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ROVIDITESEK JEGYZEKE

BSA: borju szérum (bovine serum albumin)

CCC: folyamatos kor alaka capsulorhexis (continuous curvilinear capsulorrhexis)
CCI: clear cornea technika (clear corneal incision)

CTC: continuous thermal eliilsé capsulotomia

DAB: 3-3’diamino-benzidin

DALK: mély eliilsé lamellaris keratoplasztika

DAPI: 4', 6-diamidino-2-phenylindol

ECCE: nyitott tokos halyogkivonas

ELP: effektiv lencsepozicio

EMT: epithelialis-mesenchymalis transzformacio

Er:YAG: Erbium:Yttrium-Aluminum-Garnet 1ézer

FDA: Szovetségi Elelmiszer- és Gyodgyszerengedélyezési Hivatal (Federal Food and Drug
Administration)

FLACS: femtoszekundumos lézerasszisztalt (eliilsé capsulotomia) cataracta sebészet
FP: foszfatpuffer

GFAP: glidlis fibrillaris savanyu protein (glial fibrillary acidic protein)

GS: glutamin-szintaz

ICCE: zart tokos halyogkivonas (intra capsular cataract extraction)

ICG: indocianinzold (indocyanine green)

ICRS: intracornealis gytrii Szemgent (intra corneal ring segment)

IL-6: interleukin-6

IL-8: interleukin-8

IOL.: intraocularis milencse (intra ocular lens)

LASIK: laser in situ keratomileusis

NGS: normal kecske szérum

OCT: optikai koherens tomografia

OVD: viszkoelasztikus anyag (ophthalmic viscosurgical device)

PB: plasma blade eliils6 capsulotomia

PBS: foszfatpuffer

PCR: polimeraz lancreakcio (polymerase chain reaction)



PFA: paraformaldehid

PKP: penetral6 keratoplasztika

PMMA: polmethyl methacrylat

PPC: preciziods eliilsé capsulotomia (precision pulse capsulotomy)
ROS: oxigén szabadgyok

SIA: sebészileg indukalt astigmia (surgically induced astigmatism)
SLC: szelektiv 1ézerasszisztalt eliilsé capsulotomia

TEM: transzmisszids elektronmikroszkopia

TGF-B: transzformald novekedési faktor-béta



BEVEZETES

A latas folyamataban kdzponti szerepet jatszik a szemlencse. Ezen szerep betoltéséhez
két tulajdonsaggal rendelkezik. Egyrészt, mint kristalytiszta, fényatereszté gyujtélencse
fokuszalja a szembe bejutd fényt, masrészt a kozeli és tavoli fokusz megvalositasa érdekében
alakvaltoztatasra képes (akkomodaci6). A kor elérehaladtaval a szemlencse tobb valtozason
megy at, melynek végstadiuma az idéskori sziirkehalyog kialakulasa lehet. Az oregedd
szemlencse eleinte vizualis érintettség nélkiil, de nagyobb mértékben szdrja a fényt. Késébb,
amikor a szemlencse vastagsaga ¢és denzitasa is fokozodik, az optikai teljesitOképessége is
megvaltozik. Végiil, a morfologiai valtozdsoknak kdszonhetden, a lencse mar tobbé nem
kristalytiszta, ezért kevesebb fény jut at rajta (Cavalotti és mtsai., 2008). Napjainkban a
szlirkehdlyog a reverzibilis vaksagi allapotok kozé tartozik, melynek egyetlen kezelési
lehetdsége az elhomalyosodott szemlencse miitéti eltavolitasa és a megfeleldé miilencse
beiiltetése. Ez a huméan gydgyaszatban az egyik leggyakrabban végzett és legsikeresebb

eredményekkel jar6o mitéti eljaras (Davis, 2016).

Anatomiai és fejlodéstani jellegzetességek a szemlencsérol
Fejlodéstani ismeretek

A szemlencse fejlodése a 25. gesztaciés napon kezdddik, ekkor a lencseplacod
érintkezik a szemholyaggal (Lance, 1988). A lencseplacod sejtjei egyrétegii kobhamsejtek,
amelyek lefiizddve a lencsehdlyagot alkotjak (Spemann, 1924). A 33. gesztacios napra a
lencseholyag a szemserlegbe siillyed (Amaya és mtsai., 2003). A lencseholyag eliils6é polusan
talalhato epithelsejtek szamat a sejtproliferacido mellett apoptdzis szabalyozza (Morgenbesser
¢és mtsai., 1994). Majd a fejl6dd szemlencsét egy vékony bazalis membran veszi koriil, késébb

ez alkotja a lencsetokot, amely elsddleges lencserostokat tartalmaz (Kaufmann, 1992).

Szemlencse anatéomidja

A szemlencse egy ellipszoid alakq, kristalytiszta, ér- és idegmentes szdvet, amely a
hatuls6 csarnokban helyezkedik el, két fontosabb részbdl all: a magbol, amely embrionalis
elemeket tartalmaz, és a kéregbOl. A lencsét a lencsetok teljesen koriilveszi. A szemlencse
eliilsé felszinén elhelyezkedd epithelsejtek az equatoron atlépve masodlagos lencserostokka
alakulnak at (Lance, 1988). igy a felnétt, rugalmas tokkal koriilvett lencse a kovetkezd részeket

tartalmazza (1. abra): eliils6 részen egyrétegli epithelsejtek, felszines rétegben megnyult,



differencialt masodlagos rostok, és a lencsetestet érett elsédleges és masodlagos rostok toltik

ki, amelyek magas fehérjetartalommal rendelkeznek (Taylor és mtsai., 1996).

cap

1. abra: Felndtt szemlencse szerkezete (Taylor és mtsai., 1996)
cap: lencsetok, ep: epithelsejtek zondja, c: kéreg, an: dregkori magzona, jn: kiilsé

embriondlis magzona, fn: belsé embrionalis magzona, en: embriondlis magfelszin

A lencsetok anatomidja

Korabbi, fénymikroszkopos vizsgalatok eredményei alapjan ismert, hogy a lencsetok
tomott, homogén szerkezetli. Ugyanakkor, elektronmikroszkopos felvételeken bizonyitott,
hogy a lencsetok szorosan kapcsolodd, tomott, parhuzamos lemezekbdl all (Krag és
Andreassen, 2003), amelyek a kor elére haladtaval eltiinnek. A hatsé lencsetokon ez mar
gyermekkorban bekdvetkezik. Ezzel ellentétben, az eliilsd lencsetokban a lemezes szerkezet
felnott korban kezd eltlinni, de folyamatos marad az equatorialis €s praeaequatorialis
teriileteknek megfeleléen (Hogan és mtsai., 1971; Seland, 1974; Perry és mtsai., 1979).

A szemlencse vastagsaganak és denzitasanak valtozasaval parhuzamosan valtozik a
lencsetok is. Az eliilsd lencsetok alatt egyrétegli kobhamsejtek (epithelsejtek) alkotnak réteget.
(Young és Ocumpaugh, 1966; Von Sallmann és mtsai., 1969; Rafferty és Goossens, 1978).
Id6vel az epithelsejteken szamos morfologiai valtozas figyelheté meg: alakjuk ellaposodik, a
sejtorganellumok szama csokken, az alatta elhelyezkedd matrix tomottebbé valik (Perry és

mtsai., 1979; Rafferty, 1985). Ezzel szemben a hats6 lencsetok alatt talalhato epithelsejtek mar
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a magzati életszakaszban eltinnek (Hogan ¢és mtsai., 1971). Ismert, hogy a lencse
epitheliumanak kozponti zonajaban talalhatod sejtek osztédasra nem képesek, ezért quiescent
(nyugalmi) sejteknek is nevezik 6ket. A sejtek rétege, a lencse epithelium, a lencse azon eliils6é
felszinét takarja, amely a szaruhartya felé néz. A lencse epithelium az eliils6 felszin pereménél
végzédik. A kozponti részében pedig olyan sejteket tartalmaz, amelyek nem osztodnak,
nyugalmi allapotban vannak, ezt veszi koriil a sejtek germinativ — 0sztddo zonaja, amelyet (az
euquatorialis peremnél) olyan osztédd sejtek kovetnek, melyek rostképzd sejtekké

differencialodnak. (Cavalotti és mtsai., 2008), (2. abra).

Eliils6 lencsetok  Epithelsejtek

(A-sejtek)
45\ /

® o &

Rostképzo sejtek

Aktiv
osztodas helye
(E-sejtek)

Mag

Megnyult
masodlagos rostok

Hatso lencsetok

2. abra: Lencsetok szerkezete (Cavalotti és mtsai., 2008)
Az epithelium a kiilonbézé zonaknak megfeleléen eltérd sejteket tartalmaz. A kozponti
zonaban olyan sejtek vannak, amelyek nem osztéodnak, a germinativ zénaban osztodo sejtek,
és az equatorialis teriileten differencialt sejtek lathatoak. A megnyult mdasodlagos rostok

teriilete jelzi az eliilso és hatso lencsetok hatarat.

