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1. Bevezetés

A latas a vizualis ingerek egy, a kiilvilagot €s a latokérget 6sszekotd, komplex rendszer altali
feldolgozas eredménye. A WHO 2012-es adatai szerint a vilagon 285 milli¢ lataskarosult
ember ¢l, melybdl 39 milliban vakok. Minden igyekezetiink ellenére azonban szamos
lataskarosodashoz vezetd betegségnek nincs definitiv terapidja.

Az emberi szem egy, az orbita eliilsé felébe beépitett, kicsinyitett fényképezogéphez hasonlit:
a szemhéjak a zarszerkezet, a pupilla a nyilas, a cornea és a lencse allitja a fokusz tavolsagot,
a retina pedig a fényérzékeny papir megfeleloje.

Az emberi szem 3 koncentrikus rétegbdl all 1) kotdszovetes réteg, 2) érhartya, 3) ideghartya.
A szaruhdartya tiszta, transzparens, oraiiveg-szerlien illeszkedik a szem eliilsé felszinére. 6
rétegbdl all, melyek a felszintdl befelé¢ haladva sorban a kovetkezOk: cornea epithel réteg,
Bowman membran, stroma, Dua réteg, Descemet membran és endothel réteg.

A cornea epithel tobbrétegli, el nem szarusodé lapham, mely védelmet nytjt a kiilsd
behatasokkal szemben a szem belsé rétegei szamara. A szaruhartya vastagsaganak kb. 90%-at
a stroma parhuzamosan rendezett kollagénrostjai teszik ki. Ez a rendezett struktura biztositja a
cornea transzparenciajat. A kollagénrostok és proteoglikanok termeléséért felelds keratocytak
mellett szdmos mas sejtféleség is pl. fibroblasztok, mesenchymalis &ssejtek (MSC) és
immunsejtek is megtaldlhatok a kollagénrost rétegek kozott. A cornea endothel sejtek
egyrétegli hamot képeznek a szaruhartya belsé felszinén és aktiv pumpdjuk segitségével
jelentdsen hozzdjarulnak a szaruhartya transzparencidjanak megdérzésében. A cornea
atlatszosaga a kollagénrostok rendezettségének, az érmentességének €s az endothel sejtek
megfeleld funkcidjanak kdszonhetd.

A kozépso réteg az érhartya vagy uvea, mely a szivarvanyhartya, sugartest (CB) és chorioidea
egyiittesébdl all és a retina vérellatasaért felelés. A CB és iris felépitése hasonld: mindkettd
egy pigmentalt ¢s nem-pigmentalt epithel rétegbdl all, ami megfelel a retina (neuroretina és
pigmentalt epithelium) rétegei folytatasanak, valamint egy kotdszoveti rétegbdl, ami izmokat
és ereket tartalmaz. A CB nem pigmentalt epithel rétege felelds a csarnokviz termelésért.

A szemlencse egy bikonvex, transzparens szovet 3-20Dioptria torderdvel.

A szemgolyo legbelsd rétege a retina, ami fényérzékeld- és atalakito tulajdonsaggal bir. A
retina CB-vel hataros része az Un. ora serrata. A retina 10 rétegébdl a belsé 9 réteget
egyiittesen neuroretinanak nevezziik, a legkiils§ a retina pigment epithel réteg, mely egy

rétegli, er6sen pigmentalt sejtekb6l (RPE) all. Az RPE és az alatta 1évé Bruch membran



egylittesen képezi a vér-retina gatat, mi tobb az RPE sejtek jelentdsen hozzajarulnak a
megfeleld fotoreceptor funkcidhoz, azéltal, hogy szabdlyozzdk a hozzdjuk jutdé fény
mennyiségét, fagocitaljak a lehamlo kiils6-szegmentumokat, novekedési faktorokat é&s
citokineket termelnek €és az A-vitamin biosztézisében is szerepet jatszanak. A fotoreceptor
réteg csapokat és palcikakat tartalmaz. A bels6 magvas rétegében talalhato Miiller sejtek a
retinara jellemz0 6 glialis sejttipus, mely tAmasztoszovet funkcioval bir.

A chorioidea 3 érrétegbdl épiil fel, az erek lumenének atmérdje a rétegmélységétol fiigg.
Fejlédéstanilag a szem felépitésében mindharom csiralemez részt vesz (neuronalis ektoderma,
felszini ektoderma, vel6csé és mezoderma). A szem fejlédésében résztvevd szabalyozd
molekuldk koziil az egyik legfontosabba PAX6. Az SHH expresszido inditja be a
szemholyagok eldboltosulasat; tovabba felreguldlja a PAX2 és csokkenti a PAX6 gének
kifejezodését a szemtelep koOzépsé részében, igy elinditva a latdideg formalodast. A
szemlencse kialakuldsaban a PAX6 és szamos egyéb transzkripcids faktorral egylittmiikddve
pl. BMP-4 (a szemholyag altal termelt), SOX2 ¢s LMAF vesz részt. A latdidegfo kialakulasat
a FGF ¢és TGF B expresszio szabalyozza, olyan transzkripcids faktorok mellett, mint MITF és
CHX10.

A szaruhdrtya fejlddése gén szinten szigoruan szabdlyozott folyamat melyben szédmos
transzkripcids fator és jelatviteli titvonal szerepel, a folyamat részletei azonban még nem
definialtak.

Az Un. neuroprogenitor sejtek egyedi transzkripcios faktor mintazattal rendelkeznek,
fejléddéstani eredetiik és differenciacids elkotelezettségiik miatt. A retindlis dssejtek (RPC)
veégso differenciacids formajuk alapjan tovabb csoportosithatoak.

Altaldnossagban az &ssejtek olyan, nem differencidlt sejtek, melyek asszimmetrikus
osztodasuk révén onmegujitod tulajdonsaggal rendelkeznek: létrehoznak egy dssejtet és egyik
lednysejtet, mely képes specidlis sejtté differencialodni.

Héarom dssejttipust kiillonboztetiink meg: embrionalis dssejt (ESC), Gn. indukalt pluripotens
6ssejteket (iPSC) és felnétt vagy szoveti Ossejteket/progenitor sejteket (PC). A PC-k multi-,
oligo- vagy unipotent és limitalt proliferacios kapacitassal rendelkeznek.

Annak ellenére, hogy az utobbi 10 évben az Gssejt-biologia sokat mennyit fejlédaott, a Klinikai
gyakorlatba valo atiiltetés sokkal lassabb folyamat. Napjainkban csupdn néhdny helyzetben
alkalmazunk Ossejt-terapiat szamos megoldatlan probléma miatt. Az emberi szervezetben
szamos szovetben talalunk PC-ket pl. csontveld, vazizomzat, sziv, agy, bér, szem. Ezek a

sejtek csak annak az adott szovetnek a sejtjeivé tudnak differencidlodni, amelyben



megtalalhatéak; ugyanakkor in vitro koriilmények kozott tenyésztheték, de osztodasi
kapacitasuk limitalt

A PC-k felhasznalasa relative biztonsagos az autolog transzplantacio, ill. az etikailag
elfogadott alternativ forrasok miatt. A szem kiilonb6z6 részeiben irtak talaltak mar PC-ket,
koztiik a szaruhartyaban és a retindban is. Viszonylag alacsony sejtszamban, Un. ,,0ssejt-
niche”-ekben talalhatok és biztositjdk az adott szdvet sejtjeinek megljulasat. Szovettipustol
fliggden az PC-k lehetnek aktivak (limbus), vagy kevésbé aktivak (retina).

A szaruhartya epithel sejtek folyamatosan poétlodnak a limbalis epithelialis Ossejtekbol
(LESC), a retina sériilése azonban visszafordithatatlan karosodast okozhatnak és bar vannak
PC-k jelenlétére utald bizonyitékok, a retinat egy limitalt regeneracids kapacitasti szovetnek

tartjuk.

LESC-k

Napjaink legsikeresebb Ossejt-terapids eljarasa a LESC-kel valo cornea epithel regeneracio. A
limbus egy kb. 1.5-2 mm széles gylir(i; a cornea és a sclera hataran, mely kriptakbol és un.
Vogt-paliszadokbol épiil fel. A cornea epithel a limbus feldl potloédik €s tjul meg. A corneo-
scleralis hatar szovettani vizsgalatai megerésitették a PC-k jelenlétét a kriptak alséd
sejtrétegében. Ugy tartjuk, hogy a LESC-k aszimmetrikus osztodas kovetkeztében tranziensen
amplifikalodo sejteket hoznak I1étre (TAC), ezek tovabb osztodnak, leanysejtjeik terminalisan
differencialt sejtekké alakulnak, mikdzben a felszin felé és centralisan vandorolnak, amig le
nem hamlanak.

Limbus hidnyos 4llapotokban a regeneracidés kapacitds erdsen korlatozott. Egyes
kutatocsoportok oligopotens sejteket mutattak ki egerek centralis cornedjaban.

Sajnos nem ismert a PC-kre, sem azon beliil specifikusan a cornealis Gssejtek kimutatasara
alkalmas marker, ezért bizonyos morfologiai tulajdonsagok (kis sejt méret, nagy
mag/citoplazma aradny) (megléte vagy hidnya), tovabba specifikus fehérje €s génexpresszids
mintdzat egylittes vizsgalata alapjan kovetkeztetiink a sejt differencidcios allapotara.

Egy ezeket a tulajdonsagokat Osszefoglalo tablazat megléte segitené a kiilonb6zd
munkacsoportok eredményeinek Osszevetését, valamint az egyes PC szubpopulaciok

definidlasat.

