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Bevezetés

Az emberi szem legkiilsé rétege a szaruhartya (cornea). A szovet avaszkularitasa és
atlatszosaga teszi lehetdvé a latast, feladatai kozé tartozik emellett, hogy a beérkezé fényt
megtorve, azt a retinara fokuszalja. Ezen felul mikrobak, egyéb pathogének, a levegé altal
széllitott karos kémiai anyagok és altalanos mechanikai behatasok ellen szolgal védépajzskeént.
A cornea atlagos atméréje kb. 11,5 mm ¢és 0,5-0,7 mm vastagsagu. Itt fizioldgias koriilmények
kozott nincsenek jelen erek, hanem a tdpanyag a sejtekhez diffuzidval jut el a konnyrétegbdl a
szemfelszin fel6l, illetve a hatsé iranybol a csarnokvizbdl, amelyet a ciliaris test valaszt ki. Az
oxigénfelvétel a levegdbdl torténik. Kiviilrél befelé haladva, a szaruhartya 5 hivatalosan
elismert nagyobb rétegre tagolddik, ebbdl a legkiilsé a cornea epithélium, mely 5-6 rétegnyi,
gyorsan 0sztodo-, laphamsejtekbél allo, el nem-szarusodd ham, egyben a szem kiilsé védelmi
vonala. A sejtek szama a pislogas miatt allandéan csokken, viszont az utdnpdtlas a mélyebb
rétegekbdl, fiziologias korilmények kdzott, folyamatos. A kovetkez6 réteg, egy sejtek nélkiili,
kollagénrostok altal alkotott hatéarfellilet, a Bowman- tok, amely a stromat vélasztja el az
epithéliumtdl.

A strébma a szaruhartya témegének 90%-at alkotja. Ez egy rendkivil rugalmas réteg, amelyet
viz, proteoglikanok és I-es tipusu kollagén alkot. A szovet adja a szem fénytoré képességének
2/3-4t. A stromaban elszértan quiescens (nyugvl) keratocytdk taldlhatdak. Ezek a
proteoglikanokat és kollagéneket szintetizaljak, amely a szvetet felépiti. Ez a haldzat kb. 200
réteg, uniform vastagsagu 1. és V-0s tipust kollagénbdl all. A szOvet boltozatos alakja,
stabilitdsa, mechanikai rugalmassaga, specialis anatomai felépitése és az egymasra
parhuzamosan elhelyezked6 lamellak miatt, a szOvet teljesen atlatszo. A kollagénrostok atlagos
atméréje 31 nm, az emberi szemben. A proteoglikanok- féleg keratin-, chondroitin- és
dermatén- szulfat- a kollagénekhez kapcsolddik, mintegy hidakat létrehozva. A rostok az
inhartya (sclera) felé futnak tovabb, ahol valtozik az elrendezédésiik. A szaruhartya stroma az
embriogenezis soran a veldsancbdl (neurdlis crest) alakul ki, mely a fej mesenchymalis
szoveteinek fejlodéséért is felelds.

A stromahoz kapcsolddik egy ujonnan feldezett membran, a Dua réteg. Ennek létezése vitatott.
Ez egy acellularis hatarhartya, amely a stromat és Descemet membrént valasztja el. Az utbbi
réteg is minden bizonnyal acellularis és a corneal endothéliumnak szolgal bazalis
membranként. Neve ellenére, a cornea endothéliumot nem klasszikus vaszkularis endothél,
viszont egymassal szoros kapcsolatban allo, poligonalis (hexagonalis) laphamsejtek épitik fel.
A sejtek kozvetlen kapcsolatban allnak a csarnokvizzel, ebbdl nyerik a tipanyagokat, s
sejtfelszini pumpaik segitségével szabalyozzak a stroma és az egész szaruhartya vizhaztartasat.
Ez elengedhetetlen az atlatszosag fenntartdsahoz.

Mivel a szaruhartya a szem legeliilsé rétege, rendkivil sériilékeny és védtelen kiilsd behatasok
ellen, viszont kisebb sériilésekbdl képes komplikaciok nélkiil felépulni. A szemet érintd
mélyebb sérilések esetén, és az ez &ltal inditott immunlogiai folyamatok miatt, a latas
veszélybe kerul és kronikus szaruhartya vaksag alakulhat ki cornea homaly miatt. A szemet
érintd leggyakoribb elvaltozéas a pollenallergia, miniméalis bosszisagot okozva. A masodik
leggyakoribb a szaraz szem szindroma, amelyet féleg a légkondiciondld berendezések
okoznak. A cornea akut gyulladasos elvaltozasa, a keratitis, nem-fert6z6 és fert6z6 tipusokra
csoportosithatd. Az els6, foleg apro karcolasok miatt alakulhat ki, mig az utébbi altalaban
kontaklencse-viselés altal eléidézett mikrobialis fertdzések kovetkezménye. Antibakterialis
vagy szteroid szemcseppekkel torténd kezelése, eredményes.