Sziirkehalyog-miitét fejlodése és leirasa
A sziirkehalyog-miitét azon mikrosebészeti beavatkozasok koz¢ tartozik, amelynek
fejlédése az utobbi 2-3 évtizedben rendkiviili mértékben felgyorsult, és ez napjainkban is

folytatodik. Az elsé irdsos feljegyzések szerint, az 6korban egy bronztii, vagy tiiske segitségével



az lvegtesti térbe luxaltdk a szemlencsét. A gordg feljegyzések alapjan, ebben a korban, a
sziirkehalyogot egyfajta koros folyadékgyiilemnek tekintették (Grom, 1985). A fent részletezett
eljarast napjainkban halyogszuras (recnilatio lentis) néven ismerjik, és Kr. e. 2050-bol
szarmaznak a leirasok errél a mutéti beavatkozasrol (Snyder, 1964). A sziirkehalyog valodi
anatoémiai €s patofizioldgiai megismerését elsdsorban a boncolasok tették lehetdve, igy Briseau
¢és Maitre-Jean egymastol fiiggetlenil irtdk le a sziirkehalyog 1ényegét a X VIIIL. szazad elején
(Marsovszky, 2013). Ezt kdvetden, 1747-ben, Jacques Daviel, elvégezte az els6 nyitott tokos
halyog kivonast (ECCE), amelyben az eliilsé lencsetok behasitdsa utan, a lencsemagot
eltavolitotta egy nagy, 10 mm-es seben keresztiil. Sajnalatos modon, a posztoperativ miitéti
eredményeket leginkabb a hatso tok fibrosis kialakulasa rontotta, ugyanakkor Daviel ramutatott
a cornedlis sebkészités alkalmazasanak lehetdségére, amit napjainkban is hasznalunk (Grosz és
Hoor, 1910; Daviel, 1753). A posztoperativ miitéti eredmények korlatozottsaga ellenére,
egészen a XIX. szazadig az ECCE szamitott az elfogadott sziirkehalyog-miitétnek.
Ugyanakkor, a fejlett miitéti eszkozokkel, jol meghatarozott klinikai esetekben, és megfeleld
miitéti tapasztalatokkal, tudassal, még napjainkban is hasznalatos az ECCE.

1953-ban, Sharp végezte az els zart tokos halyog kivonast (ICCE), amelyben egy nagy
limbalis seben keresztiil, a lencsemagot tokkal egytitt kihajtotta a bulbusbdl, és ezzel egyiitt a
lencsefliggesztd rostokat is behasitotta, a lencse finom mozgatasa révén (Hubbell és Sharp,
1904). A lencsefiiggeszto rostok védelmének tovabbi finomitdsa Barraquer nevéhez kotddik.
O, a miitét alatt alfa-kimotripszin enzimet hasznalt, igy fagyaszts utan a lencsemag és tok
sokkal gyengédebben kihajthato volt a bulbusbol. Ezt az eljarast cryo-extractionak nevezik
(Barraquer, 1966). Sajnalatos modon, a posztoperativ miitéti eredményeket, a latas
elvesztésével is fenyegetd szovédmények rontottak (iivegtest prolapszus, retinalevalas, macula
6déma, cornea dekompenzacio). A posztoperativ miitéti eredmények korlatozottsaga ellenére,
egészen az 1970-es évekig az ICCE szamitott az elfogadott sziirkehalyog-miitétnek.
Ugyanakkor, a fejlett miitéti eszkozokkel, jol meghatarozott klinikai esetekben, és megfeleld
mutéti tapasztalatokkal, egyes orszagokban, még napjainkban is hasznalatos az ICCE.

Mivel, ECCE esetén jobb vizudlis rehabilitacié volt varhato, mint ICCE-ben, iddvel az
ICCE hattérbe szorult, és a standard sziirkehalyog-eltavolitas ismét az ECCE-t jelentette. A
masodik vildghaboru alatt Ridley felismerte, hogy dnmagéaban az elhomalyosodott szemlencse
eltavolitasa, a sziirkehdlyog kezelés felét jelenti. Ennek kdszonhetden, 1949-ben elvégezte az
els6 ECCE-t, amely soran miilencse (IOL) implantaci6 is tértént (Moore és mtsai., 2010).
Akkoriban a miilencse intraocularis helyzete vita targyat képezte, ezért ez a miitéti technika

nem Orvendett nagy népszertiségnek.
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Végiil 1967-ben, a phacoemulsificatio bevezetésével, Kelman forradalmasitotta a
sziirkehalyog-mitétet (Kelman, 1967). Ezzel a technikaval lehetdség nyilt egy ultrahangos
frekvenciaval rezg6 kézifej segitségével a lencsemag szétdaraboldsara, majd aspiralasara egy
jelentdsen kisebb (3-4 mm) cornedlis seben keresztiil. Ez a megfigyelés nagy jelentdséggel bir,
hiszen a kisebb seb esetén mitét alatt stabilabb lesz az eliils6 csarnok, tovabba felgyorsul a
gyogyulasi id0, és kisebb lesz a sebészileg indukalt astigmia (SIA) is. A lehetd legjobb visus
rehabilitacio elérése érdekében az eliilsé tokot megnyitjuk, a lencse mag és kéreg eltavolitasa
¢s a hatsd tok meghagyasa révén az igy liressé valt tokzsdkba IOL-t implantalunk. Idével a
sebképzés mérete tovabb csokkent 2,2 mm-re, s6t esetenként 2,0 mm ald. Ezaltal a
phacoemulsificatio az egyik legnépszeriibb, és legsikeresebb sziirkehalyog-miitétté valt. Ez az
eljaras biztonsagosnak €s hatasosnak bizonyult.

Napjainkban a kovetkezOképpen zajlik egy phacoemulsificatios sziirkehdlyog-miitét.
Kiilonbozo, helyileg alkalmazott mydriaticum cseppekkel kozvetleniil a mitét el6tt
pupillatagitas torténik. Ezt kdvetden a miitében helyi érzéstelenités, megfeleld fertdtlenités, és
a mitéti teriilet izolalasa kovetkezik. A jo lathatosag érdekében szemhéj terpesz alkalmazasa
elterjedt. Egy 15 fokos kés segitségével a cornean a mellékseb kialakitasa (paracentesis)
torténik, amin keresztiil az eliils6 csarnok viszkoelasztikus anyaggal (OVD) feltolthetd. Ez
egyrészt védelmet biztosit a szem-szovetek szamdéra, masrészt stabilitdst nyajt a foseb
elkészitéséhez. A legtobb sebész az un. ,.clear cornea” technikat (CCI) hasznalja, mert a betegek
jol toleraljak, illetve gyors felépiiléssel jar, mindazok mellett, hogy mfitét alatt is j6 lathatosagot
biztosit. A f6seb mérete a sebkészitd kés fliggvényében valtozhat, de tobbnyire 1,8 mm és 2,75
mm kozott van. Ahhoz, hogy viztartd sebek legyenek, sebkészités soran tobbsika seb
kialakitasara kell torekedni, igy nem sziikséges a miitét végén varrattal zarni a sebeket. Ezt
kovetden egy rexis csipesz segitségével az eliilsé lencsetokon capsulotomids nyilas kialakitasa
torténik, torekedve arra, hogy ez folyamatos kor alaka capsulorhexis (CCC) legyen. Az igy
kialakitott nyildson keresztiil elérhetd a lencsemag, €s a phacoemulsificatio altal feldarabolhatd,
majd aspiralhatok a lencsemag darabok, és a kéreg. fgy tehat eltavolitasra keriil az eliils6
lencsetok egy része, a kéreg és a lencsemag, €s csupan a hatso lencsetok marad vissza, ami ha
intakt, akkor idedlis a tokzsak az IOL implantalasara. Utolsé 1épésként az OVD alapos
kimoséasa, majd intrakamerdlis antibiotikum beadasa, és a viztartd sebek oedemasitdsa
kovetkezik.

A sziirkehalyog-miitét fejlédésének, és a jo posztoperativ Visus rehabilitacid igénynek
kdszonhetden a miitétnek harmas célja van: a latdélesség gyors és jelentds javitdsa, refraktiv

hibak (pl. rovid vagy tavollatas, esetleg meglévé cornealis astigmia) korrigalasa, valamint
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esetenként az akkomodacios képesség helyreallitdsa. Ennek érdekében tobb tipusa IOL
implantdlasa lehetséges. Az egyfokusza miilencsék kivald latéélességet biztositanak tavolra,
ezzel szemben az un. prémium (multifokalis, trifokalis) miilencsék tobbnyire tobb tavolsagra
probalnak éles latast biztositani. A trifokalis miilencse kozeli és tavoli fokuszpontok mellett
koztes tavolsagra (szamitdogép, telefon) is éles latast biztosit. Az un. alkalmazkod6 miilencsék
a szem természetes fokuszaldo képességét igyekeznek utanozni a mindenkori éles kép
létrehozasara, azonban az eddigi tipusok nem igazan valtak be, és igy széles korben nem
terjedtek el. Az un. torikus miilencsék egyik tengelyiikben mas dioptriaértékiiek, mint az arra
merdleges tengelyben, igy a miitét el6tt fennalld (un. preoperativ) astigmiat a sziirkehalyog-
mitét sordn, azzal egyiitt tudjuk korrigalni. Az un. prémium milencsék implantalasa eldtt,
kulcsfontossagi a ,,j0 betegvalasztas”, mert a betegeknek meg kell érteniiik a prémium
miilencsék esetenként jelentkezé korlatait (pl. az éjszakai vezetés korlatozott lehet), realis
elvarasokkal kell rendelkeznie, tudataban kell lennie az esetleges szovodményekkel és
motivaltnak kell lennie a szemiivegtdl valo fiiggetlenség elérése érdekében. Vannak a prémium

crer

szlirkehdlyog-miitét soran csak egyfokusza (un. monofokalis) miilencse beiiltetése javasolt.

Femtoszekundumos lézer hasznalata a szemészetben

A femtoszekundumos lézer 1053 nm hullamhosszon, az infravords tartomany
kozelében, ultrardvid, 10 maésodperc impulzus-tartomanyban miikddik. Mivel kisebb
16késhullamot general, kisebb teriileten okoz jarulékos karosodast. Az 1053 nm hulldmhossza
lézernyalab atmérdje 0,001 mm, amely 5 pm-en beliili pontossaggal 1,8 pm2nél kisebb
terliletre fokuszalhatd, igy nem okoz traumat a feliiletes vagy kornyezd szovetekben
(Lubatschowski és mtsai., 2000). Rendkiviili attorést hozott a szemsebészet vilagéba, hiszen a
késziilék hasznalataval hattérbe szorulhat a manudlis sebkészités, illetve egyes miitéti ,,szovet
preparald” 1€pések. Napjainkban tobbféle 1ézerkésziilék taldlhato a kereskedelmi forgalomban,
melyek legfontosabb paramétereit a 3. abran foglaltam dssze.