LESC Deficiencia (LESCD)
Az LESCD egy olyan 6roklédd vagy szerzett korkép, melyben az LESC-k hidnyoznak vagy
kéarosodtak. LESCD-hez vezetd leggyakoribb genetikai eltérés az aniridia, mig a leggyakoribb

szerzett okok koz¢ a kémiai anyag okozta marodasok, égések és a gyulladasos allapotok, mint
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példaul a Stevens-Johnson szindroma, okularis cicatricial pemphigoid és kronikus limbitis),
tartos kontaktlencse viselés okozta toxicitas, mechanikai irritacio, extenziv kryotherapia és
sugarzas vagy sebészi beavatkozas. A definitiv therapia minden esetben az egészséges LESC-
kel sejtekkel vald potlas. Allo-és autograftokat gytijthetiink €s transzplantalhatunk, azonban
az elégtelen mennyiségii cornea donor és graft rejekcid miatt az autolog vagy homoloég LESC-
k ex vivo, ill. in vitro expanzidja kertil el6térbe.

Habéar a sejtterapias eljarasoknak allati anyag-mentesnek kellene lenniiik, a legtobb LESC
tenyésztésérdl szolo standardizalt protokoll allati eredeti FCS-t, ndvekedési faktorokat,
hormonokat, vagy kolera toxint tartalmazo tapfolyadékot hasznal, ill. egér eredetti 3T3
fibroblasztokat feeder sejtként. Az allati eredetii anyagok hasznalata prionok és egyéb -esetleg
napjainkig még fel nem ismert- betegségek atvitelének kockazatat hordozza magéban.

Az LESC-k tenyésztésének segitésére szdmos hordozot vizsgaltak mar: a szintetikustol
(héérzékeny polimerek, kitoszdn-zselatin biopolimerek, kontaktlencse, kompresszalt
kollagén) a természetes alapanyagokig (fibrin matrix, humdn amnion membran (HAM),
szemlencse-tok).

A legtobb klinikai vizsgalatban az intakt vagy epithel-mentesitett HAM-ot hasznaljak, mivel
az gatolja a kotdhartya epithel terjeszkedését és megfeleld talajt biztosit az egészséges epithel
novekedésnek, ugyanakkor olyan novekedési, anti-angiogenikus és anti-inflammatorikus
faktorokat tartalmaz, ami megelézi vagy csokkenti a gyogyuld szovet hegesedését. A HAM
hasznalatanak legnagyobb hatranya az, hogy a szovet nem transzparens.

A tenyésztett sejtek transzplanticioja kiillonbozd biologiai (huméan sejtmentesitett amnion

membran €s szemlencse tok) és miivi hordozok segitségével lehetséges.

Retindlis ossejtek

Az emberben a neuroretina ¢ a kozponti idegrendszer egyéb részei a
retinogenezis/neurogenezis befejezddését kovetden csokkent regeneracios képességl
szovetekké valnak. Ennek ellenére jelentds kutatasok folynak, NPC-k felderitését célozva a
human retindban. Az egyik potencidlis teriiletnek a CB epithelt (CBE) tartjdk, mivel az
fejlddéstanilag a neuroretindhoz hasonléan neuroektodermalis eredeti, valamint az
alacsonyabb rendli gerincesekben a retindn beliil jelentds regeneracios kapacitast figyeltek
meg. Ezekben a fajokban az Un. ciliaris margindlis zénaban (CMZ) az 6ssejtek élethosszig
fennmaradnak és képesek a neuroretina és a RPE sejteket potolni, pl. 0j neuron képzddést

irtak le a retina periférian csirkékben egy honappal a kikelés utan.



A retinogenezis soran -a CMZ-nek megfeleltetheté- human CBE-ban is vannak NPC-k, és
feltételezziik, hogyha azok a feln6tt emlds szemben is jelen vannak, akkor képesek a
retinasériilésekre proliferacioval és az érintett teriiletre valé migracioval valaszolni.

Definitiv NPC marker hianyaban, morfologiai vizsgalatok, valamint az Ossejt és differencialt
sejtek gén €s fehérje szintl egyiittes vizsgalata, tovabba differenciacids kisérletek sziikségesek
az NPC fenotipus igazolasara.

Ugy gondoljuk, hogy az Ossejtek egy specialis, védelmet nyGjtdo mikrokdrnyezetben
talalhatoak, in vivo. A gomb-szférak, Gn. “in vitro niche”-k, kiilonb6z6 ingereket és megfeleld
kornyezetet biztositanak a benne 1évO sejteknek. NPC-rdl tudjuk, hogy képesek ilyen
szférakat létrehozni akar egyetlen sejtbdl is, mitogéneket tartalmazéd tapfolyadékban
(,,neurosphere formation assay”). Ugyanakkor csak a tobb passzalason at vald folyamatos
szféra-képzddés bizonyitja az onmegujitd és indukalhatd proliferacios kapacitasat. Ahhoz,
hogy egy sejtet retindlis Ossejtnek lehessen nevezni, képes kell legyen érett retinasejteket
létrehozasara, a differencialt sejt pedig a szovet-specifikus funkcioi ellatasara, mely

elengedhetetlen a sikeres Ossejt terapidhoz.

A Retina Degenerativ Betegségei

Vilagszerte, emberek millidi szenvednek kiillonbozé mértékii latascsdokkenéssel jaro,
degenerativ retina betegségben. Ezek a betegségek egy igen diverz betegségcsoportot hoznak
létre, melyre a retindlis sejtek folyamatos karosodasa végiil pusztuldsa jellemz6 (AMD,

retinitis pigmentosa, glaucoma, retina levalas (RD).

A RD okait két nagy csoportba oszthatjuk: rhegmatogén és nem-rhegmatogén esetek. Teljes
vastagsdgu neuroretina sériilés, lehetévé teszi a folyadék bearamlast a lyukak szakaddsok
mentén igy elvdlasztva a neuroretindt az alatta 1évé RPE rétegtdl, kialakitva az un.
rhegmatogén RD-t. A vitreoretindlis membran kontrakcioja retina szakadasok nélkiil
létrehozhat n. trakcids levalast. Amikor a levalast a retina rétegek kozotti szubretinalis
folyadék okozza - mely neuroretinalis ér- vagy chorioidea—eredetii- exudativ ablationak
nevezziik. Uvegtesti térbe toré vérzések, traumas vagy retina miitétek okozta gyulladdsok
novelik proliferativ vitreoretinopathia (PVR) kialakulasanak veszélyét. A rendszeres
szemészeti vizsgalat, a retina levalas korai felismerése és kezelése megakadalyozhatja a PVR
kialakuldsat. PVR-ben a retina sejtek karosoddsa miatt az NPC jelenlétére utald jeleket

varunk.



2. Celkitizések

o Ossejtek izolaldsa a human cornea limbus 8ssejt niche-bél.

e LESC-k tenyésztése olyan tapfolyadékban mely nem tartalmaz csupan human
szérumot, mint tdpanyag-forrast.

e EX vivo expandalt LESC-k jellemzése morfoldgiai (fénymikroszkopia, szovettan) és
molekularis  biologiai  (transzkripciés  vizsgalatok,  aramlasi  cytometria,
immunfluoreszcens festés, kolonia formacios assay) vizsgalatokkal.

e A LESC-k insitu vizsgalata.

e Az emberi szemlencse-tok (LC), mint LESC transzplantacioban hasznalatos biologiai

hordoz6 vizsgalata.

o Ossejtek izolaldsa a human CB ¢és retina periféria (RP) Gssejt niche-bél.

e CBE/RP eredetl sejtek adherens monolayer vagy nem-adherens szféra formaban vald
tenyesztése.

e Ex vivo expandalt CB/RP-eredetii sejtek jellemzése morfologiai (fénymikroszkopia,
transzmisszios elektronmikroszképia) ¢és molekularis biologiai  (transzkripcios
vizsgalatok, immunfluoreszcens festés) vizsgalatokkal.

e A fent emlitett sejtek in situ vizsgalata.

e A fent emlitett Ossejtek szerepének részletezése fiziologias és patholdgias

kortilmények kozott.



3. Anyagok és modszerek

Etikai Engedélyek

Minden izoladlas a Helsinki Deklaraciéban foglalt irdanyelveknek megfelelden, a Regionalis
Etikai Bizottsag engedélyével (DE OEC: 3094-2010) tortént. Az allatkisérletek az ARVO

Nyilatkozat iranyelveinek megfelel6en zajlottak.

LESC-k Izoldldsa

A limbalis szovetet cadaverekbdl izolaltuk, a halalt kovetd 12 6ran beliil. A donorok (férfi:nd
aranya 4:3) atlagéletkora 70+9.3 év volt. A szemek alapos Betadinos fertdtlenitését kovetden,
a kotohartya felpreparaldsa utan, két koncentrikus kort rajzoltunk a corneo-scleralis hatartol
0.25mm-re a tiszta cornedra és a sclerdra. Ezutan a kb. 0.5 mm széles limbalis gylriit
lamellalé késsel preparaltuk az epithel rétegben felszinesen haladva. A limbalis gylriit
2x2x0.5 mm —es darabokra vagtuk, majd epithelidlis felsziniikkel felfelé tenyésztdedényre, ill.
iiveglemezre vagy el6z6leg sejtmentesitett —szovodménymentes sziirkehalyog ellenes mitétek
soran nyert -human szemlencse-tokra helyeztiink. A LC epithel sejtek eltavolitasahoz0.025%

trypsin-EDTA el6kezelést (20 perc, 37°C) végeztiink.

Retindlis és CBE Sejtek Izoldldasa

A szem eliilsé szegmentumanak eltavolitasat kovetden minden esetben (PVR-tdl fiiggetleniil)
a CB és retina szovetek elvalasztdsa utanLeibowitz-15 médiumba vagy 10 percre trypsin-
EDTA (0.05%, Invitrogen) oldatba keriiltek. Alapos szuszpendalast kovetden a sejteket egy
70 pum poérusatmérdji sziirén atpréselve un. ,,single cell” formaban 150 000 sejt/mL-es

végkoncentracioban vettiik fel.

