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A szemet, legfontosabb érzékszerviinket, a kiils6 kornyezett6l, anyagoktol a boltozatos alakja,
szegmensekre tagolt stukturgja, ellendld epithéliumja, konnyelvélasztasa és az okularis
elvezetd csatornak védik. A szem két nagyobb részre oszthatd, az eliilsé szegmensre, amely a
kisebbik régid és a szaruhértya (cornea), kotéhartya (conjunctiva), irisz (szivarvanyhértya)-
ciliaris test (sugartest) (ICB), lencse és csarnokviz alkotjék, valamint a hatulsé szegmensre. Ide
tartozik az inhartya (sclera), érhartya (choroiodea) és az ideghéartya (retina), amelyet a
szemcsarnok olel koril és az Uvegtest tolt ki.

A kot6hartya egy atlatszo, mukozus réteg, amely a szemhéjak belsé felszinét és a szemgolyo
eliilsd, kiils6 részét fedi, a cornea- limbalis hatarig. Ez a nyirokerekkel siirtin atnétt szovet,
bévelkedik immunsejtekben. A szaruhartya és a kot6hartya hataran helyezkedik el a limbus,
mely epithél sejteket és ezek progenitorjait tartalmazza, mintegy hatarként szolgalva a
conjunctiva névekedésenek.

A pterygium (kaszOhartya) a pathologias bulbaris cunjunctiva haromszogletes-alaku,
fibrovaszkularis, subepithelidlis rahGz6dasa a limbalis région keresztil a szaruhartyara, amely
aggressziv €s vaszkularizalt. Feltehet6leg aktivalt, osztodo limbalis epithelidlis 6ssejtekbol
(LESC) szarmazik. A betegség pontos pathomechanizmusa nem ismert, nagy valosziniiséggel
az ultribolya (UV) fény szerepet jatszik a kialakulasaban. Ritka esetekben a pterygium a
pupillaris tengelyre huzédik és vaksagot okozhat.

A krisztallin lencse fényatereszt6 és fokuszalo képességéhez a sejtek és proteinek specialis
elrendez6désben, kompartmentekben fejlédtek ki. A lencse atlatszo, vérerektdl és idegektdl
mentes, sziiletéskor. Epithél sejtektdl differencialt hosszu, lencserostokbol épiil fel, melyek a
szovet anterior végétol a posteriorig érnek. A lencsetok egy elasztikus, képlet, amely magaba
foglalja a fejl6dd, differencialo sejteket, az epithélium anterior és ekvatorialis részét, egy
periférias kortikalis régiot, valamint egy belsd magot. Az életkor eldrehaladtaval a lencse
mérete megnd és elveszti a rugalmassagat.

Ex vivo modellek kidolgozasa sziikséges kiilonb6z6, a szemet érint6 betegségek, pterygium,
szlrkehartya és proliferativ diabetikus retinopathidb6l (PDR) szarmazd fibrovaszkularis
epiretindlis membranok (fvERM) pathomechanizmuséanak, gyulladasos folyamatainak és
lehetséges kezelésének a tanulmanyozasahoz. Jelen tanulmanyban egy 1j, egyszeri és konnyen
reprodukélhatd modszert dolgoztunk ki, mely emberi, mutéti uton eltdvolitott mintikat és
viszkoelasztikus anyagot, mint sejtadhéziot-segitd anyagot alkalmaz, az el6bbi betegségekbdl
szarmazok mintakbol térténd sejtkultarak létrehozdsahoz.

A kuszohartya a szemfelszin betegsége, amely feltehetdleg kronikus UV expozicid miatt alakul
ki, és gyulladasos allapot, proliferacio, fibrézis, angiogenezis és extracellularis- matrix
lebomlas jellemzi. Centripetalis szovet ndvekedés, gyulladas és neovaszkularizacio is kiséri a
folyamatot. A pterygium kialakulasa nem teljesen tisztazott, viszont egyre tobb kutatasi
eredmény all rendelkezésre a pathogenezis mechanizmusanak feltarasahoz. A legujabb
kutatasok szerint a pterygium kialakuldsa és ndvekedése kapcsolatban van az epithélium
proliferaciojaval és a fibrovaszkuléaris réteggel is, tehdt a kuaszohartya feltehet6leg
kontrollalatlan sejtosztddas eredménye.