Bar, a femtoszekundumos 1ézerkésziilékek fejlesztése mar 1990-ben elkezdddott, a
szovetségi €lelmiszer- és gyogyszerengedélyezési hivatal (FDA), csak 2001-ben engedélyezte
a femtoszekundumos lézer hasznalatat a refraktiv hibak korrigalasara (LASIK, laser in situ
keratomileusis). Az els6 mitétet kovetden ez a technologia rendkiviili fejlddésen esett at,
melynek fokuszaban a szovetkarosodas csokkentése allt (Binder, 2010; Hjortdal és mtsai.,

2012).
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Paraméterek Femto LDV Wavelight FemTec Intralase Zeiss Victus Catalys LensX

FS 200 20/10 iFS 150 VisuMax
Hullamhossz 1,045 1,045 1,053 1,053 1,043 1,040+25 1,030 1,030+5
Centralas Mechanikai ~ Szamitogép Mechanikai  Szamitogép  Mechanikai  Szamitogép  Szamitogép  Szamitogép
vezérelt vezérelt vezérelt vezérelt vezérelt
Miitéti Virtualis Vizualis Vizualis Vizualis Vizualis OCT OCT OCT
megjelenités és virtualis és virtualis
Mozgathat6 Igen Nem Nem Nem Nem Nem Nem Nem
Applanacios Sikbeli Modositott Hajlitott Hajlitott Hajlitott Hajlitott Hajlitott Hajlitott
felszin sikbeli

3. abra: Kereskedelmileg elérhetd femtoszekundumos lézerkésziilékek tulajdonsdgai (Callou
és mtsai., 2016)

Femtoszekundumos lézerek haszndlata a refraktiv sebészetben
Femtoszekundumos lézer és a LASIK miitét

LASIK miitét alatt a sebész a szaruhartya felsd rétegébdl lebenyt képez, majd alatta egy
excimer lézer segitségével elvégzi a 1ézerkezelést, végiil visszahajtja a lebenyt. Ez egy széles
korben elterjedt sebészi beavatkozas a refraktiv hibak korrigalasara (Sugar és mtsai., 2002). A
miitét legfontosabb 1épése a lebenyképzés, amit mechanikai, illetve femtoszekundumos 1ézeres
mikrokeratom segitségével lehet elvégezni (Ratkay-Traub és mtsai., 2001, Stulting és mtsai.,
1999). Eddigi tapasztalatok, és irodalmi adatok alapjan, ismert, hogy a femtoszekundumos 1ézer
segitségével kialakitott cornedlis lebeny esetén az operdld orvos kdnnyebben és pontosabban
tudja meghatarozni a lebeny vastagsagat, atmérdjét és a vagasi szoget. A fent leirt precizitasnak
kdszonhetden a lebenyhez kapcsolddd komplikaciok, és a posztoperativ fertdzések szdma
jelentds mértékben csokkent (Talamo és mtsai., 2006, Slade, 2007; Rocha és mtsai., 2011;
Sutton és Hodge, 2008; Stahl és mtsai., 2007).

Femtoszekundumos lézer és az intracornedlis gyiirii (ICRS) implantdcio
Azon keratoconusos esetekben, ahol a szaruhartya atiiltetéstél nem varhaté jo
posztoperativ-refraktiv eredmény, az intracornealis gylrii implantacidja indikalt, amelyet a
szaruhartya stromajaba helyeziink el (Colin és mtsai., 2000; Alio és mtsai., 2006). Ellentétben
a manualis ICRS implantacioval, a femtoszekundumos 1ézerrel végzett miitéteknél kevesebb
komplikacio kialakulasa varhato (epitheldefektus, perforacio, kilokédés), ugyanakkor a visus

és refraktiv eredmény varhatdan hasonlé lesz (Kubaloglu és mtsai., 2010).

Femtoszekundumos lézer és a presbyopia kezelése
A femtoszekundumos lézer hasznalata a presbyopia miitéti kezelését is atalakitotta,
hiszen a lézer segitségével a szaruhdrtya alakjat meg tudjuk valtoztatni, lebenyképzés nélkiil.
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Ezt a beavatkozast IntraCOR eljarasnak nevezik, és a szaruhartya stromajaba fokuszaldédo
gylrti alaka femtoszekundumos 1ézerimpulzusok segitségével valtozik meg a szaruhartya
alakja (Ruiz és mtsai., 2009).

Femtoszekundumaos lézer és az astigmia kezelése
Femtoszekundumos 1ézerasszisztalt astigmias keratotomia alatt a szaruhartya
stromajaban kisebb atmérdjii, korkords bevagasokat képziink. A 1ézer hasznalataval a cornealis
incizi6 sokkal precizebb, mindig a stromat érinti, biztonsagosabb, gyorsabb a gyogyulasi 1do,
¢s a Bowman membran penetralasdnak veszélye gyakorlatilag nem all fenn (Bochmann és

Schipper, 2006; Hoffart és mtsai., 2009; Y00 és mtsai., 2009).

Femtoszekundumos lézer és a SMILE (small incision lenticule extraction) miitét
Ezzel az eljarassal a myopia és a kisebb foku astigmia korrigdlhatd. Mitét alatt a
femtoszekundumos 1ézer segitségével, a szaruhartya felszines rétegében lencsécskéket
(lenticule) képeznek, majd a mélyebb rétegben, a cornea intakt részén kis bemetszéseket
ejtenek, végiil a bemetszéseken a lencsécskéket kihuzzak. A 1ézer hasznalatanak koszonhetéen
az idegkarosodas minimalis, és szaraz szem szindroma is Kisebb aranyban alakul ki (Li és

mtsai., 2013).

Femtoszekundumos lézerek haszndlata a szemészet egyéb teriiletein
Femtoszekundumos lézer és a keratoplasztika

2005 ota a keratoplasztika teriiletén is hasznalhatoak a femtoszekundumos lézerek
(Buratto és Bohm, 2007). Napjainkban, ez a 1ézer technologia egyarant hasznalhatd penetralo-
(PKP), mély eliils6 lamellaris- (DALK), és endothelialis keratoplasztikaban. Jelen ismeretek
alapjan a femtoszekundumos 1ézerasszisztalt keratoplasztika elénye a jo sebkészités,
biomechanikailag stabil incizi6 képzése, minimalis varrat fesziilés, gyors sebgydgyulas és visus
rehabilitacio. Ezaltal a keratoplasztika egy olyan refraktiv sebészi beavatkozas lehet, amely

kevesebb invazivitassal a legjobb refraktiv eredményeket biztosithatja (Alio és mtsai., 2013).

Femtoszekundumos lézer és a zoldhdlyog kezelése
A jovoében a zoldhalyog sebészeti kezelését is megvaltoztathatja a femtoszekundumos
Iézer, bar egyeldre csak kutatasi szinten vannak biztatdo eredmények. Valoszinilileg a preciz

vagasi képességének koszonhetéen femtoszekundumos 1ézerrel jobb sclerotomiat lehet képezni
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(Jin és mtsai., 2015), illetve csarnokviz elvezetd6 implantatum nyildsdnak kialakitasara is

alkalmasabb lehet, mint a manualis sebkészités (Siewert és mtsai., 2012).

Femtoszekundumos lézerasszisztalt sziirkehalyog-miitét

Bar a capsulotomias nyilas manualis modon torténd képzése, és ezt kovetden a
szemlencse phacoemulsificatio altali feldarabolasa, majd a lencsedarabok eltavolitasa, tovabbra
is biztonsagos és sikeres mitétnek szamit, a femtoszekundumos 1ézerasszisztalt sziirkehalyog-
mutét nagyobb precizitast €s stabilitast biztosit a muitét egyes I€péseiben. Magyarorszagi
eredményeknek koszonhetden, 2009 ota a femtoszekundumos lézerek FDA engedéllyel
hasznélhatoak a sziirkehalyog sebészetben (Nagy €s mtsai., 2009). A 1ézer tulajdonsagainak ¢€s
biztonsagossaganak koszonhetéen, ez a fajta miitéti technika napjainkban mar széles korben
elfogadott és alkalmazott (Nagy, 2014; He és mtsai., 2011), ugyanakkor a magas anyagkoltsége
miatt tobbnyire maganintézményekben alkalmazzak prémium IOL-ek implantalasaval.

A mtét precizitasanak és biztonsagossaganak érdekében, a sziirkehalyog-miitét esetén
a femtoszekundumos 1ézerek berendezése eltér attdl, ami a refraktiv miitéteknél megszokott.
Az infravoros 1ézer képes penetralni a kristalytiszta- vagy kissé homadlyos szaruhartydn, tovabbi
intraocularis alkalmazasat egy haromdimenzios képalkoto rendszer iranyitja (t6bbnyire optikai
koherens tomografia (OCT) vezérelt), az eliilsd szegmens anatomidjanak ismerete alapjan. A
femtoszekundumos lézerek négy tipust bemetszés képzésére alkalmasak: eliils6 capsulotomia,
lencse fragmentacié (femtofragmentécio), limbalis relaxald incizid (astigmia kezelésére), és

cornedlis sebkészités (CCI €s paracentézis).