A szaruhartya dystrophiak altalaban genetikailag 6rokolt betegségek, melyek mindkét
szemet érintik. Ezek progressziv elvaltozasok, amelyek sordn cornea vaksag alakulhat ki egy-
vagy tobb réteg diszfunkcioja miatt. Leggyakoribb a keratoconus, amikor a szaruhartya
elvékonyodasa miatt az eléreboltosul, és a szovet kip-alakot vesz fel, az elvaltozés innen kapta
a nevét. A pontos okok ismeretlenek, viszont a kezeléseknek kdszonhetéen a cornea altalaban
felépll, ritkdn az allapota romlik, és a latas sérilhet a hegesedés miatt. Végsé esetben a
szaruhartya transzplantacio jelenthet megoldast. A Fuchs dysrophia mindkét szemben
kialakulo, féleg a ndket érintd, betegség. A cornea endothel sejtek szama csokken, majd egy
bizonyos siriiség alatt, a szovetben bearamlo folyadék miatt lokalis 6déma alakulhat ki
veszélyeztetve a latast. Terapia soran féleg az 6démat probaljak csokkenteni az orvosok,
viszont sulyosabb esetekben a transzplantacié a megoldas. A ,,racsos” (lattice) dystropihdban
szenvedoknél, amyloid depozitumok jelennek meg a stromédban. A felgyiilemld térmelék
racsos format alkot és kart okoz a stroma szerkezetében, gyakran az epithéliumot is érintve. A
szaruhértya transzplantéacioja jelenthet megoldas a problémara, habar a betegség visszatérhet.
Egyéb elvaltozasok is érinthetik a corneat, példaul Herpes Zoster fertdzés és reaktivacio
(baranyhiml6 utan), vagy Herpes simplex virus- 1 (HSV-1) fert6zés, amelynek sz6védményei
steril, nem- gyogyuld szaruhartya fekélyek, ezekbol keratitis is kialakulhat. A sulyos cornea
dystrophidk kezelése altalaban teljes vastagsagu vagy lamellaris szaruhértya transzplantacioval
torténik, viszont vilagszerte szévethiany van, 1 szaruhartya jut 70 betegre. A transzplantaciok
altalaban sikeresek, az esetek 5-30%-ban viszont van esély rejekcidkra. Amennyiben a terapia
nem eredmeényes, mert a beteg tobb szaruhartyat is kivetett, lehetéség van keratoprotézisek
(Kpro) belltetésere. A sikeres eljarés ellenére, szovodmények kialakulhatnak, példaul
glaucoma, diszlokéacio, vagy a szovet lokalis gyulladasa.

Mivel a huméan donorok szama nem elegendd, viszont a stilyosabb esetekben a transzplantacid
az egyetlen megoldas, alternativakra van szlikség. A regenerativ orvoslas és a sejtterapias
eljarasok egyre népszeriibbek, ezek megoldast jelenthetnek a probléméra. A kihivas abban
rejlik, hogy a szaruhartyat felépitd sejtek rendkiviil bonyolult és sokrétii feladatot latnak el. Az
Ossejtek altalaban képesek tobbféle sejttipusba differencidlni, attdl fliggden, hogy milyen
szOvetben talalhatdak. Embrionalis éssejtek mellett, feln6tt mesenchymalis és hematopoetikus
Ossejtek 1is léteznek. Az embriondlis Ossejtek hasznalata vitatott, valamint kovetéses
vizsgalatok bebizonyitottak, hogy azok hosszl tavon daganatkeltd hatasuak lehetnek. Indukalt
pluripotens sejteket genetikai reprogramozassal nyerhetiink, habar annak ellenére, hogy ezek a
sejtek embrionalis Ossejtekhez hasonléan barmivé képesek differencialni, beiiltetésiikkor
képesek az immunrendszer aktivalasara, valamint az Ujraprogramozas énmagaban rizikot jelent
a daganatos sejt kialakuldsara. Ezekkel ellentétben a felnétt dssejteknél nem figyeltek meg
daganatkeltd hatast, valamint a szovet regeneracidja mellett a lokalis 6ssejt populécio
utanpotlésra is képes. Ezenfelil a feln6tt mesenchymalis Gssejtek (MSCK), az altaluk
kibocsajtott faktorok altal, képesek immunszuppressziv hatas kifejtésére is. Hatranyuk, hogy
csak bizonyos sejttipusokat tudnak létrehozni és 6nmegujitd képesseguk is limitalt. VVilagszerte
folyik a kutatds Ossejt terapias- és szOvetpotld eljarasok kidolgozésara, melyek gyakran
laboratdriumi kdrilmények kozott 1étrehozott szdvettel dolgoznak (tissue engineering), viszont
ezek kozil csak néhany jutott a klinikai kiprobalas fazisaba.

Szaruhartya epithélium

A cornea epithélium 5-6 réteg, szoros Osszefiiggésben allo sejtbdl all, melyek barmely, a
felszint érintd sériilésre képesek gyors osztddassal valaszolni. Szamuk folyamatosan csokken
a pislogas miatt, de a szaruhartya perifériajan, az epithélium bazalis részén talalhato limbusbol,
un. dssejt ,,niche”-kbdl potlodik. Ebben a szemhéjak altal védett specialis mikrokérnyezetben
a szaruhartya epithélium progenitor sejtei, azaz a limbalis epithél dssejtek (LESC) képesek
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fenntartani differencialatlan allapotukat, igy fenntartva és megujitva az 6ssejt populéciot. Ha
az epithéliumot trauma éri, az LESCKk centripetalisan a cornea kdzéppontja felé kezdenek
vandorolni, kdzben fokozatosan differencialva, el0szor tranziens amplifikalodd sejtekké
(TAC), majd érett epithéliumma. Az LESC-k -és egyéb Ossejtek- altal alkalmazott
asszimetrikus osztodasnak, és a sejtek Onmeghjitd képességének koszonhetéen képesek
teljesen regenerélni a szemfelszint, 12-24 o6ra alatt. Az LESCk elvesztése, kiilonboz6
kemikalidk, sérulések, vagy betegség miatt, tonkreteszi a szaruhartya felszin regeneracios
képességét. Ennek a folyamatnak soran, mely limbalis 6ssejt deficiencia (LSCD) néven ismert,
a conjunctiva (kot6hartya) epithél sejtjei kezdenek 0sztddni és vandorolni a cornea kdzéppontja
felé, igy szaruhartya beerez6dését, neovaszkularizaciot, vaksagot okoznak.

