Stocarea corneelor in diverse medii de cultura
cu marirea viabilitatii celulare mai mare de 30 de
zile, ramane una din problemele nerezolvate pana
in prezent.

Actualmente, se cunosc dispozitive care inde-
plinesc functia similara a globului ocular ce mentin
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suprafata superioard a corneei in mediu bogat cu
CO2 ce induce proliferarea celulelor epiteliale si
pastrarea viabilitatii celulelor endoteliale. Aceste
dispozitive sunt bioreactoarele, ce prezinta un sis-
tem complex automatizat care schimba permanent
mediile de nutritie ale celulelor corneei. Unul din
bioreactoare este proiectat in SolidWorks (Dassault
Systemes SoliWorks Corp, Waltham, SUA). Coroanele
bioreactorului sunt frezate din otel inoxidabil, iar
corpul din polisulfona, prin 3D printare. Materialul
pentru tiparirea 3D este un polimer biocompatibil
acrilat-ba sed (Universitatea Tehnica Minchen, Ger-
mania) (schema 1). S-a stabilit ca schimbarea mediu-
lui de cultura, autoclavarea si pregatirea suprafetei
materialelor sunt factoriimportanti care influenteaza
viabilitatea celulara. Poli (eteretercetond) si titan-
6Al-4V s-au dovedit a fi cele mai potrivite materiale
pentru utilizarea intr-un sistem de bioreactoare
pentru cornee.
A) Bioreactor
septum -
=3

fixator

COorme=a

e
part

Bim

Schema 1. Cultura dinamica a corneei native.

A) O cornee a fost fixata intr-un bioreactor uti-
lizand un fixator personalizat. Sistemul bioreactor
combinat din doua circuite separate. Circuitul 1 cu
pompa P1 a furnizat mediu catre partea endoteliala
a corneei; in circuitul 2, pompa P2 a livrat mediu in
partea epiteliald a corneei pentru a imita lichidul la-
crimal. Senzorul Pla masurat presiunea intraoculara.

Acest bioreactor este implicat doar in studiu
stiintific, drept material biologic fiind ochii de
porcina care au caractere similare dupa marime si
structura straturilor corneei cu cele umane.

Ochii au fost transferati direct in mediu DMEM
(Invitrogen, Darmstadt, Germania) cu 10% ser fetal
de vitel (Lonza, Colog ne, Germania) si 1% Penicilina
/ Streptomicina (PAA, Coe lbe, Germania).

Corneeaamplasata cu fata concava pe suprafata
coroanei (foto 1.) se fixeaza ermetic in care suprafata
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convexa permite a forma o presiune ridicata similara
cu cea in camera anterioara a globului ocular, iar
suprafata convexa formeaza camera care contine
CO2ssi picaturi similare cu continutul lacrimei (brevet
pentru picaturile de ochi (US8648057 B2) ce contine
concentratie sporitd de calciu avind efect pozitiv asu-
pra cresterii epiteliale. in corpul bioreactorului sunt
diverse medii de cultura cel mai potrivit fiind mediu
biocrom 1 (MerckBiochrom GmbH, Berlin, Germania).
Aceasta combinatie de mediu ofera conditii optime
de mediu pentru epiteliu si endoteliu.

Foto 1. Masa de fixare a corneij in bioreactor.

Un alt bioreactor care studiaza corneea este
elaborat in Franta, Quantel Medical Laboratory
(figura 8.), si permite studierea celor trei straturi,
presiunii din interiorul camerei anterioare a globului
ocular si determinarea compozitiei biochimice la
umflarea straturilor dupa scufundarea corneei in
diverse medii.

S-a determinat ca controlul formei, transparentei
si grosimii corneei necesita o pompa endotelialg, inte-
gritate epiteliala, in special cu jonctiuni etanse, conti-
nue intre cele mai superficiale celule si presiunea intra-
oculard normala (PIO). Aceasta presiune de umflare (SP)
(60 mm Hg la oameni si porcine) este contrabalansata
dePIO (15 +5 mm Hg), care impinge constant suprafata
corneei posterioare inainte si de refluxul constant de
apa prin pompa endoteliala. Aceasta pompa contro-
leaza presiunea de imbibitie (IP), iar echilibrul poate
fi rezumat prin ecuatia IP = I0P - SP [8]. Dupa decesul
donatorului si cu atat mai mult dupa excizia corneei,
pierderea IOP si pierderea gradata concomitenta a
functiei de pompare endoteliala explica umflarea rapi-
dd a corneei. Mai mult, conservarea celulelor epiteliale
ale corneeissiacelulelor stem epiteliale limbale necesita
un mediu de cultura specific, expunere intermitentala
aer [9], si eventual stres dupa sectionarea corneei cu
instrumentele chirurgicale [10].