Femtoszekundumos lézerasszisztdalt CCl

A sebkészités jelenti a sziirkehalyog-miitét elsd 1épését. Ennek technikai kivitelezése
nagy jelentdséggel bir, hiszen ezen keresztiil kell majd a miitéti eszkdzoket haszndlni, illetve a
phacoemulsificatios sziirkehalyog-miitétnél a kialakitott seb felépitése és mérete meghatarozza
a phacoemulsificatio alatti folyadékaramlast. Ezért minden sebész technikailag tokéletes
sebkészitésre torekszik. CCI seb készitése négy szakaszra bonthatd: 30 °-os szogben mintegy
0,4 mm mélyen a szaruhartyaba mélyesztjiik a sebkészitd kést, majd ennek hegyét felfelé
billentve az endothellel parhuzamosan haladunk 2,0-2,5 mm hosszan a szaruhartyaban, ezt
kovetden a kés nyelét megemelve, Ovatosan perforaljuk a Descemet membrant, végiil a
szivarvanyhartya sikjaval tessziik parhuzamossa a kés lapjat. gy, a seb teljes terjedelmében

parhuzamos marad a limbussal. Ismerve a sebkészités elméleti hatterét lathatjuk, hogy a seb
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megfelel hossza, mélysége és szoge fontos a posztoperativ szivargasok megel6zésében, és igy
a fertézések megakadalyozasaban.

Tudva, hogy a femtoszekundumos Iézerek kivaldo vagod képességgel rendelkeznek,
illetve a képalkot6 berendezés segitségével kontrollalt sebkészités lehetdvé teszi, hogy a kivant
seb mindig a megfelel6 szogben és a szaruhartya megfelelé mélységében helyezkedjen el, igy
a posztoperativ szivargas kialakulasanak veszélye jelentdsen csokken (Masket és mtsai., 2010).
koszonhetOen, hiszen ez egy kétsiku bemetszés, cikk-cakk formaban, ami ellenallobb a kiilsé
nyomasra, és nem igényel hidratalast (Palanker és mtsai, 2010b). Nem utols6 sorban, a 1ézer
segitségével kialakitott seb esetében gyorsabb a gydgyulas (Masket és mitsai.,, 2010;
Stonecipher és mtsai, 2006).

Femtoszekundumos lézerasszisztalt eliilsé capsulotomia (CCC)

A miitét ezen szakaszaban az operal6 orvos egy nyilast képez az eliils6 lencsetokon,
hogy a késdbbiekben hozzaférhetd legyen a lencsemag. Fontos az ideélis CCC kialakitasa,
hiszen ezen keresztiil kell beiiltetni a miilencsét is. Jol sikeriilt CCC mellett az irrigalas/aspiralas
i1s biztonsagosabban elvégezhetd, hiszen szabadon lebegd tokdarabkak nincsenek, és nem
utols6 sorban, a hatsd tok sériilése esetén is a milencse (a sulcus ciliarisban) biztosan
stabilizalhato (optic capture mddszer) lesz. Minden sziirkehalyog-miitét esetén a posztoperativ
visus rehabilitacio egyik meghatarozo feltétele a miilencsepozicidja a tokzsakban (ELP), ami a
prémium miilencsék implantalasa, illetve a presbyopia kezelése céljabol végzett szemlencse
miutétek bevezetése ota kiilondsen nagy hangstlyt kapott a szemsebészek korében. Megfeleld
miilencse poziciondlds tokéletes CCC mellett lehetséges, ami kerek, centralis és a miilencse
optikajatol legalabb 1 mm-el kisebb (kb. 5,0 mm-es) (Bir6, 1998). Phacoemulsificatios
sziirkehalyog-mfitét soran, a manualisan kialakitott CCC-t, a lencsetok szakitasaval és nyiro erd
kifejtésével alakitjuk ki. A capsulotomiat a lencsetok kozepérdl inditjuk és kiviilrdl fejezziik
be, ligyelve arra, hogy a tok ne szakadjon be. Ennek ellenére, az esetek koriilbeliil 1 %-ban a
manualisan kialakitott capsulotomia, tok berepedésekhez és beszakadasokhoz vezet (Werner és
mtsai., 2010).

Mivel a femtoszekundumos 1ézerrel végzett beavatkozas szamitogép altal vezérelt, ezért
precizebb (4. abra), és varhatdan oldalberepedések nélkiili sebészi bemetszést biztosit, ami
kiilondsen fontos lehet azokban az esetekben, amikor a CCC nehezebben elkészithetd (tulérett,

fehér sziirkehalyog, congenitalis sziirkehalyog). Tovabba az operald orvos konnyedén allithat
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be specialisabb CCC atmérdket vagy format, ami a prémium miilencsék implantalasanal nagy

elénynek szamit.

K

4. abra: Operdlo mikroszkop latképe femtoszekundumos lézerasszisztalt capsulotomia alatt
(Auffarth és Reddy, 2012)

A lézer fenti jellegzetességeinek koszonhetéen a femtoszekundumos lézerasszisztalt
capsulotomia sokkal szabalyosabb formaja, pontosabb (4. és 5. abra), centralisabb és jobban
befedi a miilencse sz¢élét, mint a manualisan kialakitott CCC (Nagy és mtsai., 2011; Auffarth
¢s Reddy, 2012).

5. abra: A femtoszekundumos /ézerasszisztalt capsulotomia centrdlis, szabalyos formdju
(Auffarth és Reddy, 2012)
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Femtoszekundumos 1ézerrel sokkal pontosabb (6. abra), erésebb és reprodukalhato
CCC-k kialakitasa lehetséges, (Nagy és mtsai., 2009; Yeilding és mtsai., 2009; Friedman és
mtsai., 2011; Szigeti és mtsai., 2012, Auffarth és Reddy, 2012).

—  — 4

6. abra: A bal oldali képen szabdlyos formaju, femtoszekundumos lézerasszisztalt
capsulotomia lathato, ezzel szemben a jobb oldali képen szabdlytalanabb formdju,

manudlisan kialakitott capsulotomia tekintheté meg (Auffarth és Reddy, 2012)

Jelen ismereteink alapjan, a manudlis capsulotomias nyilas képzésével szemben, a
femtoszekundumos 1ézerasszisztalt capsulotomianak egyetlen korlatozasa van, a beszlkiilt
pupilla, amin a 1ézeres kezelés el6tt a pupilla mechanikus tagitasaval (iris hurok, Maljugin

gyirit) tudunk segiteni (Nagy, 2014).

Femtofragmentdcio

A capsulotomia fejlddésének koszonheten a lencse darabokat tobbé mar nem az eliilsé
csarnokban emulzifikaljuk, hanem a lencsemag apré részekre torténd feldarabolasat kvetden
a lencsemag darabokat az eredeti helyén, azaz a lencsetokon beliil tavolitjuk el. A sziirkehalyog-
sorolhatjuk: technikak, amelyek arokasassal indulnak a torés elétt, illetve azok, amelyek
azonnal toréssel indulnak. Napjainkban a Phaco-Chop, Stop and Chop, illetve a Divide an
Conquer technikak a legelterjedtebbek. A szemlencse feldarabolasa kdzben figyelmet kell
forditani a hatso tok védelmére is. Phacoemulsificatio alatt a szaruhartya endothelsejt

karosodasat a felhasznalt phacoenergia hatdrozza meg, ezért erdsebb phacoenergia
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hasznalatakor, a posztoperativ els6 napokban sulyosabb szaruhartya vizeny6 lathato. Emellett
fontos, hogy a phacoenergia a szemben hatrafele se terjedjen.

A phacoemulsificatioval szemben, a femtofragmentacié Iényege, hogy a lézer
segitségével, a sebész jaratot tud képezni a magban (7. abra), igy a feldarabolas kisebb
intraocularis erével kivitelezhetd (8. abra). Ennek kdszonheten kevesebb ultrahang energiara
van sziikség. Igy lecsokken a zonula rostokat, illetve a tokot érintd mechanikai stressz, és
kevesebb intra- és posztoperativ komplikacié varhato. Tovabba a szaruhartya atlatszo,
kristalytiszta marad a poszoperativ id6szakban is, hiszen nem nyeli el a 1ézersugarakat (Holzer
és mtsai, 2006; Stein és Stein, 2013; Fishkind és mtsai., 2010; Auffarth és Reddy, 2012). gy
nem meglepd, hogy femtoszekundumos 1ézerasszisztalt sziirkehalyog-miitéttel jobb visus

rehabilitaciot tudunk biztositani (Edwards és mtsai., 2010).