Limbaélis biopszias autolog transzplantécidja, a masik, egészséges szembdl, illetve kozeli
csaladtagokbdl, kedvezd terapias eljaras és az elmult 25-30 évben 80%-ban sikerrel
alkalmaztak.  LESCk-et  kadaverekbdl — eltdvolitott — szdvetbél is  kinyerhetiink
transzplantaciéhoz, viszont ezek nem sikeresek hosszu tavon, valamint szisztémas
immunszuppresszio is sziikseges. Az amnion membran egy avaszkuldris szovet, szlletéseknél
melléktermék, viszont anti-inflammatorikus és anti-angiogén tulajdonsagokkal bir és széles
kdrben hasznaljak limbalis graftok fedésére, igy csokkenve a szdvetrejekcio esélyét. A
membran dnmagaban is jotékony hatassal van a részleges LSCD megel6zésében, kezelésében.

1997-ben els6 alkalommal Ultettek be terdpias céllal limbalis biopsziakbol, in vitro tenyésztett
sejteket, hosszu tavi eredményességgel. Allati adalékoktdl mentes médiumban is képesek
proliferalni a sejtek, in vitro. Ujabb tanulmanyok szerint a LESCK implantécidja a beteg
szemébe kontaktlencsék segitségével jo progndzissal rendelkezik. Az igéretes eredmények
ellenére, a sikeres eljarasok aranya 70%, valamint nem mindig elégségesek az optimalis latas
visszanyeréséhez. 2015-ben az Eurdpai Bizottsig (European Commission) el6szor
engedélyezte az els6, Gssejteket alkalmazo Gn. ,,advanced therapy medicinal product” (ATMP,
,»elvonalbeli terapias gyogykészitmény”) forgalmazasat, a Holoclar®-t, mely biopsziakbdl
szdrmaz0, ex vivo tenyésztett sejteket tartalmaz. Ez mérfoldk6 az okularis regenerativ
gyogyitasban, viszont egyeldre csak a szemfelszini, epithéliumot-érintd allapotok gyogyitasara
alkalmazhato.

Szaruhértya stréma

A stroma kifinomult szerkezetének, dsszetételének fenntartasaért a keratocyték felelosek. A
sejtek dendritikus morfoldgidt vesznek fel in vivo, viszont sebgyogyulds sorén
myofibrobalsztokka alakulhatnak, melyek hegszdvetet valasztanak ki, igy latasromlast okozva.
Kadaverekbdl eltavolitott stromabol, szérumot tartalmazé mediumban tenyésztve adherens,
egyenletesen proliferald sejteket nyerhetiink. Erdekes maddon, ezek a cornea strémabol
szarmazd sejtek (CSC), MSCKk altal expresszalt markereket hordoznak, in vitro. A sejtek
pozitivak CD73, CD90, CD105, mig negativak CD34, CD45, CD14, CD11b, CD79a, CD19,
HLA-DR sejtfelszini markerekre, adherensek miianyagra és képesek kanonikus ,.trilineage”
differenciaciora, zsir, porc- es csontszovetté alakulni, in vitro. EI6bbi tulajdonsagaiknak
koszonhetden a sejtek megfelelnek az ISCT (Internation Society for Cellular Therapy), MSC-
kel szemben tamasztott kovetelményeinek, valamint a mesenchymalis 6ssejteknél megfigyelt,
anti-inflammatorikus citokinek kibocsajatasaval kifejtett, immunszuppressziv hatast is leirtak
mar a CSCk-kel kapcsolatban. A CSCk elényos hatasat sejtterapids eljarasokban,
allatkisérletekben is bizonyitottak. A sejtek pontos eredete nem ismert, illetve vitatott, de
valdszintileg az izolacié soran bizonyos populéciok aktivalédnak és dominanssa valhatnak.
Kl6nb6z6 médiumban tenyésztett CSCk kiilonbo6z6 in vitro sejtfenotipusokat hoztak Iétre egy



kisérletben, valamint a szérummentes kdrnyezetben tenyésztett sejteknél visszaall a keratocyta
allapot, viszont azok kevésbé viabilisak és nem valasztanak ki extracelluléris matrixot (ECM).

A szaruhértya stroma kutatas legnehezebb feladata olyan, a strbma finomszerekezetét
utanz6 struktara létrehozasa, amely visszadja annak Osszetételét, elrendez6dését. Szérumot
tartalmaz6 médiumban tenyésztett CSCk ECM-et valasztanak ki a tenyésztdedénybe. 10%
szérumot, valamint aszkorbinsavat tartalmazé médiumban novesztett sejtek olyan ECM-et
vélasztottak ki, amely szerkezeti, dsszetételbeli hasonldsdgot mutatott a nativ stroméhoz,
beleértve a kollagének, proteoglikanok jelenlétét és a sejtek apikalis-bazalis polarizacidjat.
Transzformald novekedési faktort (TGF) B1-t és B2-t médiumhoz adva, a sejtek fibrotikus-
hegszovet-szerli ECM struktrakat hoztak létre, mig f3-mal, normal, nem sérult ECM-et
valasztottak ki a sejtek, hasonléan a TGF mentes médiumban tenyésztett kontroll sejtekhez. A
de novo szekretélt kotészoveti allomanynak koszonhetden a CSC-nek nagy elényiik van a
szOveteket alkalmazo biotechnoldgiai kutatasokban (,,tissue- engineering”), valamint esetleges
klinikai felhasznalas terén, habar ez az ,,in vitro eléallitott szovet” egyelére nem teljes
mértékben produkalja a nativ cornea flexibilitdsat, mechanikai sajatsagait. Ez vezetett Ujabb
kutatasokhoz, ahol allatokbdl- szarmazd szaruhartyakat decellularizalnak, majd emberi
sejtekkel repopularizaljak azokat, igy csokkentve a xenotranszplantaciobol szarmaz6 kilokodés
esélyét.