Uvegtesti Mintik

Az iivegtestbdl a mintakat pre-operative fundus vizsgalat soran diagnosztizalt PVR-es és nem-
PVR-es retina levalas miatti vitrectomidk soran gytjtottilk. Azok az esetekben, ahol a
vitrectomia soran retinotomiat, retinectomiat végeztek, vagy miitét soran retina szakadasa is
bekovetkezett, kizarasra keriiltek. A mintakat centrifugaltuk (15000 rpm, 5 perc), a nyert
pelletet 4% PFA-ban fixaltuk és festettiik, vagy in vitro tenyészettiik.

Egér Mintdak
A PVR kialakuldsahoz kapcsolodd patologiai eltérések vizsgalatdhoz, egérszemekbe
intravitredlisan proteolitikus enzimet (diszpaz) injektaltunk. A diszpazrél ismert, hogy glialis

aktivaciot valamint epi- és szubretinalis membranképzddést okoz. 4-6 honapos, vad tipusu
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(C57/BL6, n=6) nostény egerek altalanos (pentobarbital (90 mg/kg 1i.p.)) ¢és lokalis
(1%Novocaine (procaine hydrochloride)) érzéstelenitését kovetden egy csepp Mydrum
(tropicamide) adaséaval iris dilataciot értiink el. Mikroszkop segitségével 4 uL diszpazt
(Sigma; 0.4 U/mL, steril fiziologias so6oldatban) intravitredlisan adtunk a jobb szembe
automata pipettara erdsitett 30G 1/6 tiivel. A kontroll allatok 4 pL steril fiziologias sdoldatot
kaptak a jobb szemiikbe. A bal szem minden esetben kezeletlen maradt. Stratus OCT
segitségével kovettilk a PVR formdciot az injekcié beadasat kovetd iddszakban. 1-2 héttel a
kezelés utan, amikor a PVR kialakulasa evidenssé valt, a kontroll és diszpaz kezelt egerek

szemgolyoja is enuclealasara keriilt, majd ezutdn immunfluoreszcens vizsgalatra.

In Vitro Sejttenyésztés
Limbalis graftokat 20% human AB szérumot, 200 mM/mL L-glutamint, 10,000 U/mL

penicillin-10 mg/mL streptomycint tartalmaz6 DMEM tapfolyadékban tenyészettiik, 37°C,
5% COzmellett. Az LESC-k LC-n val6 novesztéséhez, egy csepp médiumot cseppentettiink a
sejttenyészté edény aljara, melynek segitségével a LC-t kiteritettiikk, majd annak kozepére
helyeztiik a graftot. Miutan a szovetdarab megtapadt a LC-n ill. a tenyészté edény aljan, a
tapfolyadékot 1 mL -—re egészitettiik ki, majd kétnaponta cseréltiink. A sejttenyészetet
faziskontraszt mikroszkoppal rendszeresen monitoroztuk. Azokat a graftokat melyek 24 6ran
beliil nem mutattak sejtndvekedést kizartuk a vizsgalatbol, csokkentve a fibroblasztos
szennyezOddés esélyét.

A letapadé human retinalis 6ssejtek, valamint CBE-b6l és a PVR-es betegek iivegtestjébol
izolalt szférak B27 (2%), EGF (20 ng/ml), bFGF (10 ng/ml), 1% FCS, heparin (2.5 mg/ml) és
penicillin/streptomycin (100 U/ml) tartalmi DMEM/F12 tapfolyadékban tenyésztettiik, 37°C-
on, 5% CO: tartalom mellett. A szférak tapfolyadékdhoz hetente két alkalommal bFGF és
EGF-t adtunk, 2-3 hetente passzaltuk 2-4 perces trypsin-EDTA (0.05%) kezelést kovetoen.

LESC

Eletképesség Vizsgalat és Sejthalal Analizis

A sejthalal analizist Annexin-V-FITC Apoptosis Detection Kit (MBL, Woburn, MA, USA)
segitségével végeztiikk, a gyartd leirasa szerint. Az Annexin-V és PI pozitiv sejtek aranyat
aramlési cytométeren (FACSCalibur) mértiikk le és az eredményeket WinMDI szoftver
segitségével elemeztiik ki. A sejtek életképességét MTT assay segitségével vizsgaltuk, a

gyarto altal ajanlott protokoll szerint.



Szovettan és Immunfluoreszcens Festés

Az tiveglapocskakra ill. LC-re novesztett LESC-ket 4% PFA-ban fixaltuk. A LC-re ndvesztett
LESC-ket paraffinba agyaztuk, metszettiik, majd hematoxylin-eozinnal (H&E) festettiik. Az
tiveglapocskakra novesztett sejteket p63, ABCG2, CK19, CK8/18, Vimentin és Ki67 ellenes
elsddleges- és fluoreszcensen jelolt masodlagos antitesttel, a sejtmagot DAPI-val jeloltiik. A
festések kiértékelés¢hez ZEISS Axio Observer.Z1 (ZEISS, Oberkochen, Germany)

mikroszkdpot hasznaltuk.

Sejtfelszini Markereinek Detektalisa Aramlasi Cytometriaval

A tenyésztett LESC-k sejtfelszini molekulainak jellemzésére FITC-, PE-, APC-jelolt
antitesteket hasznéltunk. Vizsgaltuk a CD34, CD44/HCAM, CD45, CD491/1tg a6, CD73,
CD144/VE-Cadherin, CD147/Neurothelin (BD Biosciences, San Jose, CA, USA); CD49a/Itg
al (Biolegend, San Diego, CA, USA), CDI14, CD29/ltg B1, CD31/PECAM, CDA47,
CDA49b/Itg 02, CD56/NCAM, CD90/Thy-1, CD104/Itg p4, CD105/Endoglin, CD117/c-Kit,
CD146/MCAM, CD166/ALCAM, CXCR4, HLA-DR, PDGF-Rf, VEGFR2/KDF és CD133
molekulak expressziojat. A kapott mintazatot, a jol ismert és karakterizalt csontveldi eredeti
mesenchymalis dssejtekével (bmMSC) hasonlitottuk Ossze.

A specifikus sejtfelszini szénhidrat-mintdzatot Lectin analysis kit (Vector Labs, Burlingame,
CA) segitségével vizsgaltuk: szialsav (WGA: Wheat germ agglutinin (Triticum vulgaris)); N-
acetilgliik6zaminok (STL: Potatoe lectin (Solanum tuberosum), DSL: Datura stramonium
lectin (Datura stramonium), ECL: Erythrina cristagalli lectin (Erythrina cristagalli), LEL:
Tomato lectin (Lycopersicon esculentum), GSL II: Griffonia (Bandeiraea) simplicifolia lectin
IT (Griffonia simplicifolia)); mannéz (ConA: Concanavalin A (Canavalia ensiformis));
galaktoz N-acetilgalaktozaminok (RCA: Ricinus communis Agglutinin (Ricinus communis),
PNA: Peanut agglutinin (Arachis hypogaea), AIL: Jacalin (Artocarpus integrifolia), VVA:
Hairy vetch agglutinin (Vicia villosa), DBA: Horse gram lectin (Dolichos biflorus), SBA: Soy
bean agglutinin (Glycine max)) és fukéz (UEA: Ulex europaeus agglutinin (Ulex europaeus)).
A mintakat armalasi cytométerrel (FACSCalibur) vizsgaltuk, az eredményeket WinMDI

szoftver segitségével elemeztiik ki.

Microarray Analizis

A tenyésztett LESC-ket 28869 gén vizsgalatara alkalmas Affymetrix GeneChip Human Gene
1.0 ST Array (Affymetrix, Santa Clara, CA) segitségével elemeztilk. A transzkriptom
analizishez 150 ng totdl RNS-t izolaltunk a tenyészett LESC-bdl, ill. differencialt cornea
epithelsejt-kaparékbol (kontroll), majd a mintakat Ambion WT Expression Kit és GeneChip
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WT Terminal Labeling Kit segitségével dolgoztuk fel. A két csoportban tapasztalt eltérd
expressziés mintazatot egyiranyd ANOVA ¢és klaszter analizis (Partek Genomics Suite

Software) modszerekkel értékeltiik.

Kolonia Formalo Assay

Az LESC-k koléniaformald képességének vizsgalata céljabol a sejttenyészté edényen ill. LC-
n ndévé LESC-ket osszegyiijtve (n=4), azokat 3000 sejt/cm? koncentracioban, elézetesen
zselatin (0.1%), fibronektin (10 ng/mL) vagy MethoCult kezelt 6 lyukt sejttenyésztd edénybe
tettiilk. A mintdkat a 7. Napon 4% PFA-ban fixaltuk, majd kristalyibolyaval (0.5% w/v) vagy
flureszcensen jelolt sejtmag (Hoechst 33342) aktin (FITC konjugalt) ellenes antitesttel
festettiik. Kiértékeléshez Olympus IX81 invertalt mikroszkopot és ScanR (Olympus) szoftvert

hasznaltunk.

A Tenyésztett Retina, CB és Uvestest Eredetii Mintik

Szovettani és Immunofluoreszcens Vizsgalat

4% PFA-val vald fixalas és paraffinba agyazas el6tt, a szférakat plazma és thrombin
segitségével alvadékba kotottiik, majd a metszeteket H&E festettiik. A gdmbokben N-
cadherin, Claudinl, GFAP, Nestin, B-IlI-tubulin, Rhodopsin, Ki-67, Sox2, Pax6, RPE65 és
ABCG2 expresszidjat vizsgaltuk (sejtmag: Hoechst 33342). Az elemzést Olympus BV 61
FluoView konfokalis mikroszkép és ZEISS Axio Observer.Z1 fluoreszcens mikroszkop

segitségével végeztiik.

