Biobank for gyesykdommer

Sammendrag

Bakgrunn. Hornhinnebanker der

man innhenter, preparerer, lagrer

og leverer hornhinner til transplanta-
sjon har eksistert i mange tiar. Sam-
tidig er det etablert nye behandlings-
metoder for gyesykdommer der man
utfgrer allogen transplantasjon av ulike
typer vev fra biobank. Denne utviklin-
gen er et resultat av forskning og
gkende kunnskap om stamceller,
cellekinetikk ogimmunologiske forhold
samt forbedrede teknikker innen celle-
dyrking, lagring av vev og mikrokirurgi.

Materiale og metode. Denne oversikts-
artikkelen er basert pa erfaring med
biobank og klinisk virksomhet ved gye-
avdeling, egen forskning og litteratur
fremskaffet etter systematiske sgk pa
PubMed, Medline og www.google.com.

Resultater og fortolkning. Behand-
lingsmetoder for gyesykdommer der
man transplanterer biologisk materiale
krever velfungerende biobanker som
kan levere donormateriale av hgy kvali-
tet. Ny lovgivning krever godkjenning
av biobanker, og det stilles strenge
krav til rutiner for innhenting og hand-
tering av vev, registrering av opplysnin-
ger samt sikkerhet mot overfgring av
smitte. For a tilby best mulig behand-
ling til pasienter med gyesykdommer
og for fremskritt og forskning innen
norsk oftalmologi er det viktig at Norge
har velfungerende biobanker for gye-
sykdommer.
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@yet er velegnet for transplantasjonskirurgi.
Bestanddelene er anatomisk veldefinerte, og
flere av strukturene er avaskulere. De immu-
nologiske forholdene er gunstige grunnet
tilstedeverelsen av en gye-blod-barriere,
sekresjon av immunsuppresive faktorer, ned-
satt ekspresjon av visse overflatemolekyler
og manglende lymfedrenasje (1). Siden den
forste vellykkede hornhinnetransplantasjo-
nen ble utfort for over hundre ar siden har det
veert en rivende utvikling (2) — flere typer
vev er blitt tatt i bruk til transplantasjon,
lagringsmetoder, nye medikamenter og nye
operasjonsmetoder er utviklet og mikrokirur-
giske teknikker er blitt bedre.

De siste tidrene har man pavist stamceller
1 hornhinnen og fétt gkt innsikt i prolifera-
sjon, differensiering og avstetning av celler
i hornhinneepitelet. Bruk av amnionhinne
gir blant annet mindre inflammasjon og arr-
danning, og amnionhinne er derfor i gkende
grad blitt benyttet ved oyekirurgi. Til sam-
men har dette gitt grunnlag for nye behand-
linger innenfor oftalmologien (3). Det er
videre utviklet teknikker der man innhenter
celler eller vev fra et friskt oye. Dette trans-
porteres sa til biobanken for dyrking i labo-
ratoriet. Deretter blir dyrkede vevsbiter
transplantert til pasienters eyne for & be-
handle sykdom (4, 5).

Nye, raffinerte metoder krever hoy kom-
petanse og stiller store krav til laboratorie-
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forholdene. Tilgangen pd donormateriale
varierer stort mellom ulike land. Forbedrede
lagringsteknikker og transportmuligheter
har gjort utveksling av vev lettere. Alt dette
har fort til sentralisering av biobankvirk-
somhet. Det er en gkende tendens til kjop og
salg av transplantater og vev mellom land,
men det er stor enighet om at biobanker skal
veare nonprofitforetak.

Gjeldende lover (6, 7) og forskrifter (8, 9)
med strenge krav til innhenting og hénd-
tering av vev, behandling og registrering av
opplysninger, samt sikkerhet med tanke pa
overforing av smitte, gjor ogsd at det er hen-
siktsmessig & legge virksomheten til sentra-
liserte biobanker.

Hornhinnetransplantat
Hornhinnetransplantasjon er verdens hyp-
pigste transplantasjon. Hvert &r utfores det
til sammen ca. 100 000 slike operasjoner
i Europa og USA. Verdens forste ble utfort i
1905 av Eduard Zirm i det som i dag er
Tsjekkia. Den forste hornhinnetransplanta-
sjonen i Norge ble utfort i 1933 av Per Riise.
I dag gjeres det i underkant av 200 slike ope-
rasjoner hvert ar ved 4—5 gyeavdelinger her
ilandet. Grunnet begrenset tilgang pa donor-
hornhinner er man ved flere gyeavdelinger
nedt til i kjope hornhinner fra utlandet til en
pris av ca. 10 000—12 000 kroner per trans-
plantat. En oversikt over hornhinnetrans-
plantasjon er tidligere publisert i Tidsskriftet
(10).