Mar korabban tanulmanyoztak és leirtak a Ki-67 proliferacios marker emelkedett expressziojat
pterygium sejtekben, a normalis kdtéhartya sejtekhez viszonyitva. A pterygium kialakulasaban



az SDF-1/ CXCR4 utvonalnak is szerepe van, mégpedig az angiogenezisben, vaszkularis
endotheél sejt migracioban és proliferacioban.

Az UV-B sugéarzads oxidativ DNS karosodast okoz és a kuszdhartya kialakuldsanak és
kidjuldsanak legval6sziniibb oka, ezért fontos az antioxidans védelem felallitasa és fenntartasa
primer pterygium- operéalt betegeknél. A 8-OhdG, az oxidativ DNS karosodas legjobb markere,
magasabb expressziot mutatott a primer ptergyium ,,fejében”, az egészséges kotohartyahoz
viszonyitva. A Hypoxia- indukalt faktor HIF- 1o fontos szerepet jatszik a sejt taléléseben és
metabolizmusanak regulécidjdban, valamint magas expresszidja Ossejtszerli sejtekben is
ismert. A HIF-1a és a hésokk proteinek kdlcsondsen aktivalodnak a pterygiumban, valamint
upregulacidjuk jelentheti a sejteket alkalmazkodasat a megvaltozott korilményekhez.

A napfeny Aaltal okozott oxidativ stressz indukalhat novekedési faktor kibocsajtast,
angiogenezist, kronikus gyulladast és kollagenolizist is. Miutan a napfény hatdsara megindul a
pterygium Kialakul&sa, a proliferalo fibroblasztok reaktiv oxigéngyokoket (ROS) termelhetnek,
hosszu lefutast gyulladasos folyamatokat inditva. Az UV fény emellett az epithél sejteket is
aktivalhatja a limbus kornyekeén, melyek IL6 és IL-8 termeléssel valaszolva medialjak a
gyulladast, proliferaciét, angiogenezist és anti-apoptdzis. Az Interleukin 1, 6 és 8 mind
megemelkedik UV- B expozicié hatdsara, méas gyulladdsos mediatorokat és matrix
metalloproteindzokat aktivalva, igy eldsegitve az allapot kialakulasat.

Miitéti beavatkozasok utan gylijtott pterygiumot hosszu ideig ex vivo tenyészteve (3 honap)
elértik annak 3 dimenzios stratifikacidjat. A tobbretegii képletbdl kinyert sejtek felszini
fehérjéinek elemzését végeztik el, hematopoetikus- és mesenchymalis 6ssejtek markereket
keresve, valamint a sejtek eredetének meghatarozasara. A sejtek immunhisztokémias
vizsgalata is megtortént pluripotens-, oxidativ stressz-, 6ssejtszerii-, migracios-, proliferacios-
, epithél- és szekretorikus markereket jelélve. Ezen kivil az anti-proliferativ Mitomycin C, pro-
inflammatorikus citokinekre (IL-6, 1L-8) kifejtett hatasat is vizsgaltuk.

A pterygiumbdl 3D kin6vé sejtek magas migracios- (CXCR4) és szekretorikus- (MUCL,
MUC4), valamint oxidativ stressz (8-OhdG) marker expressziét mutattak, viszont a hypoxia
(HIF-1a) és porliferacios (Ki-67) markerek alacsony szintet. Kdzepes és alacsony expessziot
figyeltiink meg pluripotens markerek (Vimentin és ANp63) jelolésénel, mig a feltételezett
6ssejtszerii- (Sox2, Oct4, ABCG-2) és epithél sejt markerek (CK19, CD8- 18) gyenge jelet
produkaltak. A sejtfelszini analizis szerint magas volt a hematopoetikus CD47, mesenchymalis
CD73 és CD90 expresszio, viszont csokkent a CD34 és CD105, valamint a progenitor CD117
¢s adhézios proteinek kifejezddése a sejteken. A 3D kindvo sejtekbdl ex vivo alacsony IL-6 és
IL-8 elvalasztast mértlik, amelyet képesek voltunk gatolni Mitomycin C kezeléssel.

Az 3D szovettenyésztéssel nyert pterygium kiilonb6z6 eredetii és szdvetvonall (lineage) sejtek
alkotjak és alkalmas betegsegmodell az allapot pathogenezisének tanulmanyozésara ex vivo,
lehetéséget kinalva 1) kezelési és megel6zési modszerek kidolgozasara.