Transzmisszios Elektron Mikroszkopia

Frissen készitett aldehides fixaloban (0.1 M natrium-kakodilat puffer, 2% glutaraldehid, 2%
PFA,0.025% kalcium klorid (pH 7.4)) 30-60 percig szobahdmérsékleten, majd éjszakan 4t
4°C-on fixaltuk a szférakat.1% ozmium tetroxidos utofixalast és dehidratalast novekvd
alkoholsorban végeztiink. 20 perces propilén-oxidos aztatast kovetéen a gomboket Epon-ba
agyaztuk. Ultravékony metszeteket (60-70 nm) készitettiink Leica Ultracut Ultramicrotome
UCT segitségével, majd a mintdkat Urania-acetattal és nitrattal festettiik, végiil Tecnail2

transzmisszios elektron mikroszkoppal vizsgaltuk.

Kvantitativ Polimerez Lancreakcio (QPCR)
gPCR-t végeztiink a P1 passzazsszamu, PVR-es betegek iivegtestjébol szarmazo szférak és
két, korabban mar leirt, NPC-nek feltételezett sejttipus - Miiller-glia fenotipusu retinalis- és in

vitro pigmentalt szférakat létrehozdo CBE sejtek- Osszehasonlitasa végett. TRIzol reagens
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segitségével teljes RNS-t izolaltunk a gyart6 ajanlasa szerint, majd High Capacity cDNA
Archive Kit segitségével reverz transzkripcioval irtuk cDNS-sé. A qPCR-t StepOnePlus RT-
PCR rendszer és Tagman Gene Expression assay-k segitségével a gyartd utasitasai szerint
végeztik (95°C 10percen at, 40 ciklus 15 masodperces 95°C és 60°C 1 percig). A
génexpresszids szintek meghatarozasara az Un. comparative cycle treshold (Ct) modszert

alkalmaztuk majd CBE szférdk génexpresszidjahoz normalizaltuk.

In Situ Vizsgalatok

A human limbus kereszt-, valamint PVR-es ill. kontroll cadaver és egér szemek hatsé
szegmentumanak axialis iranyl metszetein vizsgaltuk az Ossejtmarkerek lokalizaciojat.

A teljes vastagsagli cadaver limbusokat 4% PFA-ban fixaltuk majd paraffinba agyaztuk.
H&E-nal és immunfluoreszcensen jeldltink anti-CD34, CDA45, CD144/VE-Cadherin,
CD144/HCAM, CD146/MCAM and CD166/ALCAM antitestekkel, majd detektald
masodlagos antitestekkel.

A PVR-es és kontroll cadaver szemek hatsd szegmentumaiban, 4% PFA-s fixalast és
paraffinba agyazast kovetden, immunfluoreszcens festéssel N-cadherin, Claudinl, GFAP,
Nestin, Rhodopsin, Sox2, Pax6 és ABCG2 expressziodt vizsgaltunk.

A kontroll és diszpazzal injektalt egér szemek egészben lettek fixalva 4% PFA-ban.
Fagyasztomédiumba valo beagyazast kovetden, 10 pm-es metszeteket készitettiink, melyeket
felhasznalasig -20°C-os fagyasztoban taroltunk. Immunfluoreszcens festést Claudinl, GFAP,

Nestin és Sox2 kimutatasara végeztiink.

Statisztikdk

Minden vizsgalatot legaldbb harom, egymastdl fiiggetlen moédon ismételtiink meg, ¢s minden
mintat triplikdltunk. Immunfluoreszcens festéseknél a pozitiv sejtek aranya 2 fiiggetlen
vizsgalo altal, 5 fliggetlen metszeten szamolt sejt alapjan keriilt meghatdrozasra. Az
eredményeket atlag+SD forméaban adtuk meg. Csoportok kozotti kiilonbség vizsgalatara
kétmintas t-probat alkalmaztunk, SPSS v18.0 program segitségével. Szignifikancia szinteket a

kovetkezé modon jeldltiik: p<0.05="*, p<0.01=**, p<0.001=>***,

11



4. Eredmények

Tenyészett LESC-K

Tenyésztés és Eletképesség Vizsgalat

Mar az izolalast kovet6 elsé 24 oraban figyeltiink meg sejtosztodast a limbalis graftokbol. A
kinové sejtek intakt aktin cytoszkeletonnal és epithelidlis morfologiaval rendelkeztek,
valamint konfluens sejtréteget alkottak a 2. hét végére a sejttenyésztd edények aljan és
tobbrétegli hamot hoztak 1étre a LC-n 7 nap alatt. MTT assay alapjan az LESC-k
¢letképessége mindkét vizsgalati idépontban (7. és 14. tenyésztési nap) 97% feletti volt,
Osszhangban az Annexin-V-FITC Apoptosis Detection Kit-tel mért apoptotikus sejtek
szamaval (korai apoptotikus: annexin V-FITC'<2%; kés6i apoptotikus: annexin V-
FITC'/PI"<1%).

Szovettan és Immunfluoreszcens Festés

Habar nem ismert olyan definitiv Ossejt-marker, amivel a szoveti Ossejteket vagy akar a
cornedlis Ossejteket lehetne azonositani, jelen vizsgélatban egy kiilonb6zé markerekbdl allo
egyezményes vizsgalati panel és néhany, eddig még nem vizsgalt marker segitségével
jellemeztiik a tenyészett sejteket. Munkank soran a LC-n névé LESC-k CK8/18/Ki-67, CK19,
ABCG2, p63a/Vim expresszidjat elemeztiik immunfluoreszcens festéssel. Mintainkban erés
CK8/18 festodést és helyenként Ki-67-tel (proliferacios marker) valdo ko-lokalizaciot
figyeltiink meg, bizonyitva ezzel a sejtek 0sztodo képességét és cornealis epithel iranya
differenciacios potencialjat. Putativ dssejt-markerek, mint CK19, szérvanyos cytoplazmatikus
festddést mutatott; ABCG2-taz LESC-k citoplazméjadban és sejtmembranhoz kototten is
lattunk; a sejtmagi p63a-t és cytoplazmatikus Vim ko-lokalizacidjat a LC-n nové LESC-k
tobbségében tapasztaltuk —bizonyitva a tenyészett LESC-k progenitor jellegét. A limbus
szovetbdl késziilt metszeteken végzett in situ immunfluoreszcens jelolésekbol egyértelmiien
latszott, hogy a LESC-k nem-haematopoetikus, -endothelialis vagy —mesenchymalis Ossejt
jellegtiek, ugyanakkor sikeriilt olyan, eddig nem vizsgalt markereket, mint CD44/HCAM a
limbalis epithelium apikalis-, CD146/MCAM ¢és CD166/ALCAM bazalis rétegében

lokalizalni.

Sejtfelszini Markereinek Detektalasa Aramlasi Cytometriaval
A LC-n nové LESC-k felszinén aramlasi cytométerrel vizsgaltuk a haematopoetikus, -

endothelialis és —mesenchymalis sejtekre jellemzé markerek expressziojat, és hasonlitottuk
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0ssze bmMSC-ével. A haematopoetikus sejtekre jellemzé CD45, CD34, CD133 and HLA-
DR az LESC-k felszinén nem volt detektalhato. A CD14, CD117/c-kit (korai
progenitor/pluripotens &ssejt marker) ¢ésCXCR4 (migrald sejtekre jellemzd) enyhén, de a
bmMSC-hez képest szignifikansan tobb sejten fejez6dott Ki (p<0.05, p<0.01). A CD47 magas
expresszioja a sejtek viabilitasat €s immunkompetenciajat mutatja. Az altalanos endothelse;jt-
markerek, mint CD31/PECAM vagy VEGFR2/KDR, nem voltak detektalhatoak, kizarva a
tenyészet endothelsejt-kontaminacidjat. A bmMSC-hez képest szignifikdnsan nagyobb volt az
LESC-k CD144/VE-Cadherin (p=0.0321) és CD104/ltg P4 (p=0.0458) expresszidja.
Szignifikans kiilonbségeket talaltunk (p<0.001) a legfébb mesenchymalis Gssejt-markerek
tekintetében is: csupan az LESC-k 12%-nak felszinén fejez6dott ki a CD90/Thy-1
(p=0.000032) és kevesebb, mint 50%-uk volt CD105/Endoglin pozitiv(p=0.0006). Ezzel
szemben nem volt szignifikans kiilonbség a CD73, CD147/Neurothelin és PDGF-Rp
expresszidjaban LESC és bmMSC kozott. Vizsgaltuk a sejt adhéziés molekulak és integrinek
jelenlétét is, a sejt-sejt kozotti és sejt-extracellularis matrix kozotti kapcsolatok 1étrehozasaban
betoltott szerepiik miatt. A CD29/ItgBl, CD49a/ltgal, CD56/NCAM, CD146/MCAM és
CD166/ALCAM expresszidja a két sejttipusban hasonld, mig az LESC-k CD44/HCAM-t
kevésbé (p=0.00052), CD49b/ltga2-t (p=0.038) ¢és CD49f/Itgab-t (p=0.008) nagyobb
aranyban fejezték ki. A LC epithel sejtek aramlasi cytometrias vizsgalatanak célja az volt,
hogy a LC-n nové LESC-k altal a bmMSC-hez képest szignifikdnsan eltéré mértékben
kifejezett markerek LC epithel eredetét kizarjuk. A LC epithelsejtek felszinén CD34, CDA45 és
CD144/VE-Cadherin  nem expresszalodott, mig aCD166/ALCAM (74.19+46.07%)
alacsonyabb, CD146/MCAM (74.22+2.23%) hasonld és a CD44/HCAM (50.43+29.28%)
nagyobb mértékben expresszalodott a tenyésztett LESC-hez képest (n =3).