Pé begynnelsen av 1900-tallet brukte man
ferske hornhinner fra gyne som var fjernet
fra pasienter grunnet gyesykdom eller ska-
der. Fra 1930-arene gikk man gradvis over
til & bruke hornhinner innhentet fra avdede
donorer. Hornhinnene ble enten brukt ferske
eller etter oppbevaring av hele gyet i en be-
holder med lokk ved 4 °C. Maksimal oppbe-
varingstid fer transplantasjon var 2—3 degn,
operasjonene kunne derfor i liten grad plan-
legges pa forhand.

Hovedbudskap

m Nye ogforbedrede behandlingsmetoder
for gyesykdommer der man transplan-
terer biologisk materiale er utviklet

m Biologisk materiale behandles og lag-
res i biobanker

m Det erviktig at Norge har velfunge-
rende biobanker for gyesykdommer
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Figur 1 Donorhornhinne i lagringsmedium

11970-arene ble det utviklet nye lagrings-
metoder der bare selve donorhornhinnen
med en skleral brem ble plassert i et flytende
lagringsmedium. Denne metoden er i dag
dominerende. I Europa brukes hovedsakelig
et medium tilsatt serum og antibiotika.
Transplantatet kan lagres ved 31-37°C
iopptil fire uker for operasjonen (fig1).
I USA og noen andre land lagres donorhorn-
hinner ved 4 °C i medium uten serum, derfor
er maksimal lagringstid begrenset til to uker.
Et alternativ er nedfrysing av selve hornhin-
nen. Kryolagring gir mulighet for en oppbe-
varingstid pa flere maneder, men grunnet
celletap i donorhornhinnen brukes denne
metoden lite i dag.

I begynnelsen var det vanligvis operato-
ren selv som innhentet donorhornhinnene.
Gradvis ble hornhinnebanker etablert. Mo-
derne hornhinnebanker folger internasjonale
rutiner for innhenting, oppbevaring og kva-
litetssikring av donormateriale, noe som er

lm““l!lnu“”“2'“1””'%"

Figur 2 Tarsalplater
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nedfelt i retningslinjene til den europeiske
og den amerikanske biobankorganisasjonen
for gyesykdommer (11, 12). En viktig kvali-
tetsindikator er endotelcelletettheten. Dette
cellelaget dekker innsiden av hornhinnen,
det regulerer hornhinnens vann- og ionekon-
sentrasjon og har begrenset regenerasjons-
evne. Et darlig fungerende hornhinneendotel
vil gi et redt, smertefullt gye med uklar
hornhinne. En hornhinne med lav endotel-
celletetthet kan ikke brukes til transplanta-
sjon og mé forkastes.

Det hersker ulike oppfatninger av hvor
lang postmortemtid man kan tillate seg i
henhold til innhenting av donorhornhinner.
Hornhinnen er et avaskulert vev, og celler
overlever flere dager post mortem (13) grun-
net diffusjon av oksygen og nedsatt metabo-
lisme under hypoterm lagring for obduk-
sjon. Ved hornhinnebanken ved Ulleval uni-
versitetssykehus har man satt grensen for
innhenting av donorhornhinner til 36 timer
post mortem. Eksklusjonsfaktorer for bruk
er mistanke om smitte, uklar nevrologisk
sykdom, lymfom, leukemi, malignitet i oyet
eller tidligere oyekirurgi hos donor. Det tas
serologiske prever med tanke pa hepatitt B
og hepatitt C samt hiv.

Pa operasjonsbordet brukes en trepan som
skjerer ut transplantatet med neyaktig
diameter, vanligvis 7,5—8,25 mm. De siste
arene er det utviklet nye teknikker med
lameller transplantasjon av enten bare bakre
eller bare fremre del av hornhinnen eller
bare av Descemets membran med endotel-
cellelaget (14, 15). Disse teknikkene er nylig
tatt i bruk i Norge. Etter transplantasjonen
brukes kortikosteroideyedréper for & unnga
avstetning, vanligvis i nedtrappende dose i
6—12 méneder.

De vanligste indikasjoner for hornhinne-
transplantasjon i dag er keratokonus, bulles
keratopati grunnet endotelcelletap og horn-
hinnearr. Resultatene er gode. Retransplanta-
sjon gjeres pa grunn av avstetningsreaksjo-
ner, endotelsvikt, operasjonssarruptur eller
residiv av grunnsykdom (10).