A szamtalan kutatas és eredmény ellenére, a kutatocsoportok vilagszerte mas-mas forrasbol
szerzik a szovetet (keratoplasztika miitétek utan visszamaradt szovet, szovetbankok, halottas
hazak) és kiilonb6z6 modszereket alkalmaznak a sejtek kinyerésére. Még nem sziletett olyan
tanulmany, mely 0sszehasonlitotta volna a kiilonb6zd anatomiai régiokbol, explantatum- vagy
enzimes modszerrel elballitott populaciok fenotipusat, vagy a specifikus gének kifejez6dését.
A CSCk-kel kapcsolatban nem all rendelkezésre annyi tanulmany, mint az LESCKk-kel, ennek
ellenére a CSCk rendkiviili adottsaga kétségtelen és az MSCk jotékony hatésa a allatkisérletes,
szaruhartya rekonstrukcios beavatkozasokban mar bizonyitott, viszont a sejtek rutin klinikai,
human alkalmazasanak esélye még csekély.

Szaruhartya endothélium

A szaruhértya leghéatsé rétege az endothélium, amely nem a klasszikus, vaszkularis szovet,
viszont szoros 6sszefliggésben allo, laphamsejtek alkotjak. Ezek feladata a cornea normal
vizhaztartasanak biztositasa. Korabban azt gondoltak, hogy a sejtek nem képesek proliferalni
és a sejtek a mitozis G; fazisaban vannak megéllitva és amikor egy sejt elhal, a szomszédos a
citoplazméaja megnagyobbodéasaval probdlja kitolteni az trt. A Korral, illetve betegségek miatt,
ahogy az endothél sejtek szama csokken és elér egy kritikus szdmot, tdbblet viz aramlik a
cornedba, igy 6démat, karosodast és latasromlast okoz. Ujabb kutatasi eredményeknek
koszonhetéen ma mar tudjuk, hogy a réteg képes regeneralni kisebb defektusokat. Egy
tanulmény feltételezett progenitor sejteket tartalmazo, tranziens zonat irt le a cornea
endothélium és a trabekuldris hal6zat hataran, az in. Schwalbe vonalon, melybdl feltehetdleg
mindket képlet prekurzorai szarmazhatnak. Egy masik tanulmany szerint a periférias
endothéliumban mert nagyobb sejtsiiriiség egy megujult populaciot jelent. Sebgyogyulasos
kisérletekben Ossejt-szerli marker expressziot irtak le a réteg perifériajan, viszont egy hasonlo
tanulmany szerint ez csak az esetek 10%-aban volt megfigyelhetd. Az eredmények még nem
elég meggy6zdek, habar arra engednek kovetkeztetni, hogy az endothélium képes lassan,
kisebb sériilésekbdl regeneralni, in vivo.

A cornea endothélium kutatasok célja a sejtek in vitro tenyésztése és felszaporitasa,
viszont viabilis, homogén, stabil porliferaciot mutaté sejtkulturak és reprodukalhatd



eredmények létrehozésa az elmalt 30 év 6ta nagy kihivasnak mutatkozik. A human corneal
endothél sejtek (HCENC) képesek visszanyerni proliferacios keépességiket, szérumot
tartalmazd médiumban tenyésztve, morfologiai, funkcionalitasbeli valtozasok aran, illetve az
egyéb sejttipusokkal vald szennyez6dés is kockazati tényez6é. A sejtek in vivo poligondlis
(hexagonalis) morfoldgiat mutatnak, mig tenyészetekben, hossz( tavon egy polarizaltabb,
hosszukds forma mutatkozik. A folyamat epithelidlis (endothelidlis)- mesenchymalis
tranzicioként (EMT vagy EndoMT) ismert és a TGF B2 regulalja, melynek soran a sejtek
mikrofilament rendszere atrendez6dik. Néhany tanulmanyban Un. rho kindz inhibitorokat
(ROCK) alkalmaznak az EMT visszaszoritasara, viszont ez csak idSlegesen akadalyozza a
mikrofilament Gjrarendezédést, és hatassal van a sejtmotilitasra, proliferaciora is. Léteznek
sejtvonalak, viszont ezek koziil egyik sem modellezi megfeleléen az eredeti sejteket,
genomikai tanulmanyok szerint. Embrionalis 6ssejtek képesek HCEnCk-ké differencialni és
expresszalnak funkcionalis markereket, példaul zonula occludens- 1-et (ZO-1) és Na/K-
ATPazt, viszont az embrionalis sejtek hasznéalata etikai problémakba Utk6zik, igy nem jelent
megoldéast hosszu tavon, a klinikumban hasznalhat6 készitmények kifejlesztésében.

A sejtek izolacidja soran az endothéliumot az alatta talalhaté Descemet membrannal egydtt
tavolitjak el. Enzimatikus eljaras soran a sejtek levalnak a bazéalis membranrdl, majd egymastol
is, igy felbomlik a szoros kapcsolat. A mar kiilonvalt sejtek el6kezelt-feliiletli tenyészetéedény
aljara letapadva lassu proliferacidba kezdenek és eleinte poligonalis morfoldgiat mutatnak,
majd megjelennek a hosszukas sejtek, felhetdleg stroma-sejtes szennyezddés, vagy az EMT
miatt. A CD166, glipikan-4 és a CD200 markerek hasznalhat6ak a tenyészet homogenitasanak
vizsgalatara, egy tanulmany pedig ,,szortolt” sejteket is karakterizalt.

Egy majmokon végzett preklinikai tanulmany elégtelen eredménnyel zarult, amikor kollagén
I-et tartalmazd lapocskékon Ultettek be HCEnCk-et. Egy maésik klinikai tanulméanyban 243
embert egy minimalisan invaziv HCENC szuszpenziot tartalmazo injekcidval kezeltek. Jelen
tanulméanyban, egy, munkacsoportok altal széleskérben hasznalt médszerrel izolaltunk sejteket
a human cornea endothéliumbol, majd karakterizaltuk a tenyészeteket bizonyos specifikus
markerek, felszini fehérjék és szénhidratok/ glikokomplexek expresszidja alapjan, igy egy
pontosabb identifikacids, ujjlenyomatszeri panelt kivanunk létrehozni a sejtek egyszeriibb
azonositasahoz, a tenyészetek homogenitasanak meghatarozasahoz.