Ismert, hogy az Ossejteket felszini szénhidrat mintazatuk alapjan is fel lehet ismerni és,
hogy ez a mintdzat a differencialodés sordn valtozik. A leggyakoribb sejtfelszini glikolipidek
¢s glikoproteinek lektinekkel valo vizsgéalata soran a LESC tenyészeten beliili
szubpopuléacidkat fedeztiink fel. A WGA-val vald festés a teljes populacion beliili magas
szialsav tartalomra utal, mig a sejtek csupan 50%-a (51.59+3.1%) mutatott erés ConA
(Fluorescence Intensity Median (FImed)= 2125.02+25.99) kotédést, koszonheten az elagazd
lanct manndzok felszini jelenlétének. Az LESC-k a galakt6z és/vagy N-acetilgliikéz kot
lektineket (RCA, JAIL and PNA) is kototték, habar a PNA esetében alacsonyabb
floureszcencia intenzitast (FImed = 185.75+1.06) tapasztaltunk, a valosziniileg alacsony T-
antigén expresszi6 miatt. UEA-lectin 61.1+1.97%-o0s fluoreszcencia intenzitast mutatott,

utalva az alacsony sejtfelszini fuko6z szintre.
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Microarray Analizis

Microarray analizist végeztiink a tenyésztett LESC-k és a differencialt cornea epithel sejtek
(CEC) 0sszehasonlitasara. A logaritmikusan transzformalt jelértékek intenzitasprofilja alapjan
28869 transzkriptot nyertiink, melybdl 1830génesetében volt az expresszios valtozas mértéke
(fold change (FC)) 2-t61 tobb (955 emelkedett és 875 csokkent), ezzel felhivva a figyelmet a
két csoport kozotti relative nagy transzkripcios profil-beli kiilonbségre (n=3, p<0.01). A
hétérkép és a funkciondlis klaszterezés soran 67 gént tiintettiink fel, melyeket elsdsorban az
irodalomban dokumentalt LESC-hez val6 viszonyuk alapjan valogattunk ki (n=3, p<0.01).
Ezek f6ként ion-, nukleotid- vagy fehérjekotd, receptor vagy enzim aktivitassal rendelkez6
fehérjék génjei. Az altalanos epithel markerek kozott talaltunk olyat, ami specifikusan a
limbalis epithelre jellemz6 fehérje (KRT8/KRT18,KRT14), vagy amelyik a differencialt
cornealis epithelre jellemz6 (KRT3/12). LESC-kben a KRT8 és KRT14 expresszidja a CE-
ben mérthez hasonld (FC: 4.0 és1.9, egyenként) bizonyitva a LESC-k cornea epithelialis
iranyba val6 elkotelezodését. Ugyanakkor a differencialt cornea epithelsejtekre jellemzo
KRT3 (FC: 231.0) ésKRT12 (25.8) gének alacsonyabb szinten expresszalodtak az LESC-
kben wvaldszinlileg a korabbi differenciacios allapot esetleg a meg6rzott multipotens
tulajdonsaguk miatt. Magasabban expresszalodtak az Gssejt-gének, mint a (KRT19 (FC: 6.0)
é¢s VIM (FC: 4.4) a differencialt CEC-hez képest, erdsitve az LESC-k Ossejt jellegét. A
magasabb MKI167 (FC: 3.0) expresszioé pedig a nagyobb proliferacios kapacitas bizonyitéka.

Kolonia Formalo Assay

Azért, hogy megerdsitsiik a tenyésztett LESC-k 6ssejt jellegét igazold fent bemutatott gén és
fehérje vizsgalati modszerek eredményét, vizsgaltuk azok kolonia formalo képességét. Az
Osszes vizsgalt LESC tenyészet képes volt 7 nap alatt kolonidk létrehozésara zselatin és

fibronektin bevonaton, de MethoCult-on nem.

A Tenyésztett Retina, CB és Uvestest Eredetii Mintdik

Szovettani és Immunfluoreszcens Vizsgalat

A kontroll humén szemekben a retina belsé felszinén és néhany, a centralis lamindris retina
(LR) Miiller glia-szerti sejtjeiben talaltunk Nestin pozitivitast. Viszont nem lattunk pozitivitast
a pars plana (Pla) vagy plicata (Pli) periférias részein, csak a periférias cisztak falaban (Pc).
Az ilyen cisztikus degeneracié idésekben gyakori, de a patologiai kovetkezménye egyelére
nem ismert. A ciszta falban 1év6 sejtek tovabbi két, a szem fejlddésében fontos szerepet jatszo

gén, Pax6 és Sox2, valamint ABCG2 pozitivitast is mutattak. N-cadherinta Pi és GFAP-ta
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retina periférian 1év6 Pc falaban talaltunk. A kontroll szemek CBE-je differencialt epithelsejt
markereket, Claudint és N-cadherint, expresszaltak, mig NPC markert vagy Rhodopsint nem
tudtunk detektalni. Rhodopsint csak a LR-ban 1évé differencialt fotoreceptorok és néhany, a
nem-LR (NLR) periféridjan elhelyezkedd, sejt expresszalt.

A PVR-es szemekben a Nestin pozitivitas a proximalis Pla teriiletére is kiterjedt. Az ora
serrata kortili sejtek nem csak Nestin de Sox2 és GFAP pozitivak is voltak. A proximalis Pla
tertiletén Nestin® és GFAP sejteket tudtunk detektalni. A periférias Pla, Pli vagy iris pigment
epithel (IPE) teriiletén sem Nestin, sem Sox1 vagy GFAP pozitivitast nem lattunk. PVR-es
huméan szemekben nem-pigmentadlt CBE jelentdés proliferaciojat (Ki-67 pozitivitas)
tapasztaltuk a tranzicios a Pla és Pli kozotti zondban. Néhany Rhodopsin+ sejt csoportosulast

figyeltiink meg a PVR okozta jelents fotoreceptor karosodastol perifériasan a NLR-ban, de a

periférias Pla, Pli vagy IPE teriiletén sem talaltunk hasonl6 pozitivitést.

Szovettani és Immunfluoreszcens Vizsgalat Egérben

A kontroll egerek szemében csak néhany Nestin pozitiv sejtet talaltunk, azokat is a CBE
teriiletén. Pax6 vagy Sox2 pozitivitast nem lattunk, ellenben robosztus Claudin pozitivitast. A
human rendszerben tapasztaltakhoz hasonléan PVR indukci6 hatasara a CBE adenomatozus
humanban tapasztalt eredményekkel szemben, egerekben, PVR indukciéo utain a CBE-ben
jelentds Nestin pozitivits ndvekedést lattunk. A periférias tivegtestben pedig Sox2*/Nestin*és

Nestin*/GFAP sejteket talaltunk, valésziniileg a PVR kialakulasa miatt.

Retina Levalasos Betegek Uvegtestjébél Izolalt Szférak Jellemzése

Szférakat a retinalevalas miatt vitrectomian atesett betegek iivegtestébdl izolaltuk. PVR
jelenlétét mitét elétt minden esetben tisztaztuk. Az izolalt szférak immunfluoreszcens
vizsgalata NPC-k detektalasat célozta meg, mivel feltételezziik, hogy az NPC-k képesek a
kozponti idegrendszer (KIR) sériiléseit (mint pl. retina levalas) érzékelve a trauma helyére
migralni. Ez a magyarazhatja a vitrectomia miitét soran a vitreus bazisanal észlelt gomb-szer(i
képletek jelenlétét. A szférat alkotd sejtek tobbsége Nestin és GFAP, néhany Sox2 és Pax6
pozitiv volt. Egyetlen sejt sem volt Rhodopsin (fotoreceptor marker)vagy RPE65 (RPE

marker) pozitiv, de volt néhany éretlen neuronsejt marker-p-1l1-tubulin- pozitiv sejt.

In Vitro Tenyészett, Retina Levalasos Betegek Uvegtestjébél Izolalt Szférak Jellemzése
A retinalevalas miatt vitrectomian atesett PVR-es betegek tivegtestjébdl izolalt sejtek nagyobb

része tudott szférat létrehozni, mint a nem PVR-es betegbdl izolalt sejtek. A szférakat P2
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passzalasig sikeriilt fenntartani, bar fenntartasukra tovabbi kisérletet nem tettiink. A
transzmisszioselektron mikroszkopia alapjan a szférakat a periféridjukon elnyujtott, polarizalt
sejtek, a centrumban pedig pigmentalt ¢és nem-pigmentalt, polimorf, magas
sejtmag/citoplazma aranyu sejtek alkotjak. Erds Nestin és GFAP pozitivitast detektaltunk a
szférak belsejében, mig a periférias rész néhany sejtje B-lll-tubulin expressziét mutatott.
gPCR-t végeztiink a P1 passzazsszamu, PVR-es betegek iivegtestjébol szdrmazo szférak és
két, korabban mar jellemzett, NPC tulajdonsagiinak feltételezett sejttipus - Miiller-glia
fenotipussal biro retinalis sejtek és a CBE teriiletérdl izolalt, in vitro pigmentalt szférakat
formalo sejtek - Osszehasonlitdsara. Az Osszesen 9 vizsgalt korai szem-telep gének koziil,
csupan az OTX2 és MITF mutatott szignifikans kiilonbséget (p<0.05) a retina és CB Ct
értékei kozott, az OTX2 inkdbb a retina, mig MITF inkdbb a CB sejtjeiben expresszalodott
(n=3). CHX10 magasan expresszalodott mind a retina mind a PVR-es mintakban, igy
statisztikai kiilonbséget nem taldltunk. Habar az immunfluoreszcens festés a Pc-k falaban
Nestin és Pax6 pozitivitast mutatott, az in vitro tenyészetek MRNS expresszidja hasonl6 volt.
A PVR-es human szemekbdl izolalt szférak immunfluoreszcens festése soran tapasztaltaknak
megfeleléen a PVR-es tenyészetek 40.4-szer nagyobb GFAP (differenciaciés marker)
expressziot mutatnak a CBE tenyészetéhez képest, ugyanakkor nincs kiilonbség a GS
expresszioban. A korabban differencialodo RPE markernek vélt Tyrosinase (TYR) a CBE és
PVR szférakban Osszehasonlithatd mértékli expressziot mutattak (FC=1.34). Eredményeink
alatdmasztjdk azt a megfigyelést, miszerint CBE-eredetli sejtekben az NPC-kre jellemzd

markerek expresszioja megemelkedik szféra-képzddést indukald tenyésztés soran.
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5. Megbeszélés