A kalcium fontos szerepet jatszik a lencse epithélium a sejtatviteli folyamataiban, annak
fiziogias szabalyozasa rendkivil fontos, mivel az allapot felborulasaval szlrkehalyog alakulhat
ki a lencsén. Kisérleti korilmények kozott mar egy, mechanikailag stimulalt sejt is képes az
intercellularis Ca?* hullam, és igy konfluens sejtrétegek sejtatvitelének elinditasara.



A szem szOveteit érhetik kiilonb6z6 citokinek és egyéb pro- inflammatorikus anyagok, melyek
sériilés, infekcid, vagy betegségek kovetkezményeként valasztédnak ki, igy a lencsére is
hatassal lehetnek inflammatorikus mediatorok, példaul a csarnokvizben talalhatd bakterialis
infekcio miatt.

TNFa-val és egyéb citokinekkel inkubalt human lencse epithél sejtekben (LEC) megnd a NF-
kB (egy gyulladassal indukalhatd transzkripcios faktor) - amely citotoxicitast és apoptdzist
okoz. Aldéz reduktaz (AR) inhibitorokkal gatolva, visszafordithato lenne a NF-kB- indukalt
LEC sejthalél. Sziirkehalyog mitét- utan visszamaradt LECk feltehet6leg IL- 1-et, IL- 6-0t €s
a fibroblaszt névekedeési faktort (b-FGF) valasztanak ki in vivo, igy posztoperativ gyulladast,
LEC proliferaciot inditva.

PDR soran kialakulé fvERM-ek kifejthetnek a retinéra trakcios er6t igy retinalevalast okozva.
A fvERM-ben talalhatd sejtek mechanikai stimulaci6ja valhat ki intercellularis Ca®* ion
hullamot, a sejt kalciumraktaraibol vald kiaramlassal. Ezek a hulldmok nem okoznak
membranpotencial- valtozast, viszont egyéb, extraneurondlis jelatviteli folyamatokat
elindithatnak.

A makrofadgok és neutrophilek Altal kivalasztott IL- 6, IL- 8 és TNFa fontos pro-
inflammatorikus citokinek, szintjuk PDR betegek Uvegtesti folyadékaban megemelkedik.
Ebbdl lathato a gyulladasos citokinek fontos szerepe az angiogenezisben, PDR betegekben és
a folyamat teljes feltarasaval (j diagnosztikai és terapias célpontokat taladlhatunk a betegség
kezeléséhez, megeldzéséhez.

Sziirkehalyog miitét utan, a lencse anterior részén talalhato LECk (aLC- LEC) és PDR miatt
indikalt vitrektomiabdl szarmazd fvERM-eket gyljtottink és tenyésztettiink 2D- monolayer
sejtkultdrakban. Mechanikailag és acetilkolinnal (ACh) stimulaltuk aLC- LECk-et, majd a
kalcium- szinteket mérétik, mig az fvERM sejteken gyulladésos vizsgélatokat végeztunk.

A mechanikailag és ACh- stimulalt aLC- LECk aktiv kalcium-indukalt jeltatvitelt mutattak, a
sejtfelszini ACh repectorok kozremiikodésével. Az fVERM-bdl kinové sejtek gyulladdsos
valaszt produkéltak TNFa kezelésnek koszonhet6en, amely ex vivo modellként alkalmazhatd
lehet az in vivo végbemend PDR és gyulladas tanulmanyozéasara.

Osszegezve elmondhat6, hogy a tanulmanyban viszkoelasztikus anyagot, mint j és egyszeri
valamint a human kaszohartya explantatumok képesek az eredetihez hasonl6, 3D stratifikalt
stukturak létrehozasarara, melyek proliferald, migralo sejteket tartalmaznak. Ezek sejtfelszini
marekeik alapjan differencialatlan allapotaak, viszont epithél iranyt elkotelezodéstiek. A 3D
stuktaradk manipulalasa, kezelése hasonld volt az eredeti szovethez, igy azok feletehetbleg
hasznalhatdak lennének gyogyszerkutatasi, 3D szovettenyésztési eljarasokban. Az aLC LECk-
en végeztlink mechanikai stimulacio hatasira végbemend intercellularis kalcium dinamikai
vizsgalatokat, ACh- indukalt sejt-sejt kommunikaciét és kalcium jelatvitelt, valamint
gyulladasos citokin Kkibocsajtast is mértiink. A jovében, a sejtek funkcionalitasanak és
homeosztazisak vizsgalata kalciumszint méréssel és gyulladasos markerek mérésével U]
lehetdségeket nyithat farmakologiai és sejtterapias eljarasok kidolgozasdhoz szemészeti
betegségek kezeléséhez.