8. abra: Femtofragmentdcio utin kénnyen torhetd a lencsemag (Auffarth és Reddy, 2012)
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Femtoszekundumos lézerasszisztalt sziirkehdlyog-miitét leirdsa

A sikeres mutét feltétele a jo mitéti terv elkészitése, hiszen annak ellenére, hogy a
1ézerkésziilékbe beépitett OCT a szaruhartya-, eliils6 csarnok-, pupilla- és a szemlencse
anatomiai paramétereit ¢és sajatossagait tartalmazza, az operatérnek minden egyes mitétnél
kiilon be kell éallitania a capsulotomia méretét, a femtofragmentacid mintazatat és a
szaruhartyan kialakitott sebek pontos helyét és mélységét (Nagy, 2012b). Ezt kovetden a szemet
Ossze kell kapcsolnunk a lézerkésziilékkel, ami a kdvetkezOképpen torténik: helyi
érzéstelenitést kovetéen a szemre helyeziink egy un. interfészt (torekedni kell a centralis
illesztésre), amit a késziilék szivdssal rogzit a szemfelszinen. A miitét ezen Iépésénél
szamithatunk arra, hogy a szemnyomas atmenetileg koriilbeliil 20 Hgmm-el megemelkedhet
(Chaurasia és mtsai., 2010). Mindezek utan négy OCT mérés torténik. Az elsé mérést a
szabalyos ¢és centralis capsulotomia kialakitasa érdekében végezziik, hiszen itt mérjiik meg az
ellils6 csarnok mélységet, illetve az eliilsd lencsetok legalacsonyabb- és legmagasabb pont;jat.
A masodik mérés alatt a szemlencsére Osszpontositunk, €s a femtofragmentacioé biztonsagi
zOndjat figyelembe véve, kivalasztjuk a szemlencse daraboldsanak mintazatat. A harmadik
mérésnek koszonhetéen, a sebkészités alatt a sebek geometriai szerkezete, helye, alakja
szabadon valaszthat6 az operatdr igényei szerint. Végiil az utolsé méréssel a SIA mértékét
tudjuk csokkenteni, az ivelt szaruhartyan végzendd bemetszéseket tervezhetjiilk meg (Nagy és
mtsai., 2009; Konstantopoulos és mtsai., 2007; McAlinden és mtsai., 2011; Slade és mtsai.,
2010). Tovabbiakban a miitét steril izolalas alatt torténik, megnyitjuk a szaruhartya sebeket,
hogy egy csipesz segitségével a 1ézerrel korbe vagott eliilsé lencsetok darabot eltavolitsuk. A
tovabbi 1épések annyiban kiilonboznek a klasszikus sziirkehdlyog-miitéttdl, hogy itt a

phacoemulsificatiot a femtofragmentalt magban végezziik (Palanker és mtsai, 2010b).

Elonyok és hatranyok

Napjainkban a sziirkehalyog-miitéthez kot6d6 egyik leggyakoribb elvaras, a kozel
tokeéletes latdélesség visszanyerése. Ennek olyan akadalyai lehetnek, mint a mutét utani
szaruhartya 0déma, Irvin-Gass szindroma stb. Az Irvin-Gass szindromaként ismert
pseudophakias cystoid maculaodéma az egyik leggyakoribb oka a sziirkehalyog-miitét utani,
nem megfelelé visus rehabiliticionak. Eddigi ismereteink alapjan, femtoszekundumos
1ézerasszisztalt sziirkehalyog-miitét utan a cystoid maculaédéma kialakulasa ritkabb (Nagy és
mtsai., 2012a). Hasonloan a cystoid maculaddémanal tapasztaltakhoz, a szaruhartya 6déma

mértéke is kevesebb femtoszekundumos Iézerrel végzett sziirkehalyog-miitétnél (Takacs és
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mtsai., 2012). Ugyancsak posztoperativ megfigyelések alapjan varhato a limbus koriili
kotéhartya petechiak, illetve kis vazodilataciok megjelenése a femtoszekundumos 1ézer
hasznalata utan. Valoszintlileg, a miitét alatt hasznalt interfész (kontaktlencse) mechanikai
hatasanak (vakumos rogzités) koszonhetden alakulnak ki, akarcsak az a&tmeneti szemnyomas-
emelkedés (Hodge és mtsai., 2012). Mindezek mellett a magas anyagkoltsége miatt a

femtoszekundumos 1ézerasszisztalt sziirkehalyog-miitét széles korben tovabbra sem terjedt el.
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Az eliilso capsulotomias nyilas képzésének modszerei

Manapsag a klasszikus sziirkehalyog-miitét elengedhetetlen 1épése az eliilsé lencsetok
megnyitasa. Torténelmi hatterek ismeretében tudhatjuk, hogy az eliilsé lencsetokon a
capsulotomids nyilas kialakitdsa a durva megnyitastol a folyamatos kor alaka capsulorhexis
kialakulasaig fejlodott. Ugyanakkor a kiilonb6zé szem-sebészeti modernizacidknak
kdszonhetden most mar a capsulotomia kialakitdsa automatizalt, fejlett technikai eszk6zok altal

vezérelt is lehet.

Moadszerek az eliilsé capsulotomia kialakitasara
Elsé probalkozasok
A capsulotomids nyilas kialakitasanak elsé probalkozasai a ,,lencse siillyesztd” miitéti
technikaval allnak Osszefiiggésbe, ahol az operald orvos a cystotom altal egy bemetszést
készitett az eliilsé lencsetok als6 részén, majd a lencsemag eltavolitdsara a szemgolyora
gyakorolt nyomas 4ltal keriilt sor. Kés6bb Vogt egy csipesszel darabokat probalt kitépni az
eliilsé lencsetokbol (Steinert és Fine, 1995).

Karacsonyfa capsulotomia
1968-ban Kelman bemutatta a kardcsonyfa capsulotomiét, ahol ugyancsak egy cystotom

segitségével haromszog alaku nyilast képezett az eliilsé lencsetokon (Kwitko és Simcoe, 1998).

Konzervnyitoé capsulotomia
Az eddigi elképzeléseket tovabbgondolva, Jacques Daviel kifejlesztette a konzervnyitd
capsulotomidt (can opener capsulotomia), amelyben az eliilsd lencsetokon egy cystotom
segitségével 5-6 mm atmérdji kort probalt 1étrehozni, tobb kisebb beszakitas révén. Habar, ez
egy technikailag konnyen elsajatithatd modszer, elsdsorban a komplikacioként megjelend

radialis beszakadasok (a lencsetokon) miatt nem hasznaljuk (Sharma és mtsai., 2019).

Boriték capsulotomia
Annak ellenére, hogy 1979-ben Sourdille és Baikoff mar javasolta a boriték
capsulotomia elvét, allitva, hogy ez biztonsagosabb, mint a konzervnyitd capsulotomia, végiil
mégis Albert Galand népszertsitette. A boriték capsulotomia lényege, hogy az eliils6 lencsetok

fels6 harmadaban egy bemetszést képzett, ezen keresztiil lehetett elvégezni a miitét tovabbi
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1épéseit, és a capsulotomiat csak a miilencse implantalasa utan egészitette ki (Galand, 1983).
Bar, érett sziirkehalyogban rendkiviil hasznos eljarasnak bizonyult (Ndiaye és mtsai., 1999), a
miilencse decentracidja (Akkin és mtsai., 1994) és a zonula rostok karosodasa (Oner és mtsai.,

2001; Budo és Montanus, 1991) miatt napjainkban mar nem hasznalatos.

Folyamatos kor alaku capsulorhexis (CCC):

Végiil, amiota Neuhann és Gimbel egymassal parhuzamosan kifejlesztette a folyamatos
kor alakt capsulorhexist, a sziirkehalyog-mitétek alatt a radier irdnyu szakadasokkal szemben
ellenalobb tokmegnyitast tudunk 1étrehozni (Gimbel és Neuhann, 1990). Ebben az esetben a
capsulotomiat a lencsetok kozepérdl inditjuk, és kiviilrdl fejezziik be, iigyelve arra, hogy tok
beszakadasok ne alakuljanak ki. Ennek ellenére még igy is 1étrejohetnek beszakadasok az eliilsé
lencsetokon (Olali és mtsai., 2007), vagy ez sajnalatos modon hatra is terjedhet a hats6 tokra

(Marques és mtsai., 2006).

Plasma Blade (PB) eliilsé capsulotomia
Ugynevezett ,,fugo blade” szalat helyeziink az eliils6 lencsetokra, amit 360°-ban korbe
vissziik a tokon. Mivel ez egy elektromos eszko6z, ugy tudjuk korbe vagni az eliilsé lencsetokot,
hogy a capsulotomia vonala nem fut ki oldalra. Ennek ellenére ez a moédszer a klinikai

gyakorlatban nem terjedt el, sokszor a vagas széle egyenetlen maradt (Izak és mtsai., 2004).

Hadromszog eliilso capsulotomia
Vannas olloval is készithet6 nyilas az eliils6 lencsetokon, hypermaturus sziirkehalyog
esetén. Els6 1épésként a lencsetok also részén bemetszés torténik, ezt koveti a kéreg leszivasa
¢és a tokzsak feltoltése viszkoelasztikus anyaggal. Csak ezutan komplettaljak a capsulotomiat

(Vajpayee és mtsai., 1995).

Lencse-csipo technika
Lagy sziirkehalyog, vagy zonula rost gyengeség esetén fontos miitéti eljaras, hiszen itt
egy ¢les tlivel szurkaljak az eliilsé lencsetokot, igy védik a zonula rostokat, ugyanakkor kis
zsebet képeznek a tokon. Végiil a zsebet megfogva hagyomanyos CCC-vel folytatodik az
eljaras (Snyder és Lindsell, 2010).
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Pulse-electron avalanche knife (PEAK) eliilsé capsulotomia
A PEAK gyancsak elektromos eszkdz, amely nagy frekvenciaju kistilésekkel plazmat

képez és vagja a tokot. Nem tul elterjedt modszer (Palanker és mtsai., 2010a).

Fejlett technikai eszkozok altal vezérelt eliilso capsulotomia kialakitds

Tekintettel arra, hogy egyre ndvekvd igénnyé valt a kozel tokéletes latoélesség
visszanyerése sziirkehalyog-miitét utdn, a CCC is minél tokéletesebb centralis helyzeti és
korkoros kell legyen. Ebben jelent nagy attorést a fejlett technikai eszk6zok altal vezérelt

capsulotomia kialakitas.

Femtoszekundumos lézerasszisztalt eliilsé capsulotomia (FLACS)

A femtoszekundumos 1ézerasszisztalt eliilsé capsulotomia jelentette az els6 igazan nagy
elérelépést, amely altal precizebb capsulotomia kialakitasara lehetiink képesek (Friedman és
mtsai., 2011). Mivel a szemlencse- és az eliilsé csarnok vastagsaga egyénileg valtozo, sziikség
volt arra, hogy a pontos és preciz capsulotomia készitése érdekében a femtoszekundumos
lézerek egy OCT késziilékkel legyenek ellatva, igy a femtoszekundumos lézerasszisztalt
capsulotomia szamitogép vezérelt. Az OCT mérések alapjan, és a szemre felhelyezett interfész
segitségével, ultrarovid lézerimpulzusok 4altal capsulotomids nyilast képeziink az eliilsd
lencsetokon. A megfeleld capsulotomia kialakitdsanak érdekében nagyon fontos az interfész
centralis illesztése.