A sejtek fehérje- és szénhidrat expresszidjanak homeosztazisa fontos és tobb folyamattal
osszefliggésben all, példaul sejtadhézio, differenciacio, tumorigenezis és metasztatizalas, tehat
sejt allapotanak, képességeinek jo indikatora. A tudomanynak rengeteg tanulmanyt kell még
elvégezni ahhoz, hogy feléllithassuk a lehet6 legjobban optimalizalt moddszert a sejtek
kinyeréséhez, tenyesztéséhez, hogy azokat biotechnoldgiai-, esetleg klinikai terapids célokra
lehessen felhasznalni.



A tanulmany céljai

1.

Annak a vizsgalata, hogy a kiilonb6z0 izolacios moddszerrel eldallitott CSCk eltérd
populécidkat eredmenyeznek-e.

Kiilonb6z6 modszerekkel, mas anatomiai régiokbol kinyert, tenyésztett CSC kulturak
karakterizaldsa specifikus, dssejtszerti és sejtadhézids markerek alapjan.

Annak a vizsgalta, hogy a CSCk milyen valtozason mennek keresztll, ex vivo
tenyésztés soran, funkcionalis, Gssejtszert, adhézios és proliferacios gének és fehérjék
expresszidjanak vizsgaltaval, a nativ allapothoz képest.

Human szaruhértya endothéliumbol kinyerheté sejtek tenyésztése és fenotipusos
karakterizalasa.

Kiilonb6z6, CSCk és HCEnCk-kel Osszefliggésbe hozott markerek kifejezodésének
vizsgalata.

HCENCKk sejtfelszini fehérje és szénhidrat expresszidjanak vizsgélata, mintegy
,ujjlenyomatot” létrehozva a sejtek konnyebb azonositasahoz, a sejtkultira
homogenitasanak vizsgalatahoz.



Madszerek
Sejtizolalas és tenyésztes

A kadaverekbdl torténd mintagytijtés a Helsinki Deklaraci6 direktivdinak megfelelden
tortént és a magyar Egeszséglgyi Tudomanyos Tanacs hagyta jova (14387/2013/EKU-
182/2013). A mintakat a halal beallta utani 24 o6raban gy(jtottiik. Miutan a bulbusokat
diszinfektaltuk, a szaruhartyat sebészi eszkdzokkel eltavolitottuk. Petri- csészékben a corneéat
lefelé forditva, az endothéliumot a Descemet membrénnal egyutt elvalasztottuk a stromatol,
majd kollagenaz enzimmel kezeltik 3 déran keresztiil, amig a sejtek a bazalis membranrol
disszocialtak. A tovébbiakban tripszinnel kezeltiik a sejteket, hogy egymaéstol is teljesen
elvaljanak, majd fibronektinnel fedett tenyészt6edényekbe pipettaztuk a szuszpenziot. A
visszamaradt szaruhartya eliilso részét alaposan, de 6vatosan megkapargattuk és mostuk, hogy
eltavolitsuk a corneal epithéliumot. Egy trepan segitsegével kis széveteket lyukasztottunk ki a
centralis és periférids stromabdl, majd azokat direkt explantatum (CE és PE), vagy enzimes
kezelés utan (CD és PD) tenyésztettiink. Primer HCEnCk-et 5% FBS-t tartalmaz6 endothél
médiumban tenyésztettiik az els6 2 napig, majd Ham’s 12/M 199 médiumra cseréltik ki, mely
5% FBS-t, 1% ITS-t, 10 ng/mL bFGF-et, 0,02 mg/mL aszkorbinsavat tartalmazott.
Kontrollként egy kommercidlis B4G12 cornea endothel sejtvonalat hasznéltuk. A CSCk-et
10% FBS tartalmd DMEM, alacsony glukdz tartalmd médiumban tenyésztettiik. A médiumot
minden masodik nap cseréltik.

RT-gPCR analizis

Total RNS-t szaruhartya endothél, stroma és B4G12 sejtekbdl izolaltunk, az RNeasy kit gyartoi
utasitasa szerint. RNS-t a nativ szaruhartya stromabol Qiazol reagenssel nyertiink ki (Qiagen).
A reverz transzkripcidt High Capacity cDNA Archive kittel (Applied Biosystems), Superscript
1l enzimmel és random hexamerek (Life Technologies) segitségével végeztik el. A
sejtvonalbol a amplifikaciét Mx3005P PCR (Agilent Technologies) rendszerrel, mig a primer
sejtekb6l szintetizalt cDNS-t StepOnePlus (Applied Biosystems) rendszeren mértiik és
Tagman genexpresszids prébakat hasznaltunk, ALDH1A1l, ABCG2, AQP1, CD31, CD34,
CD73, CD90, claudinl14, CXCR4, cytokeratin-19, ENG (CD105), GPC4, ITGAV, ITGB4,
KLF4, Nestin, Vimentin, ZO-1 génekre. A mérés sorén az els6 ciklus 95°C-on 10 percig, majd
95°C-on 40 ciklus 15 masodpercig, végil 60°C-on 1 percig tartott. Az eredmények analiziséhez
a 2—AACt modszert hasznaltuk és kiilonb6z6 gének expressziojat relativ mennyiségként (RQ)
adtuk meg. Minden mintat tripklikatumban mértink. GAPDH és 18S RNS szolgaltak
referenciagénként.

