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Bevezetés

A szaruhartya a szem eliils6 részet alkotd atlatszo, lamellaris szerkezetii szovet, mely az alébbi 5
rétegb6l all (el6lr6l hatrafelé haladva): epithelium, Bowman-membran, stroma, Descemet-
mebran, endothelium. A hadm folyamatos megujulasra képes, melynek soran a felszinen 1évo
sejtek lelokddnek és helyiiket a periféria feldl centripetalisan mozg6, a limbus basalis
epitheliumabdl kiindul6 sejtek veszik at. A limbus a corneoscleralis hataron elhelyezkedd, kb.
1,5-2 mm széles terulet, mely radier iranya kriptakbol és un. Vogt-paliszadokbdl all, melyekben
a limbalis Ossejtek (LESC-ek) egy specialis mikrokdrnyezetben, a limbalis niche-ben
helyezkednek el. A LESC-ek olyan unipotens 6ssejtek, melyek relativ differencialatlan allapotot
tartanak fent a niche-ben, de magas proliferacios potenciallal rendelkeznek. Aszimmetrikus
osztodas réven létrejott sejtek a centum felé migralnak, egyre jobban megkoézelitve a felszint,
mig végul elveszitik proliferacios képességiket es terminalisan differencialt centralis epithelialis
sejtekké (CEC) valnak. Az &ssejtek szamanak csokkenése vagy a mikrokdnyezetben
bekovetkezé zavarok fajdalmas epithelidlis defektusokat, stromalis hegesedést, cornedlis
neovascularisatidt, conjunctivalizaciét okozhatnak, mely l4tds csokkenéséhez, végsd esetben

latasvesztéshez vezethet.

A limbalis 0Ossejt-elégtelenség (LESCD) kezelése a betegség sulyossagatol fiigg: sulyos
esetekben invaziv beavatkozasra lehet sziikség. Az egyik ilyen lehet6ség az ssejtek grafttal valo
potlasa, mely szarmazhat a beteg ellenoldali, egészséges szemébdl vett limbalis biopsziabdl,
vagy allograftbol, bar ez utobbindl hatranyt jelent a donorhidny, valamint a szisztémas
immunszuppreszio szikségessége. Autogén graftok hasznalataval jo eredmenyt lehet elérni, bar
ez kétoldali esetekben nem alkalmazhato ill. nagyobb méretii szovet atiiltetése esetén fennall
annak a kockazata, hogy az addig egészséges szemben is LESCD-et indukalunk. Ennek elkertlés
érdekében kifejlesztettek egy ex vivo tenyésztési modszert, mellyel a betegbdl,
hozzétartoz6jabol vagy cadaver donorbol szarmazo kis méretli biopszids mintat expandalhatjak
(CLET: cultured limbal epithelial cell therapy). A LESC-ek kultivaciojanak segitésére kiilonb6zo
szintetikus vagy biologiai scaffoldot alkalmazhatnak, melyek eldsegitik a sejtlemezek
kialakulasat, amelyeket azutan az erintett szemekbe juttatnak. A leggyakrabban hasznélt ilyen
hordoz6 a human amnionmembran (HAM), mely amellett, hogy avascularis szdvet, anti-

inflammatorikus és angiogenezist gatld tulajdonsagokkal is bir. A LESC-ek feeder-layeren



(taplald sejtrétegen) valo tenyésztése szintén elterjedt modszer, melyhez altalaban inaktivalt egér
eredetii 3T3 fibroblasztokat vesznek igénybe. Az elmdlt években az ezen a terlileten végzett
szamos Kkutatas ellenére a hosszu tadvon ex vivo tenyésztett LESC-ek jellegzetességeinek

vizsgélatara még nem kerdlt sor.

A cornea stroma f6 alkotoeleme a vizben gazdag extracelluldris métrix (ECM), melynek
legnagyobb részét lamellakba rendez6dott I-es és V-0s tipust kollagén képezi. Ez a szabalyos
szerkezetli lemezes struktira biztositja a Sszaruhartya atlatszésagat. A centralis stromaban
talalhaté un. cornea stroma eredetii mesenchymalis ssejt-szeri sejtek (CSMSC-k) multipotens
6ssejtek, melyek képesek in vitro ,trilineage” differenciacidra, zsir-, csont- és porcszovetté
alakulni, valamint keratocytdk ¢s idegi sejtek is létrejohetnek beldliik. Bizonyos fokua
immunszuppressziv tulajdonsaggal is rendelkeznek, ami a helyi mikrokdrnyezet immunologiai
szabalyzasaban, a cornea stroma és epithelium regeneréacidjdban betdltott fontos szerepére
utalhat. Kimutattak, hogy a CSMSC-k expresszaljak az MSC-k fontos markereit, &m negativak a

hematopoietikus sejtvonal és az aktivalt sejtek markereire.