Det er utviklet hornhinner av ulike typer
kunstig materiale, sdkalte keratoprosteser.
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Slike har vert benyttet ogsa i vart land i en
arrekke (16). Dog er dette forbeholdt tilfeller
av uttalt eyesykdom der man ikke kommer
til malet med vanlig hornhinnetransplanta-
sjon. Eksperimenter med kunstige biolo-
giske hornhinner er lovende, men det vil ta
tid & utvikle et fungerende transplantat (17).

Oyelokkets tarsalplate

Tarsus er en bueformet bruskplate som gir
oyelokkene struktur og form. Tarsalplatene
befinner seg i de ovre og nedre oyelokkenes
bakre del, like under conjunctiva. De bestér
av tett fibrest bindevev og lipidproduserende
Meiboms kjertler og har en tykkelse pa
1-1,5 mm (fig 2). For transplantasjonsbruk
kan denne bruskplaten innhentes fra ovre
oyelokk innen 48 timer post mortem. Malig-
nitet og mistanke om smittsomme sykdom-
mer hos donor er eksklusjonsfaktorer. Tarsal-
platen dissekeres forsiktig ut fra gvre gye-
lokk og legges i sterilt saltvann for transport
til biobanken. Deretter prepareres den, skyl-
les og lagres opptil 12 maneder pé absolutt
alkohol ved 4 °C. Tarsalplater brukes i
okuloplastisk kirurgi til rekonstruksjon av
oyelokk. Tarsus er en avaskulaer struktur,
avstetning er et lite problem. Systemisk im-
munsuppresjon er ikke nedvendig.

Sclera

Sclera utgjor hoveddelen av gyeeplets vegg
og bestdr av kollagene og elastiske fibre.
Vanninnholdet er ca. 70 %. Sclera penetreres
av blodkar, men vevet er i hovedsak avasku-
leert. Tykkelsen er ca. 0,5 mm. Til eyekirurgi
foretrekkes de tynneste delene, som befinner
seg under de rette syemusklene. Sclera kan
lagres pa alkohol, i glyserol eller nedfryst. Et
skleralimplantat brukes ved behandling av
skader i oyeveggen og ved skleral nedsmel-
ting, som kan forekomme ved for eksempel
skleromalasi ved revmatoid artritt. I tillegg
kan skleralimplantat benyttes ved ventilkir-
urgi innen glaukombehandling. Transplanta-
tet dekker ventilslangen (fig 3) og hindrer
dermed erodering gjennom conjunctiva.

Epitelcelletransplantat

Okt innsikt i cellekinetikk og péavisning av
stamceller i hornhinnens ytre epitellag har
gitt opphav til nye behandlingsmetoder (18).
Cellene i hornhinneepitelet prolifererer og
avstates kontinuerlig, men i motsetning til
hudens epitelceller finnes stamcellene bare
basalt perifert langs limbus i 360° og ikke i
hele basallaget (fig 4). Tanken om at cellene
med heyest proliferativt potensial kunne
befinne seg perifert, ble forst lansert av de
norske legene Davanger & Evensen (19).
Det er vist at cellene beveger seg bade mot
sentrum og mot overflaten av hornhinnen for
de avstetes.

Ved blant annet etseskader, Steven-John-
sons syndrom og enkelte andre overflatesyk-
dommer i gyet kan stamcellemangel oppsta,
og hornhinnen vil ikke kunne dekkes av nor-
malt epitel. Pasientene vil ofte utvikle store
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epiteldefekter som vanskelig lar seg tilhele,
og en kronisk tilstand med smertefullt aye
og sterkt redusert syn er ofte resultatet.

Ved ensidig stamcellemangel i hornhin-
neepitelet kan man transplantere limbalt vev
fra pasientens friske oye (20). Ved bilateral
lidelse ma man derimot ta en limbal biopsi
fra en donor, enten en levende slektning eller
en avded. Vanligvis vil man transplantere
flere halvmaneformede biter av limbalt vev
samtidig.

