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Charakterystyka morfologiczna linii komérkowej RtCE
wyprowadzonej z przedniego nabtonka rogowki szczura
Morphological characteristics of epithelial cell line from rat cornea

Piotr Skopiriski': 3, Jarostaw Jozwiak?, Jan Lamprecht?, Ewa Drobecka-Brydak®,
Jacek Malejczyk?

Purpose: Morphological characteristics of established cell line (RtCE) derived from rat anterior corneal epithelium.

Material and methods: Morphology of cultured RtCE cells was evaluated by light and electron microscopy. Anterior corneal
epithelium of rat served as control.

Results: Both in light and electron microscope we observed morphological similarity with anterior corneal epithelium (several
layers of cells, numerous desmosomal connections). Moreover, similar morphological changes were observed in relation to the
control material, i.e. degeneration and flattening of cells in superficial layers.

Conclusions: The morphological analysis of RtCE cell line proves its usefulness for further cytomorphological, cytogenetical
and functional analyses, as well as for evaluation of influence of different physico-chemical and biological factors on growth and
regeneration of corneal epithelium in vitro.

Stowa kluczowe: nabtonek rogéwki, linia ustalona, morfologia, ultrastruktura

Key words: corneal epithelium, established line, morphology, ultrastructure

Prawidtowa funkcja rogéwki zalezy miedzy innymi nych. Badania zdolnosci do wzrostu i funkcji tego na-

od strukturalnej integralno$ci i niezaktéconego metabo-
lizmu nabtonka przedniego. Nabtonek rogéwki jest jed-
ng z nielicznych populacji komérkowych organizmu
majgcych zdolno$¢ do dynamicznej, fizjologicznej od-
nowy oraz zdolnos¢ petnej regeneracji (6). Upos$ledzo-
ng regeneracje obserwuje sie w licznych schorzeniach
narzgdu wzroku oraz przypadkach oparzen chemicz-
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blonka majg wigec duze znaczenie praktyczne. Jedng
z metod badan sg techniki wykorzystujace hodowle in
vitro (2, 3). Moga one byé narzedziem badawczym po-
zwalajacym oceni¢ wplyw réznych lekéw oraz czynni-
kéw, np. czynnikéw wzrostu, na funkcje i regeneracje
tego nabtonka (1, 5).

Izolacja i hodowla komérek nablonka rogéwki przy-
sparza wiele ktopotéw natury technicznej. Latwiejsze
jest prowadzenie badan na ustalonych liniach komér-
kowych. Spontaniczne linie komérek nabtonka rogéwki
nie zostaly dotychczas wyprowadzone i scharakteryzo-
wane. Prace wykonane w Zaktadzie Histologii i Em-
briologii AM w Warszawie pozwolity na wyprowadzenie
takiej linii z pierwotnej hodowli nablonka przedniego ro-
gowki szczura. Linii nadano nazwe RtCE.

Celem niniejszej pracy byfa ultrastrukturalna ocena
morfologii komérek linii RtCE w hodowli, pozwalajgca
oceni¢ stopien jej podobienstwa do nabtonka przednie-
go rogowki in situ i potencjalng przydatno$c tej linii do
dalszych badan in vitro nad proliferacjg oraz regenera-
cja komoérek rogowki.
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Materiat i metodyka

Hodowla komérek
Materiat do hodowli pochodzit z komérek nabfonka
przedniego rogéwek pieciu (6-tygodniowych) szczu-
réw, samcéw szczepu wsobnego (WAG). Rogowki wyci-
nano okreznym cigciem w rabku i inkubowano w dispa-
zie Il (Boeringer Manheim, Germany) w PBS bez Ca**
i Mg** (Gibco BRL Life Technologies Ltd., Paisley, UK).
Nastepnie mechanicznie oddzielano nabtonek od reszty
rogowki, a uzyskang zawiesing komoérek inkubowano
Z kolei w roztworze trypsyny z EDTA (Gibco BRL Life
Technologies Ltd., Paisley, UK) i zaktadano pierwotna,
hodowle. Zastosowano zmodyfikowang pozywke do
hodowli nabtonka rogéwki krdlika (1). Po tygodniu trypsy-
nizowano komorki i umieszczano w butelkach 25 cm?,
Zmieniajgc pozywke hodowlang co 3-4 dni. Podczas
kolejnych pasazy oddzielono fibroblasty od komérek
nabltonkowych przez krotka, wstepna 5-minutowa, trypsy-
nizacjg. Ponizej opisany eksperyment przeprowadzono
po 40 pasazach (od okoto 20. pasazu morfologia komé-
rek oceniana przyzyciowo w mikroskopie kontrastowo
fazowym nie zmieniata sie).