A Schnyder cornea dystrophia ((SCD), korabbi nevén Schnyder kristalyos cornea dystrophia)
egy ritka, 6rokl6do, progressziv betegség, melyben kétoldali, fokozodd subepithelidlis homalyok
jelennek meg. A homalyokat extra- és intracellularisan elhelyezkedd koros foszfolipid és
koleszterin felhalmoz6das okozza , az utébbi a Bowmann-membrant is érintheti. A betegség
el6z6 elnevezésében szereplé kristalyos sz6 azokra a sargas-fehér, tii alakt depozitumokra utal,
melyeket korabban szlikségesnek tartottak a diagnozis felallitdsdhoz. Mara bebizonyosodott,
hogy a betegek csupan 50%-aban lathato ez az elvaltozds. Az SCD genetikai hattereként az 1
kromoszoéman (1p36.3) elhelyezkedé UBIAD1 (UbiA Prenyltransferase Domain Containing 1)
gén mutéciojat irtak le, mely egy koleszterin és foszfolipid metabolizmusban résztvev fehérjét
kodol. Jelenleg nem ismert olyan kezelés, mellyel a betegséget gyogyitani vagy a progressziét

lassitani lehetne.

Elektronmikroszképos vizsgalattal a szaruhartydk stroméajaban multilamellaris testeket (MLB)
figyelhetiink meg. A kerek, 100-2400 um atmér6ji vezikulumokat koncentrikus elrendez6désii,
elektron denz, lipoproteinben gazdag lamelldk toltik ki. Az MLB képzodés fiziologias
korulmények kozott is jelen van bizonyos sejtekben (pl surfactant termelé pneumocytak), de

patoldgias elvaltozasok (pl. lizoszomalis tarolasi betegségek) is vezethetnek kialakulasukhoz.



Képz6désiikrél bebizonyosodott, hogy autofagiafiiggé mechanizmus. Az autofagia soran a
cytoplazméaban talalhatd, lebontasra itélt anyagok lizoszémalis degradacidja torténik, majd a
bomlastermékek Ujrahasznosulnak. Elengedhetetlen a homeosztazik fenntartdsdhoz. Stressz
hatasara az autofagia upregulalédik, hogy megvédje a sejtet a lehetséges karosodasoktol. Az
autofagias  vakuolumok (AV-k) és az MLB-k lizoszomalis jellege hasonld kialakulasi
mechanizmusra utal. Az autofagia stimulalhato éhezéssel és rapamicinnel (RAP), és gatolhato 3-
metiladeninnel (3-MA).

Célkituzések

1. LESC-ek izolalasa és hossz( tavu tenyésztése scaffold vagy specialis fellletkezelés
alkalmazésa nélkil, olyan téapfolyadékban,mely tapanyagforrasként csak szérumot
tartalmaz.

2. A hosszu tavon tenyészetett LESC-ek jellemzése morfologiai (fénymikroszkdpia,
transzmisszios elektronmikroszkop (TEM)) és molekularis bioldgiai (immunfluoreszcens
festés, aramlasi cytometria, viabilitas teszt) vizsgalatokkal.

3. Az ex vivo hosszu tavon tenyésztett LESC-ek felszini marker expressziojanak
dsszehasonlitasa az ex vivo rovid tavon tenyésztett LESC-ek markereinek vizsgélataval
kapott korabbi eredményeivel.