Habar klasszikus sziirkehalyog-miitét esetén a manualis CCC-t, illetve egyes
maganintézményekben a femtoszekundumos lézerasszisztalt capsulotomiat hasznaljuk, egyre

tobb Uj technika jelenik meg a capsulotomia kialakitasara.

Precizios eliilso capsulotomia (PPC, Zepto és Aperture Rx)

A PPC olyan non-lézer technologia, amellyel automatizalt, preciz CCC-t lehet
kialakitani. Egy egyszer hasznalatos, 6sszehajthato, flexibilis nikkel-titdnium 6tvozet (Nitinol)
segitségével, 5,2 mm atmérdji capsulotomids nyilast tudunk létrehozni az eliilsé lencsetokon.
A miitét soran a szaruhartya sebeken keresztiil az eliils6 csarnokba vezetjiik, majd a centralis
pozicidban torténd elhelyezése utan, egy szivassal rogzitjiik az eliilsé lencsetokon az 6tvozetet
(kozben a flexibilis Otvozet felveszi az eredeti alakjat). Végiil az elektromos impulzusok
vagasaval, négy milliszekundum alatt, és a zonula rostok minimalis karosodasaval kialakitjuk

az eliilsé capsulotomias nyilast (Chang és mtsai., 2016). Tekintettel arra, hogy ezzel az
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eljarassal a zonula rostok épsége jobban meg0rzott, precizios eliilsé capsulotomia zonulopatia

esetén kiilondsen hasznos lehet (Chang, 2017).

Szelektiv lézerasszisztalt eliilsé capsulotomia (SLC, CapsuLaser)

Hasonloéan a femtoszekundumos 1ézerhez, ez a 1ézer is folyamatos vagast biztosit.
Ahhoz, hogy a CapsuLaser az eliils0 szegmens anatomiai tulajdonsagait felismerje, sziikséges
az eliils6 lencsetok tripankékkel torténd megfestése. Koriilbeliil egy masodperc alatt korkords
¢s preciz capsulotomiat alakit ki, folyamatos hdenergia altal. A capsulotomia atmérdje 4,5 és 7

mm ko6zott valtozhat, amit az operatér szabadon valaszthat meg (Brennan, 2017).

Continuous thermal eliilsé capsulotomia (CTC, ApertureCTC)
Ugyancsak preciz és korkordos eliilsé capsulotomia kialakitasara alkalmas egy eldobhat6
acél gyur altal. A gytriat egy phaco-fejhez hasonld eszkdzre racsatlakoztatjuk, majd a
szaruhartya sebeken keresztiil az eliilsé csarnokba vezetjiik. Amikor a gylrl railleszkedik az
eliils6 lencsetokra, akkor folyamatos felmelegitéssel hat a lencsetok kollagén rostjaira, igy

alakitja ki a capsulotomias nyilast (Brennan, 2017).

Erbium:Yttrium-Aluminum-Garnet (Er: YAG) lézer eliilsé capsulotomia
Az eliils6 tok megnyitasa Er:YAG lézerrel torténik. A klinikai gyakorlatban nem

népszerl, €s elterjedése nem is varhatd, mert erdsebb szovet karosodast és tobb lencsetok

beszakadast okoz, mint a CCC (Radner és mtsai., 2004)

Segédeszkozok az eliilsé capsulotomias nyilas képzésénél
Festék asszisztalt eliilsé capsulotomia

Habar az operald mikroszkop fénye alatt legtobbszor jol lathatd az eliils6 lencsetok,
bizonyos esetekben, mint pl. a csékkent voros visszfénynek koszonhetéen, a manualis CCC
nehezen kivitelezhetd az eliilsé lencsetok rossz lathatosdga miatt. Ezekben az esetekben
indokolt az eliilsé lencsetok festése. Leggyakoribb indikacidi a festék asszisztalt eliilsd
capsulotomianak: a Kifejlett (matur), fehér sziirkehalyog (Pandey és mtsai., 2000), tomott
(barnéllo) sziirkehalyog (Pandey és mitsai., 2000), jelentds szaruhartya homaly (Bhartiya és
mtsai., 2002), illetve a phacoemulsificatios miitéti technika tanulasi folyamata (Dada és mtsai.,

2002).
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Tripankék (Vision Blue):

Jelen ismeretek alapjan, a tripankék rendelkezik a legnagyobb biztonsagi profillal.
Toxicitasa nem ismert, az eliils6 lencsetok bazalis membranjahoz kotédik, a
kollagénhaldzathoz kotédve keresztkotéseket alakit ki (Navanaty és mtsai., 2006; Mencucci és
mtsai., 2007). Ugyanakkor leirtak azt is, hogy megvaltoztatja az epithelsejtek denzitasat,
¢letképességét.  Apoptotikus  jeleket, mitokondrium szakadasokat, endoplazmatikus
retikulumok felpuffadasat mutattdk ki, a lencsetok epithelsejtjeiben tripankék festés utan
(Portes és mitsai., 2010). Tarsbetegségek jelenlétében sokkal erbteljesebben festddik
(pseudoexfoliativ szindroma, diabetes), illetve merevebbé valik az eliilsé lencsetok tripankék
hatasara (Jardeleza és mtsai., 2009; Singh és mtsai., 2003; Chung és mtsai., 2005; Sharma és
mtsai., 2002; Pandey és mtsai., 2002; Rossiter és Morris, 2005; Portes és mtsai., 2010; Navanaty
¢s mtsai., 2006). A tripankék molekula viszonylag nagyméretii, ezért normalis koriilmények
kozott nem tud atjutni a lencse zonuldin. Gyakorlati tapasztalatok szerint megvaltoztatja az
eliilsé lencsetok biomechanikai tulajdonséagait, ezaltal sokkal merevebbé, és konnyebben
téphetové teszi az eliilsé lencsetokot. Manudlis eliilsd capsulotomia esetén ezzel lehet
csokkenteni az oldalberepedések kialakulasat, hiszen a megvaltozott szakitdszilardsag miatt a
sebésznek kisebb energia kifejtésre van sziiksége, ugyanakkor a tok nyujthatdsaga is csokken
(Dick és mtsai., 2008; Wollensak és mtsai., 2004; Jardeleza és mtsai., 2009). A 0,06%-0s
tripankek a lencsetok kollagén (IV-es tipust) halozatara hat, ahol keresztkotéseket alakit ki.
Festést kovetden, egy percen beliil a viszkozitasi modulus novekszik, és a biomechanikai
elvaltozasok megjelennek (Wollensak és mtsai., 2004).

Habér, a tripankék festék haszndlata egy, a CCC kialakitasa eldtt elterjedt technika,
ennek rutinszeri hasznélatat elsdsorban mégis az operald orvos igényei hatarozzak meg, mert
a festék hasznalatanak javaslatai ellentmondésosak a szakirodalomban (Veckeneer és mtsai.,
2001; Gaur ¢és Kayarkar, 2005; Chowdhury és mtsai., 2004; Yamamoto ¢s mtsai., 2005;
Haritoglou és mtsai., 2004; Roos és Muir, 2005; Bhartiya és mtsai., 2002; Yetik és mtsai., 2002;
Satofuka és mtsai., 2004; Chang és mtsai., 2005; Fritz, 1998; Fritz, 2002; Mencucci és mtsai.,
2007; Jacobs és mtsai., 2006). Jelen ismeretek alapjan, a tripankék festék hasznalatanak
egyetlen kontraindikacioja a hydrophil acryl miilencse-implantacio, mert a miilencse
elszinez6dését okozhatja (Jacobs és mtsai., 2006).

Meg kell azonban jegyezni, hogy a szemészeti alkalmazéason kiviil a tripankék festést
elterjedten alkalmazzdk a sejtbiologiai €s klinikai kutatadsokban, ugyanis egy egyszerli és gyors
modszer az ¢él6 ¢és halott sejtek kozotti kiilonbségtétel soran (Pegg, 1964; Tennant, 1964;
Schroeter és Rieck, 2009; Paik és mtsai, 2008; Stoddart, 2011; Adan és mtsai., 2016). Ugyanis
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a tripankéket csak a mar karosodott membrannal rendelkez6 sejtek (azaz a sejthalal allapotaban
1év6 sejtek) veszik fel. Ep sejtmembrannal rendelkezd sejtek esetén a membran kizarja a

festéket, azaz az ép sejtek nem festddnek.

Indocianinzéld (1CG)
0,125%-o0s vagy 0,5%-0s ICG-t lehet hasznalni az eliils6 lencsetok festésére. Toxicitasa

miatt, klinikai gyakorlatban mar nem hasznaljuk (Gou és mtsai., 2003).

Autolog vér
A betegt6l szarmazo 2 ml vért centrifugaljak 200 rpm-en 2 percig, majd a feliiliszot
hasznéljék az eliilsé lencsetok festésére (Dada és mtsai., 2004). Klinikai gyakorlatban nem tul

elterjedt.

Fluoreszcein
2%-os fluoreszceint hasznaltak az eliilsé lencsetok festésére (Nahra és Castilla, 1998),

klinikai gyakorlatban méar nem hasznaljuk.

Gentianaibolya
A gentianaibolya szintén hasznalhat6 az eliilsé lencsetok festésére. Nem til népszert,

mert szaruhartya oedemat okoz (Unlii és mtsai, 2000).