1 de siste drene har man imidlertid utviklet
en alternativ behandlingsmetode for pasien-
ter med stamcellemangel i hornhinneepi-
telet. Denne metoden inneberer & dyrke
stamceller og celler med heyt proliferativt
potensial i biobanken for transplantasjonen.
Celler innhentes i form av en liten biopsi fra
limbus. Ved ensidig sykdom kan friskt vev
innhentes fra pasientens friske oye (5), ved
bilateral sykdom ma vev enten tas fra en
levende slektning eller en avded eller fra
korneosklerale ringer, som er restmateriale
etter hornhinnetransplantasjon. Biopsien
plasseres i et medium, og i lepet av noen
uker i cellekultur utvikles et flerlaget epitel.
Systemisk antisuppresjon er nedvendig der-
som transplantatet er hentet fra en avded.
Det er flere fordeler med et dyrket epitel-
transplantat sammenliknet med direkte
transplantasjon av limbalt vev. Man trenger
betydelig mindre vev, det gir redusert risiko
for skade av donorayet. Dessuten inneholder
et dyrket transplantat flere celler med hoyere
proliferativt potensial.

En konvensjonell hornhinnetransplanta-
sjon vil ikke hjelpe hos pasienter med stam-
cellemangel i epitelet, fordi transplantatet
som innopereres ikke inneholder den peri-
fere delen av hornhinnen der stamcellene be-
finner seg.

Amnionhinne

Amnionhinnen har unike immunologiske
egenskaper, og dette utnyttes i kirurgisk
bruk. Amnionhinnen er avaskular og ernee-
res av amnionvassken. Den bestar av epitel,
basalmembran og en matriks som hoved-
sakelig er sammensatt av kollagen med fi-
broblaster. Amnionhinnen inneholder man-
ge forskjellige cytokiner. Den inneholder
ikke vanlige HLA-antigener.

Innhenting av amnionhinne skjer i forbin-
delse med planlagt keisersnitt. Skriftlig sam-
tykke fra den gravide skaffes pa forhand.
Amnionhinnen med chorion lesnes fra res-
ten av morkaken (fig 5) og transporteres til
biobanken. Hinnen vaskes godt for den leg-
ges med epitelsiden ned pa en nitrocellulo-
semembran og chorion fjernes. En amnion-
hinne klippes i ca. 40 biter pd 2 X 2 cm. Den
kan oppbevares i opptil 12 maneder ved
—80 °C.

Amnionhinne har vert benyttet til hud-
transplantasjon i nesten 100 ar (21). Bruk
innenfor eyekirurgi ble forste gang beskre-
vet 1 1940 (22). I mange ar ble bruken av
amnionhinne lagt til side, men i 1980-arene
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oppsto det fornyet interesse — sarlig ble
dette vevet benyttet i forbindelse med kon-
junktivale rekonstruksjoner. I dag brukes
amnionhinne mest i forbindelse med be-
handling av symblefarondanning i conjunc-
tiva, persisterende hornhinneepiteldefekter
og spontane hornhinneperforasjoner. Det
har vist seg at bruk av amnionhinne gir redu-
sert inflammasjon, arrdanning og angioge-
nese og fremmer epitelialisering. De siste
arene er det ogsa utviklet teknikker der am-
nionhinne brukes ved glaukomkirurgi (23).
I tillegg kan den benyttes som et substitutt
for basalmembranen ved celledyrking.

Nye transplantasjonsteknikker

Flere behandlingsmetoder er under utvikling
—noen er nye, andre er forbedringer eller er-
statninger for eldre metoder. Felles for me-
todene er at de stiller ytterligere krav til bio-
banken.

Tradisjonell hornhinnetransplantasjon vil
i mange tilfeller veere en grov metode. Horn-
hinnen har tre cellelag. Dersom sykdoms-
forandringene bare er lokalisert til det in-
nerste endotelcellelaget, kan man nd bare
transplantere endotelet med basalmembran.
Dette transplantatet ma imidlertid hentes fra
en vanlig donorhornhinne. Det er holde-
punkter for at det finnes stamceller i horn-
hinnens endotel (24). Dette gir mulighet for
selektiv hesting av stamceller og celler med
hoyt proliferativt potensial. Stamcellene i
endotelet kan dyrkes i laboratoriet. Det
arbeides med metoder der man kan erstatte
skadet eller sykt endotel med dyrkede endo-
telceller.

Miljeet avgjor cellenes fenotype, og lite
differensierte celler er spesielt pavirkelige.
I Japan har man utfort transplantasjon med
dyrkede celler fra oral mucosa til hornhin-
nens epitelcellelag for korneal rekonstruk-
sjonskirurgi (25). Forbedrede metoder for
lagring av biologisk materiale forer ogsa til
at dyrkede cellelag forst kan produseres i en
biobank og deretter transporteres til en gye-
avdeling for klinisk bruk (26).