Warstwowa hodowle komoérek przeprowadzono
w studzienkach hodowlanych — 6,5 mm $rednicy (Cor-
ning Incorporated, Coming NY, USA). Komérki wysie-
wano na umieszczone w nich uprzednio porowate biony
hodowlane — Transwell (Costar Corp. Cembridge MA,
USA) w liczbie 500 000 na studzienke. Hodowle prowa-

dzono przez tydzien zmieniajac pozywke co dwa dni.

Mikroskopia swietlna i elektronowa

Bfony hodowlane wraz z komérkami utrwalano
w 3-proc. glutaraldehydzie w 0,1 M buforze kakodylo-
wym, (pH 7.,4) przez 30 min. Nastepnie ptukano 3-krot-
nie w 0,1 M buforze kakodylowym (pH 7,4) przez 10 min
w temperaturze pokojowej i utrwalano w 1-proc. 0sO,
w 0,1 M buforze kakodylowym (pH 7,4) w 4°C przez
30 min. Po odwodnieniu we wzrastajacych stezeniach
alkoholu i tlenku propylenu materiat zatapiono w zywicy
epoksydowej (8). Preparaty do mikroskopii $wietlnej
otrzymano krojac czesé bloczkéw na skrawki 1 U i bar-
wigc je bigkitem toluidyny. Obserwacje przeprowadzo-
no pod okolo tysigckrotnym powiekszeniem koncowym.

Ultracienkie skrawki otrzymano krojac materiat przy
uzyciu ultramikrotomY (Reichert OmuU3). Skrawki kon-
trastowano octanerr.J:Jranylu (10) i cytrynianem otowiu
(9). Dokumentacje fotograficzng ultracienkich skraw-
kéw wykonano w transmisyjnym mikroskopie elektro-
nowym Jeol 100C (pow. 2000-70 000x). Kontrole sta-
nowit prawidtowy nabtonek przedni pobrany bezposre-
dnio z rogéwki szczura.

Wyniki

Analiza morfologiczna 7-dniowej hodowli komérek
RtCE w mikroskopie Swietinym wykazata obecnosé 4-6
warstw komérek, lezacych na jednorodnej blonie. W od-
niesieniu do kontrolnego obrazu rogowki obserwowano
bardziej nieregularmny uktad komérek oraz rézna gru-
bos¢ warstw komérkowych w poszczegolnych bada-
nych polach. Komérki warstwy podstawnej byty mniej-
sze i morfologicznie stanowity bardziej jednorodng po-
pulacjg o zblizonych do siebie wymiarach w poréwnaniu
356
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Ryc. 1A. Wielowarstwowy ukiad komérek nabtonkowych, liczne wio-
kienka lezace w cytoplazmie, widoczna btona hodowlana
z porami, ktére s3 penetrowane przez wypustki komorek war-
stwy podstawnej. EM. Powigkszenie koricowe ok. 7000x

Fig. 1A. Multi-layered arrangement of epithelial cells, numerous fila-
ments in cytoplasm, culture membrane with pores penetrated
by the extensions of basal layer cells. Final magnification
approx 7000x

Ryc. 1B. Powigkszenie fragmentu jadra komérki nabtonka rogowki
z (ryc. 1A), przedstawiajace strukture ciatek jadrowych typu
l'i lll. Powigkszenie koricowe ok. 35 000x

Fig. 1B. Magnification of a fragment of comeal epithelium cell nucle-
us showing the structure of nuclear bodies of type | and III.
Final magnification approx 35 000x

Z wigkszymi, niekiedy sptaszczonymi komérkami warstw
powierzchownych.

W transmisyjnym mikroskopie elektronowym, na prze-
krojach poprzecznych hodowli linii RtCE obserwowano
wielowarstwowy uktad komérek (ryc. 1A). Pomigdzy nimi
w warstwach podstawnych wystepowaly przestrzenie
wypetnione wypustkami sgsiednich komérek. Ich wy-
pustki penetrowaty pory w bionie, na ktérej prowadzono
hodowle. Komérki warstw powierzchownych miaty cechy
degeneracji cytoplazmy (mniejszq gesto$é elektronowa,
wakuolizacje, luzny uktad widkienek). Na wszystkich
przekrojach komérek warstw podstawnych obserwowa-
no mitochondria, rybosomy oraz rozne formy lizosomal-
ne i wakuole. Wystepowaty ponadto liczne widkienka
yk)ac?ajqce sie w zbite peczki w warstwach podstawnych
I majace uktad luzniejszy w warstwach powierzchow-
nygh (ryc. 1A). Jadra niektorych komérek lezgcych gte-
biej obok typowych sktadnikéw zawieraly ciatka jadro-
we (lilll typ) (7) (ryc. 1B).