4. CSMSC-k izolalasa a cornea centralis részébdl és hosszii tdva tenyésztésik MLB
képz6dés indukcidjanak céljabol.

5. Az autofagia MLB képzbédésre kifejtett hatasanak vizsgalata a hosszu tavon tenyésztett
CSMSC tenyészetekben.

6. A hosszu tavi CSMSC tenyészetek SCD modellként vald alkalmazasi lehetdségének

vizsgalata a betegség tanulmanyozésara.
Anyagok és médszerek
Szovetgylijtés és sejtizolalas

Minden szovetgylijtés a Helsinki Deklaracioban foglalt iranyelveknek megfeleléen, a Regionalis
Etikai Bizottsag engedélyével (DEOEC RKEB/IKEB 3094/2010 és 14415/2013/EKU-183/2013)
tortént. A limbalis és cornea szdvetet cadaverekbdl izolaltuk, a halalt kovetd 12-24 6ran belll. A



LESC-ek izolalasa soran a limbus teriiletérdl felszinesen haladva téglalap alaka szovetrészeket
preparaltunk lamellald kés segitségével. CSMSC izolalaskor a cornea centralis részének
lamellald késsel valo eltavolitasa utan, a kapott korongrol lekapartuk a hamot és az
endotheliumot. Az igy megmaradt stromaszovetet ezutan tébb apré darabra vagtuk.

Sejttenyésztés

A limbaélis graftokat 24-lyuku sejttenyészté edénybe helyeztik, tetejukre viscoelasticus anyagot
(ProVisc, Alcon) cseppentettiink a letapadas elésegitésére. Ezeket a sejteket 10% FCS-t (
Sigma-Aldrich), 200mM/mL L-glutamint (Sigma-Aldrich) és 1% antibiotikum-antimikotikum
oldatot (PAA) tartalmaz6 DMEM (Sigma-Aldrich) tapfolyadékban tenyésztettiik 37°C-on, 5%
CO2 mellett.

A cornea stroma graftokat 10% FCS-t ( Sigma-Aldrich) és 1% antibiotikum-antimikotikum
oldatot (PAA) tartalmazé alacsony glikoz tartalmid DMEM (Sigma-Aldrich) tapfolyadékban
tenyesztettiik 37°C-on, 5% CO2 mellett, 24-lyuku sejttenyészté edényben.

A médiumot mindkét esetben masnaponta cseréltiik, passzazs nem tortént. A sejttenyészeteket

faziskontraszt mikroszkoppal rendszeresen monitoroztuk.

Hossz( tavl tenyésztés (>3 honap) utan a CSMSC kultdrakon autofagiat indukal6 ill. gatlé
kezelést végeztiink. Az autofagia fokozéasat szérummegvonassal (szérum mentes tapfolyadék
hasznélata) vagy rapamycin (RAP) (Sigma-Aldrich) kezeléssel (50nM), gatlasat 3-methyladenin
(3-MA) (Sigma-Aldrich) kezeléssel (10nM) idéztiik elé, melynek idétartama mindharom esetben
24 Ora volt. Ezek utdn a membrant alkoto tenyészeteket csipesz segitségével gyujtottik be

tovabbi vizsgalatok céljara. A tenyészetek atlagéletkora ekkor 239 + 130 nap (n = 3) volt.
Eletképesség vizsgalat és sterilitasi teszt

A LESC tenyészetekben az é16 sejtek szamat CellTiter-Glo® Luminescent Cell Viability Assay
segitségevel ill. tripan-kék Kkizarasi teszttel hataroztuk meg. A tenyészetek Mycoplasma
kontaminacidjanak kizarasa céljabol rendszeres ellenérz6 vizsgalat tortént (Mycoalert PLUS
Mycoplasma Detection Kit, Lonza), melyet akkreditalt mikrobioldgiai laboratérium végzett

(Debreceni Tudomanyegyetem).



Immunfluoreszcens festés

A begyljtott és 4%-0s PFA-ben fixalt szOveteket paraffinba agyaztuk, metszettiik, majd
elsédleges- és fluoreszcensen jeldlt masodlagos antitesttel jeloltik. Magfestéshez DAPI-t
hasznaltunk. A LESC mintak jellemzésére 6ssejt- (ABCG2, CK15, CK19, Vim), proliferacios-
(p63a, Ki-67), limbalis epithelidlis sejt- (CK8/18) és differencialt cornea epithelium sejt (CK3
and CK12) markereket hasznaltunk. Az ECM 0Osszetételének elemzésere I-es, 1V-es és V-0s
tipusi kollagén festést veégeztink. A CSMSC mintdkban az autofagia jelenlétét ill.
indukcidjanak/ gatlasanak hatasat microtubulus-asszocilt protein 1 konnyt lanc 3 (LC3) és p62,
mas néven sequestosome 1 (SQSTM1) markerek hasznalataval vizsgaltuk. A fluoreszcens képek
ZEISS Axio Observer. Z1 és EVOS FL mikroszkdppal késziiltek. A felvételek elemzését Image