Retinas fotoreseptorer er nevralt derivert
vev og har i likhet med nevroner svart be-
grensede muligheter for proliferasjon. Etter
for eksempel skade eller karokklusjon i nett-
hinnen der de affiserte retinale cellene.
Imidlertid er det indikasjoner pa at det finnes
stamceller eller lite differensierte celler ogsa
i netthinnens fotoreseptorlag, og det har lyk-
tes & dyrke disse cellene ex vivo. Dette kan
gi mulighet for behandling av retinale syk-
dommer med dyrkede retinale stamceller i
fremtiden.

Lovregulering og organisering

Virksomheten i en biobank reguleres av flere
lover. Transplantasjons- og obduksjonsloven
av 1973 (6) med senere forskrift (8) omfatter
innhenting av materiale. Biobankloven av
2003 (7) regulerer innhenting, oppbevaring
og behandling av vev. En gyemedisinsk bio-
bank er en behandlingsbiobank, de sterste
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Figur 3 Glaukomoperasjon med implantering av
ventil. Skleraltransplantat (S] skal legges over en
ventilslange [pil). @verst i bildet vises cornea (C).

Ventilen ligger under conjunctiva (nederst i bildet]

biobankene er de som lagrer dedt materiale
for diagnostikk i patologifaget. I 2006 tradte
Forskrift om krav til kvalitet og sikkerhet ved
héndtering av humane celler og vev i kraft
(9). Denne forskriften bygger pad et EU-
direktiv fra 2004 (27) om fastsetting av stan-
darder for kvalitet og sikkerhet ved donasjon,
uttak, testing, prosessering, konservering,
oppbevaring og distribusjon av humane cel-
ler og vev.

En biobank for pyesykdommer ligger van-
ligvis 1 tilknytning til en gyeavdeling. Dette
er hensiktsmessig for drift og kommunika-
sjon. I dag har de sterre gyemedisinske bio-
bankene eget personale, og i USA finnes det
ogsa sertifisering av syebankteknikere. Noen
land, for eksempel Danmark, har en stor na-
sjonal biobank for eyesykdommer som for-
syner hele landet, Sverige derimot har seks.
I USA finnes det litt over 100 gyemedisinske
biobanker fordelt pa de 52 statene.

Tendensen de siste tiarene i vestlige land
har vert en gradvis ekende regulering — det
er blitt strengere krav til samtykke og til pro-

b

Figur 4 a) Hornhinnens epitellag har stamceller
som befinner seg i 360° ved limbus [pil). b] Tverr-
snitt av fremre del av gyet. Utsiden av hornhinnen
er dekket av et flerlaget epitel, innsiden av et
enlaget endotel
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Figur 5 Preparering avamnionhinne

vene for & avslere mulighet for smitte, regu-
lering av laboratoriefasiliteter, strengere
krav til personvern og lagring av sensitive
opplysninger og okt kontroll og rapporte-
ringsplikt til ulike instanser. Dette har gitt
betydelig vanskeligere tilgang pa hornhin-
ner til transplantasjon. Donorgyne innhentes
i Norge i dag bare fra avdede som obduseres.
Ved donasjon av hjerte, nyrer, lever og buk-
spyttkjertel tas organene ut for en eventuell
obduksjon, og donor ma holdes sirkulert av
blod inntil organuttaket. I Norge finnes det i
dag ikke noe nasjonalt register over organ-
donorer. Stiftelsen Organdonasjon har laget
et donorkort som man kan fylle ut og legge i
lommeboken, men @yedonasjon er ikke
nevnt der. Man kunne i tillegg tenke seg en
ordning der donorstatus fremgar av forer-
kortet.

Konklusjon

Strengere regulering for innhenting av vev,
heyere krav til laboratoriefasiliteter, synken-
de obduksjonstall og uklarheter omkring
samtykke har fort til vanskeligheter med &
skaffe nok donormateriale i Norge, som i
mange andre land. I dag er det relativt lange
ventelister pd4 hornhinnetransplantasjon pa
grunn av mangel pa donorhornhinner. Horn-
hinnetransplantasjon er ofte eneste behand-
lingsalternativ for pasienter med langtkom-
met hornhinnesykdom. I mange tilfeller gir
transplantasjon pasienten betydelig bedre
syn.
En biobank gir gode muligheter for eks-
perimentell forskning pa biologisk materiale
og pa sykdomsmekanismer. Den tette for-
bindelsen mellom eksperimentell oftalmolo-
gisk forskning og klinisk oftalmologi har
vert fruktbar og har resultert i utvikling av
nye metoder som raskt er blitt tatt i bruk og
har gitt nye behandlingstilbud. For et full-
godt tilbud til norske pasienter er velfunge-
rende biobanker for syesykdommer viktig.
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