Egyéb segédeszkozok
Wallace capsulorhexis jelzo

Az eszkoz segitségével 6 mm alatti capsulotomids nyildst lehet kialakitani az eliilsd
lencsetokon. A Wallace capsulorhexis jelz6 egy olyan kor alaki eszkdz, amelyet a

szaruhartyara kell illeszteni a capsulotomias nyilas kialakitasa el6tt (Wallace, 2003).

Feélkor alaku capsulorhexis jelzé
A félkor alaku capsulorhexis jelzdt az eliilso lencsetokra helyezik a capsulotomias nyilés

kialakitasa el6tt. Nem tul népszerii, mert mutét alatt nehéz iranyitani (Suzuki és mtsai., 2017).

Kor alaku capsulorhexis jelzo
Kor alaku capsulorhexis jelzé, kialakitasa Tassignon nevéhez fiizédik, a szaruhartya
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seben keresztiil vezetik az eliilsé csarnokba, majd ezt kovetden rahelyezik az eliilso lencsetokra.
Hatranya, hogy 3,0 mm alatti szaruhdrtya seben nagyon nehéz bevinni az eliilsé csarnokba

(Tassignon és mtsai., 2006).

VERUS capsulorhexis jelzo

Kor alaku, szilikon jelzd, eldnye, hogy hasznalat kdzben laterdlis stabilitast biztosit

(Kahook és mtsai., 2016).

Nyitott polymethyl methacrylat (PMMA) gyiiri

5,3 mm atmérdjii, nem 0sszehajthatd PMMA, félkor alaku gytrti, amelyet a szaruhartya
seben keresztiil vezetnek az eliilso csarnokba, majd az eliils6 lencsetokra helyezik, ezt kvetden
a capsulotomias nyilas kialakitasat megkezdik. Segitségével nem mindig tokéletesen centralis

elhelyezésii az eliils6 capsulotomia (Lee és mtsai., 2018).

Osszetett irdnyitdsi rendszerek a sziirkehdlyog-miitétben
A rendszer altal (VERION, Callisto), az operald mikroszkop képére mintat vetitenek,
ez segit a preciz CCC kialakitasaban. Gyakorlott operatérok esetén is javitja a CCC mindségét

(Haeussler-Sinangin és mtsai., 2017).

Az eliils6 capsulotomias nyilas mindségének jelentosége

A prémium miilencsék implantalasanak koszonhetden a miilencse pozicionalasa miatt,
fontossa valt a kialakitott capsulotomids nyilas mindsége. Ugyanakkor nemcsak a posztoperativ
visus rehabilitaciot befolyasolja a capsulotomia jellege, hanem a mitét tovabbi menetét is
meghatdrozza. A lencsetok beszakadéasa révén intraoperativ nehézségek (pl. hatsé lencsetok
beszakadasa, livegtest veszteség, ,,dropped nucleus”, stb.), és posztoperativ sz6védmények (pl.

miilencse decentralédasa) alakulhatnak Ki.

Intraoperativ nehézségek a lencsetok beszakaddsa miatt

Abban az esetben, ha az eliilsé capsulotomia kialakitasakor, ez egy vagy tobb ponton
kifut oldalra, akkor a phacoemulsificatios sziirkehalyog-miitétet legtobb esetben nem szabad a
klasszikus médon tovabb folytatni. A miitéti terv (jragondoldsa sziikséges, és a helyzetnek

megfeleléen esetleg nyitott tokos halyogkivonasra, vagy kis metszésbdl végzett miitétre (small
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incision cataract surgery) kell attérni. Ez kemény mag esetén kiilonosen fontos. Ugyanakkor a
tovabbi mutéti 1épésekben a capsulotomia oldalra kifutdsanak helye meghatdroz6. Ha ez a
szaruhartya sebt6l a disztalis 180°-ban torténik, akkor célszerti elkeriilni a tovabbi
phacoemulsificatiot. Ha a szaruhartya sebt6l a proximalis 180° érintett, akkor modositott (igen
6vatos) phacoemulsificatios technikaval tovabb lehet folytatni a miitétet (Toshniwal, 2013).
Korkoros, de kismérett eliilsd capsulotomias nyilds kialakitasakor a miitét tovabbi
Iépéseiben nehéz a lencsemaggal torténd manipulécio, és elsésorban a szaruhartya seb alatti

tertileten a kéregrészek eltavolitasa nehézkessé valik.

A lencsetok beszakaddsanak posztoperativ kovetkezményei

Az eliils6 lencsetok beszakadéasa tobb problémat is maga utdn vonhat. Ha ez a szakadas
a hatso tokra is raterjed, akkor az {ivegtesti térbe lencse, vagy lencse darabkak siillyedhetnek
(,,dropped nucleus”), ami posztoperativ gyulladast (uveitis), cystoid maculaddémat,
szemnyomas-emelkedést vagy szekunder retinalevalast okozhat. Ezért a visszamaradt lencse

darabkak mtéti eltavolitasa minden esetben sziikséges.

Az eliilsé capsulotomidas nyilds és a miilencse helyzete
A nem tokéletes eliilsé capsulotomias nyilas (CCC) négy kovetkezményt vonhat maga

utan:

e atokzsakba implantalt miilencse stabilitdsa és centralis pozicidja megvaltozik

o czért az effektiv lencsepozicié (ELP) nem megfeleld

e acapsulotomids nyilas széle nem fedi be teljesen a miilencse szélét

e ¢z hozzajarul a posztoperativ hatso tok fibrosis kialakulasahoz
Az eliils6 capsulotomias nyilas mérete, konstrukcidja kdzvetleniil befolyasolja az ELP-t (Hodge
¢és mtsai., 2012). Az effektiv lencsepozicio akkor szamit jonak, ha a tokzsdkba implantalt
miilencse haptikadi mindenhol jol tdmaszkodnak a tokzsdkban, illetve a miilencse optikéja
a tokzsdkba implantalt miilencse elére cstiszhat, aminek refraktiv kovetkezményei lesznek
(myopias shift). Viszont, ha a szabalyos és folytonos eliilsé capsulotomias nyilas tilsagosan Kis
méretli, akkor a tokzsdkba implantalt miilencse a tokzsdk zsugoroddsa miatt hatrafelé
mozdulhat, aminek szintén refraktiv kovetkezményei lesznek (hypermetropias shift). A

milencse jO pozicidja a tokzsakban nagyon fontos, mert a miilencsének a tokzsakban elére vagy
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hatrafelé torténé minimalis elmozdulésa jelentds refrakcio valtozassal jar (Matsuura és mtsai.,

1989; Reddy és mtsai., 2013; Nagy és McAlinden, 2015).

Az eliilsd capsulotomids nyilds és a posztoperativ hdtso tok fibrosis kialakuldsa
Az intraocularis miilencse-implantacié bevezetése Ota ismert késdi posztoperativ
szovodmény a hatsé tok fibrosis megjelenése a sziirkehalyog-miitéten atesett betegek kdrében
(Apple és mtsai., 1999). Napjainkban is a posztoperativ hatsé tok fibrosis az egyik leggyakoribb
szovédménye a komplikaciomentes sziirkehalyog-mitétnek (Dholakia és Vasavada, 2004).
Jelen ismeretek szerint a posztoperativ hatsé tok fibrosis kialakulasa csékkenthetd, ha:
e ¢les hatso szEli (szogletes) millencsét implantalunk a tokzsakba (Nishi és mtsai., 2000;
Peng és mtsai., 2000b)
e az eliilsé capsulotomids nyilas legalabb 0.5-1.0 mm-el korkordsen befedi a miilencse
optikajat (Ravalico és mtsai., 1996)
e alapos kéreg eltavolitast végziink (Apple és mtsai., 2000)
e miitét alatt az eliils6 lencsetok epithelsejtjei nem sériilnek (Jay, 2004)
e amitét végén a hatsod tokon minimalis red6z6dés 1athatd (Jay, 2004)
Az eliilsé lencsetok epithelsejtek migracidja és az equatorialis sejtek proliferacidja kulcs
szerepet jatszik a posztoperativ hatsé tok fibrosis kialakulasaban (Apple és mtsai., 1992). Habar
manapsag minden sziirkehalyog-miitét esetén szovetbarat miilencse implantalasa torténik
(Ursell és mtsai., 1998), a posztoperativ hatso tok fibrosis megjelenésének csokkentése
érdekében, kerek, centralis, kb. 5.0 mm-es CCC kialakitasa sziikséges (Birinci és mtsai., 1999).
Megfeleld eliilsé capsulotomids nyilds esetén, a miilencse €s a CCC pereme egy zart rendszert
képez. Azon molekularis biologiai folyamatok, amelyek a hatsé tok fibrosis kialakulasaban
jatszanak szerepet, az eliilsé lencsetok rezidualis epithelsejtjei, a betiltetett miilencse széle és a
hats6 tok kozott zajlanak le (Marcantonio és Vrensen, 1999). Szabalyos, folytonos, de tul
nagyméretli eliilsd capsulotomids nyilds esetén, nem jon létre a zart rendszer a miilencse és a
CCC pereme kozott, igy az epithelsejtek és germinativ sejtek proliferacioja és migracioja
akadalytalan lehet. Ugyanakkor szabalyos, folytonos, de thlsdgosan kisméretli eliilsd
capsulotomids nyilas esetén tobb lencsetok-epithelsejt keriil kozvetlen kontaktusba az
implantalt miilencse felszinével ez is fibrosus metaplasiat idézhet elé. Igy mar kontraktilis
tulajdonsaggal rendelkezd sejtek valnak a lencsetok rezidualis epithelsejtekbdl, ¢és az

aszimmetrikus tokzsak zsugorodasnak (phimosis) koszonhetéen végill az implantalt
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intraocularis miilencse elmozdulhat a kivant posztoperativ poziciobol (Marcantonio és
Vrensen, 1999).