Obserwowano liczne potaczenia miedzykomaérkowe
(desmosomy), bedace w kontakcie z widkienkami cyto-
szkieletu Penetrujacymi do cytoplazmy (ryc. 2)

Charakterystyka morfologiczna linii komérkowej RtCE: wyprowadzonej z przedniego nabtonka rogéwki szczura

Ryc. 2. Liczne pofaczenia migdzykomérkowe (desmosomy), charakte-
rystyczne dla komérek nabtonkowych. Widoczne filamenty
cytoszkieletu komorki w kontakcie z wewnatrzkomérkowa,
czgscig desmosomu. EM. Powiekszenie koricowe ok. 70 000x

Fig. 2. Numerous connections between cells (desmosomes) char-
acteristic of epithelial cells. Noticeable cytoskeleton filaments
in contact with internal part of desmosomes. Final magnifica-
tion approx 70 000

Ryc. 3. Kontrolny nablonek rogéwki szczura. EM. Powigkszenie kor-
cowe ok. 7500

Fig. 3. Control rat corneal epithelium. Final magnification approx
7500x

Powyzszy opis morfologiczny (hodowla in vitro) od-
powiada obrazom z materiatu kontrolnego rogowki
szczura. Obserwowano w nim kilka warstw komérek le-
zacych na bfonie kolagenowej (Bowmana) i glebiej le-
zacej istocie wlasciwej rogowki, zbudowanej z uporzad-
kowanego uktadu wiokien kolagenowych. Komérki
warstw podstawnych miaty owalny ksztalt, prawidiowo
wyksztatcone jadra i organelle cytoplazmatyczne. Le-
zgce wyzej byly bardziej ptaskie z cechami degeneracii
cytoplazmy (wakuolizacja, luzniejsze utkanie widkie-
nek, niewielka liczba organelli cytoplazmatycznych), jak
i jadra komérkowego, w ktérym centralnie obserwowa-
no wakuole, a obwodowo gestg elektronowo chromaty-
ne. Zauwazono liczne potaczenia desmosomalne po-
migdzy komorkami (ryc. 3), w warstwach podstawnych
wystepowaly w wiekszej liczbie. W warstwach powierz-
chownych pomigdzy komadrkami znajdowaly sie liczne
wakuole elektronowo wypetnione rzadkim materiatem.

Cytoplazma komérek warstw powierzchownych byta
homogenna o wysokiej gestosci elektronowej i wykazy-
wata cechy keratynizacji.

Oméwienie

Jakosciowa analiza badanego materiatu w mikro-
skopie $wietlnym i elektronowym wykazata, ze oce-
niane przez nas hodowle komérek RtCE w warun-
kach in vitro odpowiadajg morfologicznie nabtonkowi
przedniemu rogéwki. Szczegétowa ultrastrukturalna
analiza morfologiczna komérek RtCE poszczegol-
nych warstw pozwala stwierdzi¢, ze majg one charak-
ter nabtonkowy. Swiadczy o tym wystepowanie licz-
nych potgczen migdzykomérkowych (desmosomoéw),
obecno$¢ sieci widkienek w cytoplazmie i liczne mi-
krokosmki na powierzchni komérek. Cechy te stwier-
dzano réwniez w materiale kontrolnym, ktéry stanowity
obrazy preparatow normalnego nabtonka przedniego
rogowki szczura.

W komoérkach (RtCE) obserwowali$my obrazy mor-
fologiczne polegajace na degeneracii i sptaszczaniu ko-
moérek w warstwach powierzchownych nabtonka. Zjawi-
sko to moze by¢ zwigzane z przechodzeniem komérek
z warstwy podstawnej (rozrodczej) do warstw wyz-
szych, gdzie zachodzi ich zluszczanie (martwe, skeraty-
nizowane komorki). Powyzsza dynamika zmian, obser-
wowana przez nas (w warunkach in vitro), jest charak-
terystyczna dla komaérek nabtonkéw wielowarstwowych.
Podobne zjawiska zauwazono w nabtonku prawidfowej
rogowki szczura.

Nasze spostrzezenia sg zbiezne z doniesieniami in-
nych autoréw opisujacych morfologie hodewli komarek
nabtonka przedniego rogéwki krélika na btonach kola-
genowych (4) lub hodowanych na tzw. feeder layer —
warstwie komérek majacych za zadanie odzywiaé ros-
nacy nabtonek (1).

Whioski

Obraz morfologiczny izolowanych i hodowanych na
btonie kolagenowej przez 7 dni komérek nabtonka
przedniego rogéwki szczura przypomina morfologicz-
nie nabtonek przedni rogéwki in vivo. Moga $wiadczyé
o tym cechy charakterystyczne dla komorek nabtonko-
wych, desmosomy, warstwowy ukfad komérek oraz
obecnos¢ widkienek w cytoplazmie komorek.