Fluorescence-activated cell sorting (FACS) analizis

FACS modszerrel vizsgéltuk a HCEnCk és CSCk sejtefelszini fehérje expresszidjat. A
tenyésztett sejtek begytijtése utan azokat harom kiilonb6z6 fluorokrommal (FITC, PE, APC)
konjugalt antitesttel jeldltik ABCG2, CD31, CD34, CD44, CD47, CD49a, CD49d, CD51,
CD54, CD73, CD90, CD105, CD106, CD112, CD146, CD166, CD325 és Nestin ellen. A
mintakat lemérese FACS Calibur citométerrel (BD, Biosciences) tortént, majd az
eredményeket FCS Express 6 (De Novo Software) és Flowing Software 2.5-tel (Perttu Terho)
értékeltlk ki. A hierarchikus klaszter készitéséhez R software-t hasznaltunk.



Immunfluorescens- és lektin festés

Paraffinba agyazott human szaruhartyakbol metszeteket készitettiink el, immunfestéshez.
ABCG2, CXCR4, Nestin, Ki-67, ALDH1A1, Kollagén I, CD34, CD73, CD90, CD105,
Vimentin, Fibronektin, Kollagén 1V, VE-Cadherin, a-aktinin, ABCG5 és anti-fibroblaszt
markereket festettiink meg a teljes vastagsagu szévetben. 5% BSA-PBS oldattal blokkoltuk a
nem-specifikus kotéhelyeket, majd az el6bb emlitett markerek elleni antitestekkel inkubaltuk
a targylemezeket. Késobb, egy rovid mosas utan, Alexa Fluor 488- konjugalt masodlagos
antitestekel jel6ltik a mintakat, majd magestéshez DAPI-t hasznaltunk. A képeket Zeiss Axio
Observer Z1 fluoreszcens mikroszkoppal készitettlik. Primer HCENnCk-et speciélis, 8-kamras
targylemezekben tenyésztettiik, majd jel6ltink CD73, CD166, Kollagén | és 1V, Na/K ATPaz,
Z0O-1 és Ki-67 ellenes antitestekkel, a fentiekben leirtakhoz hasonldéan. BX51 Olympus
mikroszkoppal készitettiink felvételeket.

8-kamras targylemezekben tenyésztett primer HCEnCk-et, FITC-cel konjugalt lektinekkel is
jeloltink. Griffonia (bandeiraea) simplicifolia lektin I-et hasznaltunk (GSL ) galakt6z és N-
acetilgalatozaminok jel6lésére, dolichos biflorus agglutinint (DBA), Peanut agglutuninint
(PNA), Ricinus communis agglutinin I-t (RCA 120), Soybean agglutinint (SBA), Phaseolus
vulgaris erythroagglutinint (PHA E) és Phaseolus vulgaris leucoagglutinint (PHA L) galakt6z
jelolésére, Concanavalin A-t (CON A), Lens culinaris agglutinint (LCA) és Pisum sativum
agglutinint (PSA) manndz és glikoz jeldlésére, valamint fukdz és arabindzt pedig Ulex
europaeus (UEA 1) festettiik. Wheat germ agglutinin (WGA) és a szukcinilalt formaja (SWGA)
pedig a szidlsavat jeldlte. A sejtmagot Hoechst 33342-vel festettiik, képeket pedig EVOS® FL
mikroszkoppal készitettik.

Statisztikai analizis

Graphpad Prism 7, Microsoft Excel és SPSS programokkal végeztiink statisztikai
szamolasokat. Egyszempontos ANOVA-t, Student-féle t-probat és Mann-Whitney U-tesztet
hasznaltunk a p-értékek meghatarozasahoz. A <0.05 értékeket tekintettiink szignifikansnak
(p<0,05 *; p<0,01 **). Az eredmények jel6lése atlag + SD vagy SEM.
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Eredmények
CSCk morfologiaja és proliferacioja

A CD és PD kultarékbdl a sejtek azonnal, a tenyésztéedénybe torténd szélesztés utan
lathatdva valtak és konfluens réteget hoztak létre a kovetkez6 10-12 nap alatt, mig a CE és PE
tenyészetek esetén a sejtek csak a 12-14. napon jelentek meg az explantdtum széleinél, majd a
20-25. nap utan hoztak létre konfluens réteget. A négy tenyészetben talalhato sejtek k6zott nem
volt jelentés morfologiai kiilonbség megfigyelhet6. Mindegyik sejtkultdraban talaltunk Ki-67
expresszidt, az dsszes jelolt sejt kozil ez 4,21 £1,53%, 7,87 £+ 4,73%, 8,60 £ 4,58% és 10,95 +
4,42% volt, CD, CE, PD és PE esetében. (p=0,43)

A nativ szaruhartya stroma immunfluoreszcens festése

ABCG2 és ABCG5 expressziot nem detektaltunk a nativ szévetben, viszont az ALDH1AL, a-
aktinin, CD31 és CD34 pozitiv volt a strdma egészében. A Kollagén I erds festédést mutatott
a metszeteken, viszont Kollagén 1V expressziét nem detektaltunk. CD73, CD90 és CD105,
MSC marker pozitivitast nem figyeltiink meg, valamint a Ki-67, CXCR4 és Nestin is negativak
voltak. Vimentin expressziot lattunk, de Fibronektint nem. Egyéb, anti- fibroblaszt és VE-
Cadherin markereket nem detektéaltunk a nativ szvetben.

Tenyésztett CSCk FACS analizise

A tenyésztett sejteken a CD73, CD90 és CD105 expresszié magas értéeket mutatott, viszont a
négy kondicié kozott nem volt szignifikans kiilonbség. Az ABCG2 és Nestin expresszidja is
magas volt, viszont CD34 és CD31 nem volt detektalhat6 a sejteken. CD51, CD49a, CD49d
adhézids molekulak és integrin- asszocialt CD47 pozitiv volt, de szignifikans eltérést nem
talaltunk a kiilonb6z6 kondiciok kozott.