Bioreactorul aplica principiile camerelor de
perfuzie descrise anterior si ale camerelor artificiale
anterioare, [11-17], (foto 2). A fost conceput pentru
a mentine un mediu inchis steril care sa permita
depozitarea pe termen lung. Corneea este strans
fixata la baza bioreactorului, folosind janta sclerala
pentru a separa camerele epiteliale si endoteliale;
fiecare camera este conectata la un sistem distinct
de control al mediului de cultura. O pompa peristal-
tica este controlata de un senzor de presiune si un
analizator reinnoieste continuu mediul de cultura
(MC) laorata de 5 uL/ minut, creand in acelasi timp
o presiune cu 20 mm Hg mai mare decat presiunea
atmosfericd in camera endoteliala. MC pentru cornee
contine 2% ser fetal de vitel (CorneaMax; Eurobio, Les
Ulis, Franta). Camera epiteliala este conectata la o
pompa peristaltica controlata de un microanalizator,
alternand expunerea epiteliului la aer si imersiunea
intr-un MC (denumit in continuare ridicare de aer”).
Acest bioreactor (BR) are doua ferestre transparente,
defiecare parte a corneei, ce permite controlul optic
in timpul experimentelor. BR a fost conceput pentru
a fi compatibil cu sistemele de imagistica oftalmolo-
gice actuale, cum ar fi lampa cu fanta, sistemele de
tomografie cu coerenta optica (OCT) si microscopia
speculara. Sistemul complet, cu exceptia panourilor
sale de control, a fost plasat intr-un incubator uscat
cu 5% CO2la 31°C.

Foto 2. Structura generald al bioreactorului in incu-
bator cu CO2.

Rezultate si discutii

Dispozitivele si instrumentariul folosit in
prelevdrile si procesarea corneei este si va fi una
din necesitati folosite de Banca de ochi. Progresul
tehnologic si informational tinde a moderniza toate
tipurile de dispozitive ce induce la sporirea calitatii
corneei ce ofera o stocare ex vivo mai indelungata
cu pastrarea viabilitatii straturilor corneei la nivel
epitelial, stromal si endotelial mai aproape de norma
fiziologica. Multe studii arata ca aceste dispozitive
direct sau indirect influenteazad activitatea celulelor.
Cele mai aproape de parametrii globului ocular ale
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omului sunt corneele de porcina cu varsta de 6 luni,
ce au aceleasi marimi si structuri celulare. O deose-
bire este doar structura arhitectonicd a stromei care
este mai bogata in fibre reticulare la om ce configu-
reazd forma globului ocular [19]. La porcine, ele sunt
mai mici datorita reticularii neenzimatice legate de
varsta, ce afecteaza fibrilele de colagen stromal [20].
Doar la mentinerea in medii de cultura cu hidratarea
straturilor ele revin la forma normala. in plus, umfla-
rea corneei incepe imediat dupa sectionarea sclerei
(+70 pm in prezentul studiu), sugerand ca micsorarea
fibrelor elastice de colagen tensionate natural joaca
un rol in cresterea grosimii.

Corneele porcine sunt stocate timp de 7 zile in
BR cu 20 mm Hg in camera endoteliala. Aici se face
reinnoirea continud a mediului de cultura si ridicarea
aerului epitelial pastrand parametrii apropiati de cei
ale corneei postmortem pentru fiecare dintre cele
trei straturi: epitelial, stromal si endotelial.

Corneele de porcina disponibile de la abatoare
au in medie 6 luni si sunt mult mai putin rigide decat
corneele umane [18] dupa excizia corneo-sclerala.
Corneea porcina isi pierde forma, spre deosebire de
corneea umana.