Przeprowadzona wstepna analiza morfologiczna
komérek RtCE potwierdza ich przydatnos¢ dla dal-
szych badan cytomorfologicznych, cytogenetycznych
i funkcjonalnych.

Badania te sg obecnie prowadzone w naszym labo-
ratorium w celu ustalenia stabilnosci linii. Obejmujg
one okreslenie czasu podwojenia populacii, kariotypu
komorek, profilu cytokeratynowego oraz produkcji wy-
branych cytokin przez stymulowane i niestymulowane
komorki. Jezeli powyzsze badania pozwola stwierdzié,
iz wyhodowana przez nas linia jest stabilna, bedzie ona
dostepna w ofercie dla zainteresowanych laboratoriow.

Hodowle tych komoérek moga takze stuzyé jako mo-
del do oceny wptywu réznych lekéw oraz czynnikow
fizykochemicznych i biologicznych na wzrost i regene-
racjg rogowki.
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Badania nad wplywem srodkéw hamujacych aktyvyno.éé :
i powstawanie wolnych rodnikéw tlenowych na gojenie sie
doswiadczalnego owrzodzenia rogowki

Streszczenie pracy doktorskiej

Evaluation of the effect of substances inhibiting the activity and generation of free oxygen
radicals on the healing of experimental corneal ulceration

Doctor's thesis summary

Piotr Kawa

Abstract: The purpose of this study was to evaluate healing of experimental corneal ulceration induced by thermal injury after
applying dimethylsulfoxide (DMSO) and sodium citrate. 48 rabbits after corneal ulceration were divided into 4 groups treated
with: 50% DMSO, 10% sodium citrate, both and saline as control. Healing of the comeal ulcer was evaluated by clinical observation,
planimetry of the corneal ulcers and the chemiluminescence of the comeas. Faster healing, smaller surface of the ulceration in
groups treated with DMSO, sodium citrate comparing to control was observed on the 3rd and 6th day after injury.

Stowa kluczowe: oparzenie termiczne, rogéwka, antyoksydanty, chemiluminescencja

Key words: thermal injury, cornea, antioxidants, chemiluminescence

Wolne rodniki, od dawna znane w chemii, uzyskaty
W ostatnim czasie istotne znaczenie w biologii i w medy-
cynie. Stalo sig to z jednej strony z uwagi na zastosowa-
nie wielu nowych metod ich wykrywania, z drugiej zas
z powodu poznania ich roli i dziatania w zdrowych i cho-
rych organizmach. Nadmierna produkcja wolnych rodni-
kow tlenowych Iub obnizenie aktywnosci mechanizmow
zabezpieczajacych przed ich szkodliwym dziataniem
moze prowadzi¢ do uszkodzenia tkanki (8). Ostatnio
ukazaty sie doniesienia na temat udziatu reaktywnych
form tlenu (RFT) w uszkodzeniu rogéwki (1-6). W proce-
sach zapalnych rogéwki, niezaleznie czy czynnikiem
uszkadzajacym jest zakazenie bakteryjne, uraz termicz-
ny czy chemiczny dochodzi do migracji komérek zer-
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nych — granulocytéw obojetnochtonnych, makrofagow,
ktére uwalniaja wolne rodniki tienowe w. procesie tzw.
~Wybuchu oddechowego”. Stwierdzono, ze nadmiar wol-
nych rodnikéw tienowych moze prowadzi¢ do degradaciji
widkien kolagenowych, co klinicznie moze odpowiadaé
owrzodzeniu rogéwki. Zmiany te polegaja na powstawa-
niu krzyzowych wigzar widkien kolagenowych, co jest
zwigzane z przejsciem frakcji kolagenu rozpuszczalnego
W wodzie w kolagen nierozpuszczalny. Zaobserwowano,
ze zaréwno komorki nabtonka, jak i srodblonka wyizo-
lowanej rogowki o wiele diuzej zachowujg swojg zywot-
no$¢ w obecnosci zmiataczy wolnych rodnikéw (5, 15,
16). Wyniki badan sugeruja negatywny wplyw wolnych
rodnikéw tlenowych na komérki srodblonka rogéwki
oraz pozostatych struktur tej tkanki oka. Skionity one do
poszukiwania sposobéw leczenia owrzodzenia rogowki
z zastosowaniem przeciwutleniaczy i $rodkow hamuja-
cych powstawanie wolnych rodnikéw (1-4, 12, 13).

Materiat i metodyka

Do badan doswiadczalnych uzyto 48 krolikow bia-
tych o wadze 2,5-3,5 kg. Znieczulane byly miejscowo
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