Napjainkban a sériilések és degenerativ betegségek kezelésében a regenerativ medicina egyre
nagyobb teret nyer. Az ESC és iPSC kapcsan felmeriild nehézségek a szoveti Ossejtek
felhaszndlasanak iranyaba mozditja el a klinikai gyakorlatot. A szoveti Ossejtek alkalmasak a
retina betegségeiben és LESCD-ben a latas és diszkomfort jelentds javulasanak eldidézésére.
Munkénk célja limbus és CBE eredetli szoveti tipusu Ossejtek izoldldsa valamint tenyésztése
volt, melyek késébb transzplantaciora alkalmasak is lehetnek/Kklinikai transzplantacio céljaval.
A megsemmisiilt vagy karosodott sejtek potlasa Gs- vagy progenitor sejtekkel kozvetleniil
azok izolalasat, vagy ex vivo expandalasat, esetleg részleges in vitro differencialtatasat
kovetden lehetséges.

Az elsd két esetben a paracrin hatés érvényesiilése —azaz a transzplantalt sejtek altal szekretalt
trophikus faktorok idézik el a befogadd szovet dnmegujitd és proliferacios valaszat, mig az

utobbi esetben a differencialtatott sejt integracioja biztositja a funkciojavulast.

LESCD

LESCD olyan korkép, melyben az 6ssejtek és a limbus barrier-funkcidja is karosodott pl.
genetikai okok vagy valamilyen kiils6 tényez6k miatt. Az LESC-k szamanak csokkenése vagy
hianya ismétl6doé és perzisztald felszini sériilésekhez és végiil azok kothartya epithellel valo
gyogyulasahoz vezet — mely értjdonképz6dés, kronikus gyulladas és hegesedés révén a
jelentés latascsokkenést és diszkomfortot okoz. A karosodott, vagy hianyzo LESC-k
egészséges sejtekkel vald potlasa képes jelentGsen javitani a latast. Az ex vivo expandalt
LESC-k transzplantdlasa kiilonb6z6 hordozok, pl. sejt-mentesitett HAM vagy LC,
segitségével lehetséges. Jelen tanulmanyban a human eredetii, epithel-mentesitett LC eldnyeit
kihasznalva —melyre el6zdleg egy masik munkacsoport publikacidja hivta fel a figyelmet- ex
hozzéaférhetd és a leggyakrabban végzett szemészeti (sziirkehdlyog ellenes) miitét soran,
valamint cadaver szemekbdl is egyszeriien izolalhatd. Korlatozott a mérete €s nem teljesen
lapos, de a legnagyobb elénye a HAM-mal —és mas anyagokkal- szemben, hogy transzparens
¢s vékony. Munkank soran kombinaltuk az epithel-mentesitett LC, mint hordoz6 hasznalatat
az LESC-k allati anyag-mentesitett tenyésztésével, mely sordn a tipfolyadékhoz csupan
human szérumot, mint egyetlen tapanyag-forrast adtunk.

Mivel nem ismert olyan definitiv marker, melynek segitségével képesek lennénk a cornea

epithel fenntartasaért felelds Ossejteket megkiilonboztetni a kornyezd tobbi sejttdl, jelen

17



vizsgalatban egy tobbféle markerbdl allo egyezményes vizsgalati panel és néhany, eddig még
nem vizsgalt marker segitségével bizonyitottuk a limbusbol izolalt ex vivo expandalt
tenyészett sejtjeink LESC voltat.

Ismert Ossejt markerek -TP63/Ap63a, ABCG2, CK19 and VIM/vimentin- gén és fehérje
szintli expresszidja a sejttenyészetben Ossejtek jelenlétére utal. A sejtkultaraban 1évé, erésen
p63a pozitiv sejtek aranya hasznalhatdo a transzplantacié kimenetelének joslasara mivel
megfigyelések szerint tobb mint 3% p63a’ sejt jelenléte jo prognodzisu. Tehat csupan azon
tenyészetek felhasznaldsdnak van értelme, melyekben a p63o+ sejtek aranya a 3%-ot
meghaladja. A p63a” sejtek aranya alapjan pedig lehetne a sejttenyészetek tisztasagat
mindsiteni. Az LESC tenyészetekben egy alpopulaciot tudunk megkiilonboztetni a Hoechst
33342 magfesttk ABCG2 transzporteren keresztilli kipumpalasa alapjan. Ezek az
alpopulaciok nemcsak ABCG2-t de p63a-t is magasabban expresszalnak és jobb kolonia-
formalo kapacitassal is rendelkeznek.

CK19 expresszioval kapcsolatban az irodalmi adatok megoszlanak —egyes csoportok a CK19-
et, mint a kotohartya epithel markerét, masok, mint LESC markert hasznaljak. Az altalunk
végzett gén array analizis sordan a CK19 expresszié emelkedését tapasztaltuk a differencialt
cornea epithelhez képest. Az LESC-k az &ssejt markerek jelenléte mellett, magasabb
proliferacios potencialt (MKI67 expresszid és Ki67 pozitivitas) iS mutatnak és képesek kis-
ill. nagyméretii koloniak létrehozasara kiilonb6z6 ECM boritasu tenyésztéedényekben, ami a
sejtek pluripotens természetével magyarazhatd. Mivel az Gssejtek altalaban lassan osztodo
sejtek, megfigyeléseink szerint az ex vivo expandalt LESC sejtkutira dssejtek €s gyorsan
osztodo TAC keveréke, mivel a sejtek egy része Ossejt tulajdonsagokkal bir és lassan
proliferal, masik része viszont elkdtelezett a cornea epithel irdnyba, gyorsan osztodik é€s
jelentds migracids potenciallal rendelkezik.

Az LESC-k immunfluoreszcens festése CK14 és CK8/18 pozitivitast mutatott, megerdsitve
azok corneo-conjunctivalis eredetét; a differencialt CEC-kre jellemz6 markerek alacsony
expresszidja azonban az LESC differencialatlan allapotat, de cornea epithelidlis iranyu
elkotelezettségét mutatja. Migracids kapacitasukat az ITGo9, CK8 és CXCR4 expresszid
jellemzi. Az LESC-k jellemzése soran talaltunk néhany, eddig nem vizsgalt marker-
pozitivitast (CD44/HCAM, CD144/VE-Cadherin, CD146/MCAM ¢s CD166/ALCAM), mi
tobb a limbalis epithelen beliili in situ lokalizaciojat is meghataroztuk. CD44/HCAM az
apikalis rétegében,mig CD146/MCAM ¢ésCD166/ALCAM a limbus bazalis rétegében
helyezkedik el.
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A sejtfelszini glikoproteinek és glikolipidek expresszidjanak mintazata ilyen terjedelemben
még nem volt vizsgalva. Osszesen 14 szénhidratot vizsgaltunk az LESC-k felszinén (1
szialsav, 5 N-acetilglikozamin, 1 mannéz, 6 galaktoz és 1 fukdz). A korabbi eredményekkel
szemben -miszerint az LESC-k szialsavmentes galaktozt expresszalnak és nem fejeznek ki a-
2,3-kotott  szidlsavat a felsziniikon- az altalunk tenyészett LESC-k esetében a PNA
alacsonyabb fluoreszcencia intenzitasat tapasztaltuk a WGA, ConA, RCA vagy AlL-hoz
képest, mig a sejtek 98%-a volt PNA pozitiv.

A tenyésztett LESC-k transzkriptom analizise soran talaltunk néhany olyan expresszalodo
gént, melyeknek LESC-ben betoltott funkcidja egyeldre ismeretlen: SERPINA3(FC: 21.1) —
melyet korabban anti-angiogenikus ¢és anti-inflammatorikus hatasa miatt vizsgaltak cornea
sériilésekben.SEMA3A (FC: 40.2) - szerepét egér cornea fejlédésében és a cornealis
adhéziok kialakitasaban és sejtmigracioban jut szerephez. A fent emlitett markerekkel
kiegészithetd lenne az LESC-K ,ujjlenyomata”, lehetévé téve a bazalis limbalis epithelen
beliili konnyebb azonositasukat. Aramlasi cytometriaval bizonyitottuk, hogy az LESC-k nem-
haematopoetikus eredetiick, a bmMSC-hez képest alacsonyabb mértékben expresszalnak
MSC markereket és nincs a felszinliikon CD31, ami az érendothel sejtek {6 jellemzdje. A mar
korabban a bazalis limbalis és bazalis cornealis epithelen leirt CD49a/ltgal, CD49b/Itg a2,
CD491/Itg a6 és CD29/Itg Blerds festédést mutatott in situ és a tenyésztett LESC-Kben is.
Osszefoglalasképpen elmondhat6, hogy a pozitiv és negativ markereket egyarant tartalmazo,
az altalunk tenyészett limbalis eredetii sejtekrol késziilt pontos sejtfelszini profil alapjan, hogy
a tenyészet egy lassan proliferald6 LESC és egy gyorsan oszt6do, migralo és differenciacios
potenciallal rendelkez6 TAC keveréke. Gyakorlati szempontbol egy ilyen, Ossejtekbol és mar
elkotelezett sejtekbdl allo keverék populdciod transzplantacigja, igen eldnyds a sikeres cornea
atiiltetéshez. A LC, mint hordoz6, hasznalata ex vivo expandalt LESC atiiltetéshez, nemcsak
megfeleld, de kiemelkedéen jo alternativaja lehet a HAM-nak, transzparenciajanak
koszonhetden €s a tenyésztett sejtekre gyakorolt védd hatdsa miatt. Kétoldali LESCD esetén,
az ex vivo expandalt szajnyalkahartya epithelsejtek és a transzdifferencialt bmMSC-k
jelenthetnek alternativ cornea epithel potlast. fgéretesnek mutatkozik a hajhagyma Gssejtek
transzdifferenciacidjaval eldallitott sejtekkel torténd cornea epithel potlas, a két sejtvonal

hasonldsaga miatt, de a vizsgalatok egyel6re nem mutatnak az in vitro kisérleten tal.