J szoftver segitségével végeztik el.
LESC-ek immunfenotipizalasa aramlasi cytometriaval

A LESC-ek sejtfelszini fehérje expressziojat FITC, PE és APC fluorokrommal konjugélt
antitesttel jeloltuik CD47,CD90/Thy-1, CD117/c-kit, CD146/MCAM, CD166/ALCAM, CXCR4
(R&D) ellen. A mintak lemérése FACS Calibur aramlasi cytométerrel (BD Bioscience) tortént,

majd az eredményeket Flowing Software 2.5-tel (PerttuTerho) értékeltik ki.
Transzmisszios elektronmikroszképia (TEM)

A TEM elemzéshez a LESC-eket frissen készitett rogzitdoldatban (2% glutaraldehidet tartamazé
kakodilat-puffer (pH 7,4)) fixaltuk egy éjszakan at 4°C —on.

A CSMSC-ket frissen készitett, 2.5% glutaraldehidet és 4% paraformaldehidet tartalmaz6 0.2
M kakodilat pufferes rogzitdoldatban taroltuk 24 6rén at, szobahémérsékleten. Fixalas utan PBS-
ben taroltuk 4°C-on tovabbi feldolgozasig.

Mindkét fajta sejtet tartalmazo mintat 1%-0s ozmium-tetroxidos utofixalast kovetéen novekvo
alkoholsorban dehidraltuk, végil Eponba (Electron Microscopy Sciences) agyaztuk be. A Leica
Ultracut Ultramicrotommal készitett ultravékony metszeteket uranil-acetattal és 6lom-citrattal

festettiik meg. A képeket Tecnai 12 transzmisszios elektronmikroszkoppal (Philips) készitettuk.

Statisztikai vizsgalat



Egy adott markerre pozitiv sejtek szadzalékos aranya harom filiggetlen vizsgalo altal, egy
latotérben szamolt sejt alapjan keriilt meghatarozasra. Az eredményeket atlag + SD vagy SEM
formaban adtuk meg. Minden vizsgélatot legaldbb h&romszor ismételtink meg és minden
mintdbdl harom technikai parhuzamost képeztink. A csoportok kozotti statisztikailag
szignifikans kilonbséget Student-féle t-teszttel hataroztuk meg és a p <0.05 értéket tekintettiik

szignifikansnak.
Eredmények

LESC —ek 3 dimenzios szovettenyésztése

A limbalis tenyészeteknél 5-7 nap utan figyeltiink meg eldszor sejteket az explantdtumok
szélénél faziskontraszt mikroszkoppal, melyek 2 héten belul konfluens sejtréteget képeztek, majd
a 4. hét végére tobbrétegli, 3 dimenzids szerkezetet hoztak létre. Hossz( tavu kultivéacié utan az
edény aljat kit6ltd, makroszkoposan is lathatd, vastag membran alakult ki, mely csipesszel

megragadva felemelhetd.

A membranok immunfluoreszcens festése sordn kiilonbozé mintazatot figyeltink meg az

explantatumhoz kdzelebb és az explantatumtdl tavolabb esd teriiletek kozott.

A differencialt cornea epitheliumra jellemzd CK3 és CK12 markerek koziil az eldbbi negativ
volt mindkét részen, mig az utébbi esetében az explantatumhoz kozel latott enyhe pozitivitas
(18.1+1.6%) a tavolabbi részek sejtjeiben még tovabb csokkent (7.4+2.4%). CK19 festddés a
sejtek 12.0+1.3%-ban volt megfigyelheté a graftokhoz kozel és 20.3+2.7%-ban a graftoktol
tavol. Az ABCG?2 putativ Gssejt-marker expresszidja 6.0+1.7% volt a proximalis és 9.8+2.0% a
distalis terlleteken. A CK15 pluripotencia marker az explantatumokhoz kozeli sejtek
15.6+2.5%-4ban, mig a tavoli sejtek 54.3+1.2%-aban volt detektalhatdé. A sejtmagi p63 és a
cytoplazmatikus Vim ko-lokalizaciojat lattuk a kozeli sejtek 8.6+0.1% és a tavoli sejtek
67.3+3.7%-aban. A Ki-67 proliferacidés marker a sejtek 5,0 + 0,1% -a4ban mutatott pozitivitast. A
kollagén I, IV és V markerek a membran egész teriiletén festddést mutattak. A sejtmagok DAPI-
val valo megfestése utan lathato valt, hogy a graftok gyakorlatilag sejtmentessé valtak, a beldliik
kinovo sejtek az explantatumot koriilvevé tobbrétegti ECM-bedgyazodva helyezkedtek el.