Génexpresszid a nativ szaruhartyaban és tenyésztett cornea stroma sejtekben

A tenyésztett CSCk-ben CD73, CD90 és CD105 upregulaciot figyeltink meg a nativ allapothoz
képest. A Vimentin is upregulalodott a kultdraban, itt 18-szor magasabb értéket mértiink, mint
a szovetben. A CD34 és CD31 esetében szignifikansan expresszid csokkenést detektaltunk a
sejtkultdrakban, a nativ stromédhoz képest. Az ALDH1A1 kifejezédése szintén csokkent a
tenyésztett sejtekeben, viszont az ABCG2 upregulélodott, 60-szor magasabb értéket mértiink.
A tenyésztett CSCk- ben szignifikdnsan alacsonyabb expressziot mértink AQP1, CXCR4,
ITGB4, KLF4 gének esetében, viszont az ITGAV és Nestin upregulaciét mutatott, a nativ
stromahoz képest. A GPC4 expresszioja nem valtozott a tenyésztés soran.

A B4G12 sejtvonal eés primer HCENCKk expresszidjanak hasonlitdsa CSCk-hez

A sejtvonalban 15-sz6r alacsonyabb Vimentin expressziot mértiink, a CSCk-hez képest. A
CD90 13-szor-, a Cytokeratin-19 3-szor nagyobb mértékben fejez6dott ki a CSCk-ben, a
sejtvonalhoz képest. A Zonula Occludens (ZO-1) 2,2-szer nagyobb, a Claudin 14 pedig 10-szer
nagyobb expressziot mutatott a B4G12 sejtekben. A sejtvonalhoz hasonléan a primer
HCENCKk-ben is alacsonyabb Vimentin expressziét mértiink, mint a CSCk-ben (3,1-szer
kisebb). A CD90 génkifejezddés 3,2-szer alacsonyabb, a Cytokeratin-19 7-szer alacsonyabb, a
Z0O-1 pedig 4,5-sz6r magasabb volt a primer HCEnCk-ben, a CSCk-hez képest.
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Sejtfelszini feherjék jelolése HCEnCk-en (IHC és FACS)

A primer HCEnCk citoplazmajaban mérsékelt CD73 festddést figyeltiink meg. A CD166
is pozitiv volt, féleg a citoplazma membranszélekhez kézeli régidkban, csakigy mint a Na/K-
ATPaz. A ZO-1 nem volt detektalhatd a sejtek kdzott részben, viszont a citoplazméban egy
gyenge jel megfigyelhetd volt. A Kollagen I és IV szintén a sejtek citoplazmajaban volt lathato.
A sejtek egy része expresszélta a Ki-67 markert is. Primer cornea endothéliumbdl frissen
izolalt, tenyésztés nélkili sejteket is megjeldltiink FACS méréshez, kontrollként. A tenyésztett
HCENCk 89,32+1,35% expresszalta a CD73-at, mig a frissen izolaltak 16,34+23,74%. A
primer sejtekben a CD90 expresszid alacsony, vagy negativ volt (7,16+4,46%), hasonldan a
frissen izolalt sejtekhez (8,56+13,26%). A tenyesztett sejtek 49,52+17,26% volt pozitiv CD105
markerre. A CD44 a tenyésztés- nekli sejtek 6,68+2,44%-an volt mérhetd és a primer
HCENCk 68,39+13,13% expresszalta. A CDA47 jelen volt a tenyésztett sejtek tobbségén
(89,12+1,92%), de a CD34 nem volt mérheté (0,13+0,13%). A HCENnCk 54,33+8,03% a
CD54-et és 38,08+15,23% a CD106-ot expresszélta, nagy donorok- kozti variabilitassal. A
primer tenyésztett sejtek 43.02+15.53% hordozta a CD146-ot, mig a frissen jeldlt sejtek csupan
1,143,15%. A HCENCk 77,73+2,17% expresszalta a CD112-t és két pozitiv populécié volt
megfigyelhetd. A nem-tenyésztett, frissen izolalt sejtek 20,20£11,47% mutatott detektalhatd
CD166-o0t, mig ez az érték a tenyésztett sejteknél 78,93+1,69% volt. A CD112-hez hasonldan
a CD325 is két pozitiv populaciét mutatott (69,61+7,08%). Hierarchikus klaszter analizissel
dsszehasonlitva a HCENC és CSCk-et, a két sejttipus két kiilonboz6 klaszterbe kertilt, az eltérd
fenotipusokat jeldlve.

Primer HCENCK sejtfelszini szénhidrat mintazata lektinekkel jeldlve

A sejtek expresszaltak termindlis galakt6z molekuldkat, a Ricinus communis agglutinin |
(RCA) festddés alapjan. A komplex galaktéz molekuldkat Phaseolus vulgaris leucoagglutinin
(PHA L) mutatta ki. A szukcinilalt és nem- szukcinilalt Wheat germ agglutinin (SWGA, WGA)
is pozitiv volt, dimer és trimer N-acetilgalactozaminokhoz kétédve. A mannoz és D- gliikoz és
polimerjei is pozitivak voltak, Lens culinaris agglutininnal (LCA), Phaseolus vulgaris
erythroagglutininnal (PHA E), Pisum sativum agglutininnal (PSA) és Concanavalin A-val
(CON A) kimutatva. N-acetilgalakt6zamin monomerek nem voltak kimutathatéak Dolichos
biflorus agglutininnel (DBA), Soybean agglutininnel (SBA), Griffonia (bandeiraea)
simplicifolia lectin 1-gyel (GSL 1) a sejtek felszinén. Feltételezett epithél/ endothél markert, az
L- fukdzt nem detektaltuk Ulex europaeus-szal (UEA 1), valamint a T- antigén jel6lésére
hasznélt Peanut agglutinin (PNA) is negativ volt a HCEnCk-en.