Retindlis ossejtek
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Az Ossejt-therapia nagyon igéretesnek mutatkozik a retina betegségek gyogyitdsaban. Ezt
bizonyitja a folyamatban 1évé human embrionalis, 0jsziilott, koldokzsindr és csontveldi
Ossejteket hasznald klinikai vizsgdlatok nagy szama, mely az olyan betegségek kezelését
célozza meg, mint az AMD vagy retinitis pigmentosa. Az els6é felvetés, miszerint a CBE
tartalmaz NPC —ket, amelyek képesek 0j idegsejtek 1étrehozasara- 2000-ben fogalmazodott
meg. A CBE konnyen hozzéaférhetd, ezért kivalo NPC forras lenne. Definicid szerint a
retinalis NPC-K - hasonloan a KIR egyéb teriiletin 1évé NPC-hez- onfenntartoak és képesek a
sériilésekre reagalni ugy, hogy a 1ézibhoz migralnak ¢és funkcionald célsejtté
differencialodnak.

Mostanaban tobb tanulmanyban is vizsgaljak, hogy a CBE teriiletén vannak-e NPC-k a feln6tt
emberi szemben. A retina levalassal és PVR formacioval jar6 retina szakadasok és lyukak a
szemészetben relative gyakran el6forduld KIR sériilések. Feltételezziik tehat, hogy ha a
feln6tt emberi szemben vannak NPC-k, akkor azok képesek a retinalevalasra és PVR-re is
reagalni. NPC-k jelenlétének tisztazasa végett mélyrehatdoan vizsgaltuk a CBE és retina
perifériat NPC markereket kutatva kontroll és PVR-es enukledlt szemeken. NPC marker
expressziot vizsgaltuk PVR-es egér modellben is. Végiil, az NPC-szerii sejtek célzott
Kontroll, nem PVR-es cadaver szemek in situ festése soran mind neuronalis- (Pax6, Sox2,
Nestin)és epithelialis (ABCG2, N-Cadherin) 6ssejt marker pozitivitast tapasztaltunk, de csak
a legproximalisabb Pla és retina periféria Pc-inek faldban GFAP pozitivitast viszont, csak a
retina periférian 1évo cisztakban. Az ilyen cisztikus degeneracio idésekben gyakori lehet, de
azok pontos patologiai kdvetkezménye egyelére nem ismert. Hasonl6an a korabbi irodalmi
adatokhoz, mi sem lattunk sejtosztodast vagy Ki-67 pozitivitast a sértetlen, humén retindban
proximalis Pla és retina periféria teriiletén is. A kapott eredmények részben Gsszevagnak egy
masik munkacsoport eredményeivel, azonban 6k leirtak néhany Rhodopsin*sejtet is a GFAP-
pigmentalt sejtek kozelében, kiterjedt PVR formacioval rendelkez6 szemeken. Mivel sem
NPC markert sem Rhodopsin pozitivitist nem tudtunk a CBE teriiletén detektalni, sem
kontroll, sem PVR-es szemeken, CBE eredetii NPC-k altali 0j fotoreceptor képzodésnek kicsi
a valoszintisége.

Szemben a human eredményekkel, az egér CBE nem csak hyperplaziat, de megnovekedett
Nestin expressziot is mutatott az intravitrealisan adott diszpazzal valo6 PVR indukciot
kovetden. Ezért a kiilonb6zé munkacsoportok altal mas fajokban tett felfedezések humannal

valo 0sszevetésekor ovatosnak kell lenntink.
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Az n. neuroszféra formacios assay soran specialis tenyésztési koriilmények kozott szabadon
uszo klaszterek jonnek létre. Ez egy széles korben elterjedt modszer a sejtek NPC 6nmegujitd
¢s indukalhatd proliferacios kapacitasanak megerdsitésére habar a modszer nem specifikus
Ossejtekre, mivel mas sejtek pl. epithel sejtek is képesek szférak 1étrehozasara. Ismert, hogy a
kisméretli szférak nem egyetlen sejt osztodasabol képzddnek, hanem sejtek aggregacioja altal.
Ezért az dnmegujitd képességliket tobb passzalason keresztiil, megnytjtott tenyésztési idovel
kell bizonyitani. Masrészt nehéz megkiilonboztetni az egyes sejttipusokat a szféran beliil,
azok fizikai és geometriai tulajdonsagainak koszonhetéen, mely befolyasolja a tipanyag,
novekedési faktor és oxigén ellatast a szféran beliil. Ez azt is jelenti, hogy a szférat alkoto
sejtek igen heterogének, mind elkotelez6dés mind differencidltsdg tekintetében. EQy
standardizalt neuroszféra formacios assay protokoll hianya, az eltérd sejtszam és tapfolyadék,
mitogének, hormonok és taplalék kiegészitdk hasznalata megneheziti a kiilonb6zd laborokban
kapott eredmények Osszehasonlithatdosagat.

Szamos munkacsoport megerdsitette a CBE eredeti sejtek onmegtjitd és proliferacios
kapacitasat. Azt talaltdk, hogy a CB ¢és iris-bol izolalt sejtek altal 1étrehozott szférakhoz
hasonl6t nem lehet a neuroretinabdl vagy a RPE-bél izolalni; masok tudtak a neuroretinabol
¢s CB-bdl szférat izolalni kortol, nemt6l és postmortem eltelt id6t6l fliggetleniil; tovabba
leirtak oszt6do, éretlen neurondlis és glidlis markereket expresszalo CB eredetli szférakat is.
Tapasztalataink alapjan a human PVR-es szemek tlivegtestjébdl izolalt sejtekbdl tobb szféra
képzddik, mint a nem PVR-esekbdl. Ezeket a szférakat méasodik passzalasig is fenn tudtuk
tartani, bar tovabbi fenntartasukra nem tettiink kisérletet.

Az 6ssejteket egyedi marker mintazatuk alapjan ismerjiik fel. Ezek lehetnek csak az ¢ssejtekre
jellemzoéek (pozitiv), vagy az Ossejtek altal nem, de a progenitorai altal expresszalt
(negativ) markerek. Mivel az esetek tobbségében nem rendelkeziink egyetlen az adott sejtre
jellemzd definitiv markerrel, pozitiv és negativ markerek kombinacigjat hasznaljuk azok
jellemzésére. A CBE vel6csé ektoderma eredetli, ezért a neuronalis és glidlis jegyek
vizsgalata mellett, ellendrizni kell, hogy megorzik-e a szférakban az epithelialis jelleget.
Munkatarsaink korabban bizonyitottak, hogy a CBE eredetli szférak tartalmaznak osztodo
epithel-szeri sejteket és a KIR neuroszféraihoz képest csokkent NPC marker expressziot
mutatnak. Ez a jelen eredményeinkkel is 0sszhangban van, mivel a CBE-eredetli szférak
pigmentaltak ¢és kifejezett epithel jegyekkel birnak. A CBE eredetli sejtek szignifikans
mértékben fejeznek ki NPC markereket, de nem képesek fotoreceptor iranyba
differencialodni. A CBE pigmentalt és nem pigment sejtjei elkiilonithetéek; csak a pigmentalt

sejtek tudnak proliferdlni és tenyésztéskor, epithelidlis markereket magasabban és NPC
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markereket limitalt mértékben expresszald, szférakat létrehozni. A PVR-es betegek
tivegtestjébol izolalt szférak GFAP és Nestin pozitivitdst mutattak a centralis-, B-I11-tubulin
pozitivitast a periférias részeken in situ és in vitro koriilmények kozott egyarant. Ezek a
szférak pigmentalt és nem-pigmentalt sejtekbdl alltak, de a pigmentalt sejtek RPE eredete
RPEG65 negativitas révén kizarhato.