A hosszl tavu sejtkultdrak életképessege 90% feletti volt, hasonldan a rovid tavu tenyészetekhez.
TEM vizsgalata lathatd volt a tobbrétegii ultrastruktara ill. a sejtek kozott desmosomak voltak

megfigyelhetdk.

A hosszu tavon tenyésztett LESC-k immunfenotipusat 6sszehasonlitottuk a révid tadva LESC-k
sejtfelszini marker expresszids profiljaval. CD117 / c-kit (korai progenitor/ pluripotens 8ssejt
marker) expressziojat (0,6 £ 0,1%) kifejez6déséneck vizsgalatkor a marker eltlinése volt
megfigyelhetd a hosszh tava kultirdban. A CD34-et nem expresszaltak sem a hosszU tavu, sem a
rovid tdva LESC-ek. Az 6ssejt vandorlas szabalyozasaban fontos szerepet jatsz6 CXCR4
kemokin receptor expresszidja 22,4 + 10,3% volt a hosszu tavu tenyészetekben, &m nem volt
detektalhatdé a rovid taviakban. A CD47 magas expresszidja (95,0 £ 2,6%) mindkét
adhesion molecule (PECAM) egyik sejttipuson sem lehetett kimutatni, Kizarva ezzel az
endothelialis kontaminacidt. A kornyez6 ECM-mel és mas sejtekkel vald kdlcsdnhatasban
résztvevo sejtfelszini adhézios molekulakban bekovetkezett valtozasokat vizsgélva kiderdilt,
hogy a CD146 /| MCAM (45,0 = 63,0%) és a CD166 / ALCAM (64,16 + 12,7%) expresszidja
jelentésen csokkent, mig a CD44 / homing-essociated cell adhesion molecule (H-CAM)
kifejez6dése szignifikdnsan novekedett (73,4 + 3,1%) (p <0,001) a hossz( tava LESC

tenyészetekben.
SCD modellezése haromdimenzids human corneal stroma eredetti szovetkultiraval

A CSMSC tenyészetekben a 2. héten jelentek meg fibroblast jellegli sejtek az explantatum
szélénél, amik a 2.-3. hét soran konfluens réteget hoztak 1étre, majd tobbrétegii valas utan a 4.-5.
hétre alakitottak ki 3D-s struktdrat. Immunfluorszcens festéssel a de novo lérejott ECM
depozicio volt megfigyelhetd, mely a nativ stromahoz hasonldéan I-es tipust kollagénbdl épiilt
fel. TEM vizsgalattal nagy mennyiségi MLB képzodés volt lathatd. RAP kezelés és
szérummegvonas hatasara at MLB-k expresszidja ndvekedett, mig 3-MA kezelés hatasda szamuk
csokkent. Az autofagia jelentét es valtozasat az LC3 és p62 expressziojanak forditott aranyud

novekedesevel ill. csokkenésével bizonyitottuk immunfluoreszcens festéssel.