Edemul stromal masiv observat in BR numaicu
cornee fara iris creeaza o cale de intrare anormala
pentru apa atunci cand IOP este restabilit. In speci-
al, acest fenomen nu a fost observat in OC(corneea
opticd), deoarece lipsea un gradient de presiune.
Dimpotriva, cand se pastreaza anatomia unghiului
iridocorneal, presiunea restabilita in BR compensea-
za partial SP si astfel limiteaza semnificativ umflarea
stromala. Tumefierea corneei este, de asemenea,
limitata de integritatea barierei epiteliale datorate
jonctiunilor stranse in celulele epiteliale cele mai
superficiale. Corneele stocate raman astfel subtiri
fara adaugarea de macromolecule, utilizate in mod
obisnuit de bancile de ochi in OC conventionale,
pentru a creste osmolaritatea medie. Acest rezultat
poate avea aplicatii pentru Bancile de ochi, deoarece
mediile de dezintegrare hiperosmolare folosite in
timpul stocarii corneei pot fi toxice pentru endote-
liu [21, 22]. In plus, reducerea pliurilor endoteliale
legate de edemul corneean este probabil sa reduca
pierderile epiteliului cornean (EC), avand in vedere
relatia dintre pliurile endoteliale si apoptoza EC [23,
24].1n plus, reinnoirea continud a MC in BR ar putea
imbunatati, de asemenea, supravietuirea EC.

in plus, sistemul de ridicare a aerului din camera
epiteliald ar putea induce o tensiune de forfecare
asupra limbusului care ar putea fiimplicata in regla-
rea celulelor stem epiteliale. Diferentierea celulelor
epiteliale este intr-adevar influentata de prezenta
celulelor endoteliale [25]. Au fost raportate cazuri




de deficienta a celulelor stem limbale secundare
unei disfunctii endoteliale severe, ceea ce sustine si
ipoteza interactiunilor endoteliu-epiteliu [26].

in plus, prezentul studiu arata ca BR este o plat-
forma experimentala inovatoare. Permite stocarea
corneei in conditii sterile, dar si vizualizarea directa
a tesuturilor prin ferestre transparente, fara a intre-
rupe experimentul. Masuratorile optice endotelial si
evaluarea transparentei pot fi astfel realizate in situ.
Presiunea in interiorul camerei endoteliale poate fi
ajustata daca este necesar, iar mediul care scalda
endoteliul si epiteliul poate fi diferit si poate avea
debituri reglabile separat, ca in prezentul studiu. in
plus, probele mediului pot fi colectate cu usurinta
in diferite puncte ale circuitului pentru analize spe-
cifice.

Prin restabilirea unui mediu fiziologic apropiat
corneei (IOP, flux, ridicare epiteliala a aerului, MC
specifica pentru fiecare parte), aceasta versiune
BR pastreaza corneele porcine timp de 1 saptama-
na in conditii care nu au fost atinse anterior, cu o
supravietuire EC excelentd, grosime redusa, forma
intretinerea si integritatea epiteliului si limbusului.
Desi este inca in curs de dezvoltare, acest model
ar putea fi folosit pentru experimentele preclinice.
Cercetdrile sunt in curs pentru a prelungi durata de
depozitare si pentru a crea un test patognomonic
de vindecare a leziunilor corneene.

Concluzii

Dispozitivele folosite la etapele de prelevare cit
si la cele de procesare prezinta unul din elementele
de baza care faciliteaza si garanteaza calitatea mor-
fologicd a corneei.

Folosirea vasului pentru conservarea cornei si
calcularea celulelor endoteliale ale corneei permite
pastrarea sterilitatii corneei pina la etapa de trans-
plantare.

Bioreactoarele sunt dispozitive moderne ce
mentin corneea in mediu apropiat de cel fiziologic,
necesar pentru keratoplastie transfixianta si lamelara.

Modernizarea bioreactoarelor este una din
cdile principale de a conserva viabilitatea celulelor
endoteliale timp mai indelungat.

Actualmente nu exista nici o metoda sau dis-
pozitiv care ar pastra corneele mai mult de 30 zile
cu un numar mai mare de 2000 celule endoteliale
viabile la mm?2.

Mediile de cultura utilizate in bancile de ochi
au fost dezvoltate acum mai bine de 30 de ani si ar
trebui revizuite pentru a beneficia de progresul in
biologia celulara si fiziologie.
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