HCENC viabilitas

A sejtkulturdk 81,84 = 11,44% ¢16 sejtet tartalmaztak, mig a nekrotikus sejtek ardnya
26,55+15,79% volt, propidium jodiddal (PI) mérve. Annexin V-tel 4,27+5,94% apoptotikus,
5,5+4,23% szekunder/ kései apoptotikus sejtet detektaltunk (dupla pozitiv sejtek). A tripankék
exkluzids modszerrel meghatarozott viabilitas 80,01+11,92% ¢16 sejtet mutatott a HCEnC
kulturékban.
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Diszkusszio

Avilag jelen pillanatban szaruhartya-donorhiannyal kiizd. 1 donor jut 70 betegre, ez nagy
problémét jelent, mivel a stlyosabb betegségeknél a transzplantécidé az egyetlen kezelési
lehet6ség. A sejtterapids regenerativ sebészeti eljarasok, laboratoriumi kortilmények kozott
eléallitott szoveteket mimikalo struktirak megoldast jelenthetnek a jovoben a szdvethianyra.
A szaruhartyat felépité sejtek azonban bonyolult feladatokat latnak el, mindegyik tipus
maésként funkcional. Az embrionalis éssejtek gyakorlatilag pluripotensek, viszont hosszu tavon
tumorigén hatas figyeltek meg a hasznalatukkor. Ezzel szemben a feln6tt mesenchymalis
sejteknél nem ismert ilyen hatas, €s annak ellenére, hogy a sejtek csak limitalt plaszticitassal
rendelkeznek, jotékony hatdsukat szamos tanulmanyban bizonyitottak. Ezek kozul a
lefontosabb az anti-inflammatorikus, anti-angiogén képességiik. A kutatasok fbleg
keratoplasztika, lamellaris beavatkozasok (DMEK, DSAEK) mitétek utan visszamaradt
szOvetet hasznélnak szaruhértya stroma sejtek izolalasara, kiilonb6z6 modszerekkel. Nem volt
eddig olyan tanulmany, mely 6sszehasonlitotta volna, hogy az eltéré anatomiai régiokbal
szarmaz0, mas modszerekkel kinyert és tenyésztett sejtek fenotipusat. Ez azért fontos, mert a
tenyésztett CSCk megfelelnek az ISCT altal, MSCk-nek tdmasztott kdvetelményeknek és igy
nagy potenciallal rendelkeznek a jovobeli, sejtterapias alkalmazasok kidolgozasanal. Ebben a
tanulmanyban azt talaltunk, hogy valosziniileg a human szaruhértya stroma eltérd régioibol,
emesztéses vagy explantatum maodszerrel izolalt sejtek fenotipusosan megegyeznek, azonos
mértékben fejezddnek ki a specifikus, adhézids, dssejt, proliferdcids markerek, igy a szovet
barmely részébdl kinyerhetbek, egyeldre kutatasi célokra. A tenyésztett CSCk azonban jelentés
valtozason mennek keresztil, a fenotipus- és genotipus-beli valtozasokat figyelembe véve, a
nativ allapothoz képest, feltehetéen a mikrokornyezeti valtozasok, illetve a szérumot
tartalmazé médiumnak koOszonhetéen. Amig néhany, a nativ szbvetben megtalalhatd
specifikus, funkcionalis marker expresszidja csokken bizonyos, Ossejtek altal hordozott
markerek szintje nd. Mivel a CSCk MSCk-re jellemz6 tulajdonsagokat vesznek fel tenyésztés
soradn, mar nem tekinthetjilkk 6ket keratocytaknak és ezt figyelembe kell venni, kedvezd
képességeik mellett (zsir-, porc-, csontszovet létrehozasa, immunszuppressziv hatas), valamint
biztons&gos hasznalatuk human terapias alkalmazashoz még bizonyitasra var.

Tenyésztett cornea endotheliumbdl izolalt sejtek sejtfelszini markereik és gének expresszidja
alapjan jol definialhatok és kiilonboznek a stroma sejtektdl. A primer szaruhartya endothel
sejtek olyan markereket hordoznak, amelyek regeneral6do, integritasukat vesztett szovetekkel
asszocialhatéak. Az altalunk hasznalt és vilagszerte is széles korben alkalmazott modszerrel
eldallitott HCENC kulturék valosziniileg nem tartalmaznak szennyez6 stroma sejteket, viszont
azok feltételezhetbéen EMT-n mennek keresztll a tenyésztés sordn, bizonyos markerek
elvesztése (ZO1) és megjelenése (CD44, CD73), valamint morfoldgiai valtozasok alapjan. Az
kérdéses, hogy a funckiok visszafordithatoak-e a kdrnyezet visszaallitasaval. Addig azonban a
homogén Kkultarak elballitasa indukélt pluripotens segitségével torténhet, amig egy
optimalizalt, standard és reprodukalhaté modszer, rendelkezésre nem all.

Osszeségében elmondhat6 az, hogy a human szaruhartya stréma és endothel rétegeibdl izolalt
sejtek stabilan szaporithatéak laboratoriumi kérilmények kozott, és az altaluk kifejezett gének
és sejtfelszini markerek alapjan jelentds potenciallal rendelkeznek, mindezt szamos kutatasi
eredmény aldtdmasztja. Fontos, hogy a jovobeli kutatdsok célja olyan funkcionalis,
standardizalt modszerekkel eléallitott sejtek eldallitasa, melyek terdpids alkalmazhat6saga,
biztonsdga es biokompatibilitasa kutatasi eredményekkel alatamasztott és Kklinikai
koriilmények kozott alkalmazhatdak a szem eliilsé szegmensét érintd patologids elvaltozasok
gyobgyitasara.
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