Megbeszélés

A mesterséges biologiai szovettervezés-, és elballitas (tissue engineering) az utdbbi évtizedek
gyorsan fejl6dé, nagy potenciali tudomanyteriilete, mikdzben az 6Gssejtek felhasznalasi
lehet6sége is egyre szélesebb korben vizsgalt a karosodott szovetek helyreallitasaval és
ujraforméalasaval foglalkozo6 regenerativ medicinaban. A cornea felnétt dssejtjeinek alkalmazasa
igéretes lehet a szovetregeneraciod és az 6ssejt-alapu betegsegmodellezés teriletén. Munkénkban
limbalis szoveti explantatumbol szarmazd szovetkultirakat tébb, mint 3 hdnapon at
tenyészettink passzalas nélkil, melynek sordn nem hasznaltunk scaffoldot, ill. médiumunk
tapanyag-kiegészitéforrasként csupan szérumot tartalmazott. A hosszu tavl tenyésztés soran a
sejtek transzparens, 3D-s, lemezszeri szerkezetet hoztak létre, melyet proteolitikus enzim
alkalmazasa nélkiil, csipesszel valé mechanikai manipulacidoval lehetett begyiijteni. A
mikroszkopos morfolégia az in vivo szerkezethez hasonld szabalyos, tobbrétegli térbeli
szerkezetet mutatott. A sejtek eltlinése az explantatumbol arra utdlhat, hogy a hosszu tavu
tenyésztés soran a sejtek elhagyték a graftokat és a tenyésztéedényben vandorolva sajat ECM-et
hoztak létre. Ez az ECM foleg I-es tipust kollagénbdl allt, mely a cornea stromajanak fo
alkotorésze in vivo, ezért ez szovettervezés soran sajat termelésli scaffoldként alkalmazatod
lehetne. Ezenkivil V-0s tipust kollagén, valamint a bazdlmembran fontos komponense, a 1V-es
tipusu kollagén szintézise is kimutathatd volt tenyészetiinkben. Ez a szerkezet kivalthatja a
biologiai vagy szintetikus eredetli scaffold ill. feeder-layer sziikségességét a tobbrétegli, térbeli
szerkezet eléréséhez, valamint kikliszobolheti az immunreakciok létrejottét azaltal, hogy
sziikségtelenné teszi az idegen eredetli, antigenitdssal rendelkez0 komponensek hasznélatat. A
TEM vizsgalattal a tenyészetek ultrastruktirajaban dezmoszémak voltak kimutathatok, melyeket

hozzajarulhatnak a szerkezet mechanikai szilardsagahoz.

Mivel nem ismert a LESC-ek azonositasara szolgalo definitiv marker, vizsgalatunkban putativ
6ssejt markerek jelenlétének es a differencialt sejtekre jellemz6 markerek hianyanak segitségével
jellemeztlik a tenyésztett sejteket. A differencialt epithelialis sejtekre jellemzé CK3 és CK12
marker hianya, ill. alacsony szintje arra utal, hogy a sejtek a hosszu tavu kultivacio utan is relativ
differencialatlan allapotban maradtak. Az ABCG2, CK15 és CK19 pozitiv expresszidja azt jelzi,
hogy a sejtek egy kis mennyisége képes volt fenntartani az Ossejt tulajdonsagat a 3D-S

kdrnyezetben. A limbalis kriptakban elhelyezkedé sejtekre jellegzetes Vim magas kifejezodése a



graftok kornyezetében az explantatumok kozelsegével magyarazhatd, vagy mas matrix
kapcsolatokra utalhat, valamint tovabbi bizonyitékkal szolgal a differencialatlan progenitor
sejtek jelenlétére. A Ki-67 sejtproliferacios marker graftoktdl tavoli sejtekben Kkimutatott
alacsony expresszidja bizonyitja, hogy a sejtek hossz( tavu tenyésztés utdn is képesek voltak
fenntartani egy alacsony foku proliferacios képesseget. Ismert, hogy a sejtmagi elhelyezkedésii
p63a, progenitor €és putativ dssejt marker a limbalis transzplantacié kimenetelének jo indikatora,
mivel atultetés utan jobb progndzist biztosit, ha ezen sejtek aranya tébb, mint 3%. A mintainkban
a graftok kordl Iatott magas p63 expresszio igéretes a klinikai alkalmazéds szempontjabol. A
CDA47 viabilitasi és immunregulatoros marker expresszioja a 3 hénapot meghaladd kultivacid
utdn is magas volt, magas életképességet és a fagocitdzis gatlasat indikalva. A korai
progenitor/pluripotens Gssejt marker, a CD117/c-kit és a proliferald sejteken kifejez6d6 kemokin
receptor, a CXCR4 expresszioja a megszint, ill. nagymértékben lecsokkent. Ennek a valtozasnak
a lehetséges magyarazata az lehet, hogy a konfluencia és réteges szerkezet elérése utan a

tenyészetek tovabbi terjeszkedése korlatozotta valt.