Tobb alkalommal mutattak ki PC-ken olyan ESC markereket, mint OCT4, SOX2 és Nanog,
de szerepiik mind a mai napig nem tisztazott. Ugy tartjuk, hogy az ESC markerek jelenléte
elengedhetetlen a pluripotencia bizonyitasahoz, €¢s mi képesek voltunk valtozd, alacsony
mértékben mindharom emlitett markert kimutatni RT-PCR segitségével a PVR-es betegek
vitrectomiaja soran nyert szférakban. A Pax6 ésSox2—t fehérje szinten is Kimutattuk
immunfluoreszcens festéssel. A legaltalanosabb NPC marker, a Nestin, egy intermedier
filament protein, melyszintje patologias koriilmények kozott, mint a gliosis megemelkedik.
Neuro -ill. gliogenesis soran a Nestin szovetspecifikus intermedier filamentekre, pl. GFAP —ra
cseré¢lédik. GFAP fontos szerepet jatszik a KIR glialis hegesedése soran. Széles korben
alkalmazott altalanos Ossejt marker az ABCG2 is, mely, mint xenobiotikus transzporter
miikddik és fontos szerepet jatszik a multidrog-rezisztencia kialakuldsaban. A DNS kotd
festék (Hoechst 33342) sejtbdl vald kipumpalasa alapjan alpopulaciot lehet elkiiloniteni,
mely, mint ahogy azt korabban mar emlitettiik, progenitor—jellegii sejtek heterogén csoportja.
A Claudin, egy tight junction protein, mely az intercellularis molekuldk mozgasat szabalyozza
az epithel sejtek kozott, mig az N-Cadherin Ca-fiiggd sejt-sejt adhézios glikoprotein, mely a
veldlemez kialakuldsaban jatszik fontos szerepet. Az epithelidlis és neuroepithelidlis 6s- és
progenitorsejtek mind az N-Cadherint, mind az ABCG2-t expresszaljak. Munkatarsaink
kimutattak a CBE eredetli szférak Nestin és Claudin pozitivitasat, de ko-lokalizaciot nem, ami
arra utal, hogy a szférak két kiilon sejttipus keverékei; epithel és neuronalis progenitor-szerii
sejtek. Ezzel szemben masok, CBE eredetli szférdkat felépitd epithel sejtek homogén
populéciojarol szamolnak be.

Jelen vizsgalatok soran kimutattuk, hogy a PVR-es betegek iivegtestjébdl izolalt szféra-szerti
struktardk magas GFAP pozitivitassal rendelkeznek. A PCR vizsgélat a PVR-es szférak, CBE
szférakhoz viszonyitott szignifikdnsan magasabb GFAP expressziojat mutatta. Nem
detektaltunk RPEGS a szférakban, igy kizarva a RPE kontaminécio6 lehetdségét.

GFAP"Miiller gliasejtekrél gy gondoljuk, hogy emberben latens neuroregenerativ
kapacitassal birnak. Mi tobb, nemrégiben kimutattdk, hogy vitrectomia sordn a retina
perifériabol izolalt Miiller glia hatékony fotoreceptor forras lehet. Ez hasonldo a mi

eredményeinkhez, miszerint Rhodopsin*sejteket detektaltunk PVR-es human szemekben a
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NLR periférigjan kozel a fotoreceptor-vesztett terliletekhez, ugyanakkor ez aktiv
neurogenezisnek nem értékelhetd. Tovabbi vizsgalatok, mint a vitreusbol izolalt NPC-k
megerdsitéséhez.

Az el6z6ekben ismertetett eredmények alatamasztjak azt a hipotézist mely szerint a felnétt
human emberi szem tartalmazhat két kiilonb6z6 neuroepithelialis progenitor sejt tipust; egy
nem-glialis (GFAP") csoportot a proximalis Pla kozeli Pc-ben és egy Miiller glia jellegiit
(GFAPY). Egyeldre csupan a glidlis csoport retina sériilésre adott {ivegtesti térbe iranyulo
migracids valaszat tudtuk igazolni.

Erett neuronalis markerek fehérje és gén szintii expresszidja a CBE eredetii szférakban nem
bizonyiték a funkcionalis differencidciéra. Tovabba, sziikségesnek tartjuk a differencialt
sejtek morfologiai és funkciondlis tulajdonsdgainak vizsgélatit,a poszt-mitotikus akcios

potencial 1étrejottének és neurotranszmitter felszabaduldsénak igazoldséaval.
6. Kulcsszavak

Ossejtek, Limbalis Epithelialis Ossejtek, Retinalis Ossejtek, Proloferativ Vitreoretinopathia
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7. Osszefoglalas

Az Gssejt-therapia igéretesnek mutatkozik az olyan stlyos latasromlast okozo karosodasok ill.
betegségek kezelésében, mint a vegyi sériilések, égések, idéskori macula degeneracié vagy
retinitis pigmentosa. Az embrionalis dssejtek kapcsan felmeriild etikai kérdések és az indukalt
pluripotens sejtek esetleges tumor-képz6 tulajdonsagatol valo félelem miatt a feln6tt szoveti
Ossejtek hasznalhatosaga sokkal valoszeriibb.

Munkank soran sikeresen izolaltunk, tenyészettiink és karakterizaltunk a szaruhartya epithel
tulajdonsaggal bird lencsetokrol (LC) bizonyitottuk, hogy az LESC-transzplantacié szamara
alkalmas bioldgiai hordozo.

Legfébb eredményeinknek tartjuk az allati eredetli anyagok teljes kivonasat az LESC-
tenyésztési procedirabol. A tenyésztés soran a human szérum, mint egyetlen tdpanyag-
kiegészitoforrast hasznaltuk. Emellett az LESC jellemzésére szolgald panelt korabban nem
vizsgalt sejt adhézidés molekulakkal (CD44/HCAM, CD146/MCAM, CD166/ALCAM) és
sejtfelszini glikoproteinekkel bovitettiik ki.

A limbalis graftokbol kiindulo sejtek a LC felszinén 2 hét alatt tobbrétegii hamot hoztak Iétre.
A kinovo sejtek felsziniikon Ossejt (ABCG2, CK19, TP63/p63, VIM/Vim), a cornea
epithelidlis irdnyba vald elkotelezédés (CK8/CK18, alacsony CK3/CK12) valamint a nagy
proliferacids kapacitasra (MKI67/Ki67) utalo markereket expresszaljak, igy létrehozva egy
Ossejtekbdl ¢és tranziensen amplifikdlodo sejtek keverékébdl allo populéacidt, annak minden
elényével.

Irodalmi adatok alapjan feltételezziik, hogy a sugartest epithelsejt rétege (CBE) olyan
neuronalis pluripotens sejteket (NPC) tartalmaz, amelyek érzékelve a retina karosodasat, pl.
retina levalasnal és kovetkezményesen kialakuld proliferativ vitreoretinopathia (PVR) esete,
célzott migracioval és funkciondlis differenciacioval reagalnak.

Kisérleteink soran azonban nem sikeriilt NPC-t detektalnunk az emberi szemben, a pars plana
ill. retina periférian talalhat6 un. periférias cystakon kiviil. Mi tobb, GFAP* sejteket is csak a
retina periférias részén detektaltunk. Eredményeink alatamasztjak a human GFAP- sejtek
proliferaciojat PVR-ben, de azok Ossejt mivoltara vagy fotoreceptorra vald
differencialodasanak képességére nem talaltunk bizonyitékot. Csupan néhany Rhodopsin®
sejt csoportosulast figyeltiink meg a PVR okozta jelentés fotoreceptor karosodastol

periféridsabban.
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Szemben a human eredményekkel, egerekben PVR indukalast kovetéen a CB Kifejezett
hyperplasidjat és emelkedett Nestin pozitivitast tapasztaltunk.

PVR-es retina levalas miatti vitrectomia soran az operatérok gyakran észlelnek, a retina
perifériahoz kozeli vitreusban gombszer struktirdkat. Azért, hogy kideritsiik, ezeknek a
szféraknak az eredetét és jellemzobit, a vitreusbol nyert mintakat tenyésztés elétt és utan is
megfestettilk. Az immunfluoreszcens festés és transzmisszids elektron mikroszkopia alapjan a
szférak pigmentalt és nem pigmentalt sejtekbdl, valamint Nestin és GFAP pozitiv centralis és
B-11 tubulin® kiilsd részbdl allnak, tovabba retina pigmentepithel-sejtes kontamindacio-
mentesek.

Munkank sordn a PVR-re adott glidlis és nem-glidlis valasz megerdsitést kapott, de a glialis

sejtek vitreusba vald migracidja tovabbra sem bizonyitott.
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9. Koszonetnyilvanitas

Koszonom a lehetéségért, hogy PhD hallgatoként,a Biokémiai és Molekuléris Biologiai
Intézet, Ossejt és Szemészeti Kutatdo Laboratoriumaban tanulhattam és dolgozhattam, Dr.
Petrovski Goran témavezetése alatt.
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el6zo vezetdjének, értékes hozzaszolasiért, konstruktiv javaslataiért és a lehetOségért, hogy
egy kivalo kutatasi koriilményeket biztositd intézetben dolgozhattam.

Halas koszonettel tartozom témavezetomnek, Dr. Petrovski Gorannak az otleteiért,
tdmogatasaért, a belém vetett hitéért és a folyamatosan novo elvarasiért, ami nélkiil nem
tartanék itt. Példaképemnek tartom, mégis mindig egyenld partnerként kezel, amiért nagyon
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Koszondm a segitségét Veréb Zoltannak, Toth Mérianak, Nagymihaly Richardnak és Berényi
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Csomos Krisztiannak, Németh Istvannak, Hodrea Juditnak, Toéth Boglarkanak, Kristof
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jelentdsen hozzajarultak, ahhoz hogy jobb kutato6 és jobb ember lettem.

Koszonet a labor asszisztenciaért és technikai segitségért Mez6 Irénnek, Nagy Jennifernek,
Szaloki Szilvianak, Komoczi Editnek, Fiirtds Ibolyanak és Hathy Editnek, és azért, hogy
sosem hagytak egyediil a pacban!

Szeretném megkoszonni a Biokémiai és Molekularis Bioldgiai Intézet minden jelen és
multbéli, kutaté és adminisztratordnak a segitségét, orom volt velikk dolgozni ¢és
szocializalddni.

Végiil, de nem utolsé sorban halasan koszondm csalddomnak és barataimnak, Kollar
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