A CD90/Thy-1 mesenchymalis/ epithelidlis marker expresszioja a hosszu tavu tenyészetekben
hétszeresére nétt a rovid tavu tenyészetekhez képest, mely a hosszabb id0 soran kialakult
epithelidlis sejtvonal iranyaba torténé elkotelezOdést, vagy transzdifferencialodasi potencial

létrejottét jelezheti.

A vizsgalt sejtadhéziés molekuldk (CD44/HCAM, CD144/VE-Cadherin, CD146/MCAM and
CD166/ALCAM) expresszidjanak valtozasa a hosszU tavl tenyészetekben a rovid tavl

kultdrakhoz képest a kialakult ECM létrejottével magyarazhato.

A tanulmany masodik feléeben CSMSC-k ex vivo hossz( tavi tenyésztését vizsgaltuk. A
CSMSC-k 3-4 hét elteltével spontén, az in situ cornea stromahoz hasonl6, szabalyos, tobbrétegii,
3D-s szoveti szerkezet létrehozasara képesek. Az immunfluoreszcens vizsgalat soran
bebizonyosodott, hogy a de novo termelt ECM-et nagyrészt I-es tipust kollagén alkotja. A
tenyészetek ultrastruktirajanak vizsgalata aladtdmasztotta a hossz( tavu tenyésztés utan
intracellularian kialakulé6 MLB-k jelenlétét. Mintainkban az MLB-k létrejottéhez sziikseges
autofagia jelenlétét annak RAP es szérummegvonasos kezeléssel végzett indukcidjaval, ill. 3-
MA kezeléssel eldidézett gatlasaval igazoltuk. Az autofigia markereit (p62 ¢és LC3)

immunfestésel vizsgaltuk, valtozasuk a kiillonb6z6 kezelések hatasara alatamasztotta az autofagia



szerepét a folyamatban. A TEM felvételek kimutattak, hogy az autofagia gatlas csokkenti az
MLB-k szamat és denz vakuolumok képzédéséhez vezet, melyek lebontasra keriilnek, mig
indukcié esetén az MLB-k szama ¢és mérete megnétt. A CSMCS-k intracelluléris
MLB felhalmozodast mutat, mely a jovében a cornea stroma betegségek (beleértve az SCD)
potencialis ex vivo modelljeként szolgalhat. Az autofagia gatlasaval elért MLB képzddés hatasos

csokkentése Ujfajta eljarasok kifejlesztéséhez vezethet a betegség kezelésében.
Osszefoglalas

Munkankban sikeresen izolaltunk és hosszu tavon tenyésztettiink LESC-eket. Az explantatumbol
kinovo sejtek tobbrétegli, térbeli szerkezetet hoztak 1étre, melyben ECM anyagok szabalyos
jellegli depozicidja volt megfigyelhet6. A transzparens membrant alkotd szévet mikrocsipesszel
konnyen manipulalhaté volt. A sejtek Ossejtekre jellemzé markereket expressszaltak, de
epithelidlis iranyu elkotelezddést is mutattak. A hossza tavl tenyésztést kovetden a migracios és
proliferacios potencial csokkenését figyeltik meg. Osszefoglalasképpen elmondhatd, hogy
LESC-k hosszl tavu tenyésztésével létrehoztunk egy olyan 6ssejtben gazdag, haromdimenzios
sejtkultdrat, mely a jovében alkalmas lehet szdveti tervezésre (tissue engineering) és

esetlegesklinikai alkalmazasra.

A hosszu id6n at tenyésztett CSMSC kultara alkalmas modell lehet az SCD pathogenezisének és
kezelésének ex vivo tanulmanyozasara. Vizsgalatunkban a szaruhartya stromat utanzg, 1-es tipusd
kollagénbdl allo6 szerkezetet hoztunk létre, valamint bebizonyitottuk, hogy a tenyésztés soran
létrejott MLB-k autofagia dependens folyamattal alakultak ki. Az autofagia gatlasaval csdkken
az MLB-k képzddése, mellyel lassithatni lehetne az SCD-re jellemz6 progressziv transzparencia

csokkenest, ami Ujfajta eljarasok kifejlesztéséhez vezethet a betegség kezelésében.
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