A sziirkehalyog-miitét jo posztoperativ Visus rehabilitacioval jard sebészeti
beavatkozas, ezért érzékeny terlilet a posztoperativ latoclesség és kontrasztérzékenység
eredményessége (prémium milencsék esetén kiilonésen fontos). Ehhez hasonléan, a
gyerekkorban torténd sziirkehalyog-eltavolitas utan is fontos a posztoperativ latoélesség, illetve
mindazon tényezok kiiktatdsa, amelyek ezt negativan befolyasolhatjak.

Bizonyos esetekben tehat jelentés posztoperativ szovodmény a hatsé tok fibrosis, ami a
visust és a kontrasztérzékenységet is nagymértékben rontja (Buehl és mtsai., 2005; Jose és
mtsai., 2005).

Ismeretek a programozott sejthalal és a szemlencse kapcsolatarol
Programozott sejthalal és a szemlencse fejlodése

1972-ben valt ismertté az apoptozis folyamata, amely alatt jellegzetes morfologiai és
biokémiai elvaltozasokkal jard programozott sejthalalt értiink. Fiziologias koriilmények kdzott
az apoptozis megjelenik a fejlédés és az Oregedés folyaman, valamint a homeosztatikus
mechanizmus egyik koordinatora, amely fenntartja az egészséges sejtpopulaciot (Stellar, 1995).
A szemlencse fejlodése, ezen beliil a lencseholyag formalodasa soran is megjelennek az
apoptozisra jellemzd morfologiai elvaltozasok, amelyek apoptotikus jellegzetességeket
hordoznak magukban (Garcia-Porrero és mtsai., 1984). Feltehetéen az epithelsejtek szamat

szintén az apoptdzis szabalyozza (Morgenbesser és mtsai., 1994).

Programozott sejthaldl és a p53 molekula

Az apopt6zis mechanizmusa rendkiviil komplex és kifinomult, energiafiiggd folyamat,
amelynek soran tobb molekula hat egymasra (ElImore, 2007). Egyik kulcsfontossagi molekula
a p53 fehérje. A p53 egy transzkripcids faktor, amely tobbféle funkcioval rendelkezik, hiszen
fontos a sejtproliferacio szabalyozasaban, illetve a DNS kéarosodas esetén megfigyelhetd repair
¢s apoptotikus folyamatokban is. A p53 szerepét elsGsorban a szdvet eredete és a sejt tipusa
hatarozza meg, illetve a sejtet érintd stressz mértéke. Ugyanakkor a p53 fehérje életideje nagyon
rovid azon sejtekben, amelyeket stressz nem ért (Bai és mtsai., 2003).
Apoptotikus folyamat két fontosabb Utvonal éltal valosul meg:

e extrinszik utvonal

e intrinszik Utvonal

31



Az extrinszik Utvonal a felszini receptorok stimuladldsa révén indul el, ezzel szemben az
intrinszik Gtvonal a mitokondrium miikodés valtozasaval jar (Fridman és Lowe, 2003; EImore,
2007). Az intrinszik utvonal mitokondrialis folyamatok egyik szabalyzo molekulai, a Bcl-2
csalad fehérjéin keresztiil valésul meg, (Cory és Adams, 2002), melyek miikodését a p53
molekula szabalyozza (Schuler és Green, 2001). A Bcl-2 fehérjecsaladba proapoptotikus és
anti-apoptotikus fehérjék tartoznak. Az apoptotikus folyamatok eldsegitése érdekében a p53
molekula oxigén szabadgyokot (ROS) is felszabadit (Polyak és mtsai.,, 1997), valamint a
mitokondrium miikodését szabalyozza, ezaltal is elGsegitve az apoptdzis kialakulasat (Fridman
¢és Lowe, 2003).

Fiziologias koriilmények kozott, a pS3 molekula a magas turnoverrel rendelkezd szem
szvetekben mutathato ki. igy nem meglepd, hogy a lencse epitheliuméban a pracaequatorialis
terlileten, az epithelsejtek sejtmagja magas p53 pozitivitdssal rendelkezik. Ezzel szemben a
szemlencse germinativ teriiletén alacsonyabb a p53 fehérje expresszioja, a lencserostok pedig

egyaltalan nem tartalmaznak p53 molekulat (Pokroy és mtsai., 2002).

Programozott sejthalal és a sziirkehalyog:

Nemcsak fiziologidas, hanem koros impulzusok is beindithatjdk az apoptotikus
folyamatokat (Elmore, 2007). A sziirkehalyog kialakulasanak molekularis biologiai hattere még
napjainkban is rendkivill vitatott. Ismert, hogy a szemlencse epitheliuma egyfajta barrierként
miikodik a lencserostok és a csarnokviz kozott. Igy nem meglepd, hogy a sziirkehalyog
kialakulasa soran a lencse epitheliuma strukturalis valtozasokat szenved (Andjelic és mtsai.,
2016). Sziirkehalyog-miitét soran eltavolitott eliills6 lencsetokok  transzmisszios
elektronmikroszkopos felvételein az epithelsejtek zsugorodasa lathatd, melyet a szerzok
apoptozis folyamataval magyaraztak (Sorkou és mtsai., 2019). Masok elképzelései szerint is a
lencse elhomalyosodasa apoptotikus folyamatokkal hozhatok Osszefiiggésbe (Li és mtsai.,
1995; Lee és mtsai., 2002). Ez az elképzelés nem terjedt el szélesebb korben. Abban az esetben,
ha a kezdeti cellularis folyamat (apoptdzis) kulcsfontossagti lenne a sziirkehalyog

kialakulasaban, akkor a sejtsiiriiségnek is csokkennie kellene (Harocopos és mtsai., 1998).

Programozott sejthalal és az eliilso lencsetok hamsejtek:
Kiils6 koriilmények a sejtek életképességét veszélyeztetik, ez szlirkehalyog-miitét alatt
nagymértékben kihathat az eliils6 lencsetok epithelsejtjeire. Az eliilsé lencsetokbol szarmazé

tenyésztett epithelsejtek esetén megfigyelhetd jelenségek arra engednek kovetkeztetni, hogy a
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crer

lencsetokhamsejtek életben tartjak egymast, tulélést elosegitd faktorok szekréciojaval (Ishizaki
¢s mtsai.,1993). Ezt az egyensulyt a mechanikai stressz fel tudja boritani, ami akar egy mitéti
beavatkozas is lehet. Az apoptdzis hisztopathologiai jellemzdi fénymikroszkopos felvételeken:
sejtzsugorodas, citoplazma zsugorodas és kompaktalodas, kromatin kondenzacio, sejtmagban
sOtét kromatin részecskék jelenléte. Transzmisszios elektronmikroszkopos felvételeken
apoptotikus folyamatokban szubcellularis valtozasokat lathatunk: kromatin kondenzacio,
elektrondenz sejtmag, apoptotikus testek kialakulasa (Reichel és mtsai., 1998; Elmore, 2007).
Ugyanakkor, a sziirkehalyog-miitét soran, a biztonsagos eliilsé capsulotomias nyilas kialakitasa
érdekében hasznalt tripankék festék sejtek altali felvétele a sejtek sériilésére ¢és
membranszerkezetének megvaltozasara utal (Rossiter és Morris, 2005). Emellett apoptotikus
jeleket is leirtak a lencsetok epithelsejtjeiben tripankék festés utan (Portes és mtsai., 2010).
Ugyanakkor meg kell jegyezni, hogy a tripankéket csak karosodott membrannak rendelkez6
sejtek veszik fel, ami ellentmond Portes eredményeinek, hiszen klasszikus apoptdzis esetén
altalanos jelenség, hogy a sejtmembran ép marad.

Tarsbetegségek, példaul diabetes mellitus esetén a lencsetok epithelsejtjeiben nagyobb
mértékli apoptotikus elvaltozas detektalhatd sziirkehalyog-miitéten atesett személyeknél
(Okamura és mtsai., 2002; Takamura és mtsai., 2001).

A femtoszekundumos 1ézerasszisztalt sziirkehalyog-miitét bevezetése oOta tobb
tanulmany vizsgélta a szem szoveteiben megjelend, 1ézer okozta karosodast. Annak ellenére,
hogy az elérhetd femtoszekundumos lézerkésziilékek kissé eltéroek, miikodésiiket tekintve
hasonloak. A szem szoveteiben megjelend karosodasok mértéke ennek ellenére eltéré a
kiilonb6z6 1ézerkésziilékek hasznalatakor (Sun és mtsai., 2018; Tognetto és mtsai., 2018).
Példaul, a LensAR Iézer késziilék sokkal erételjesebb karosodast okoz az epithelsejtekben, mint
a LenSx (Sun és mtsai., 2018). Ilyen tekintetben fontos a 1ézerkésziilék beallitasakor az idealis
paraméterek ismerete. Tudomasunk szerint egyetlen 1ézerkésziilékrdl késziilt ilyen ajanlas,
miszerint a Catalys femtoszekundumos 1ézer hasznalatakor, capsulotomias nyilas képzésénél,
3 um goc atméré és sirti goc tavolsag, illetve alacsony lézer energia (kisebb, mint 10 uJ)
haszndlata javasolt a sejt kdrosodas mértékének a csokkentése érdekében (Kang és mtsai.,
2018). Kifejezett apoptotikus elvaltozasok a femtoszekundumos-asszisztalt cornealis seb-,
illetve az eliils6 capsulotomids nyilas képzésekor voltak kimutathatoak. Manualisan kialakitott
sebképzés kisebb mértékli apoptotikus elvaltozast mutatott, mint a femtoszekundumos
lézerasszisztalt CCI az eltavolitot lencsetok széli részén (Mayer €és mtsai., 2014a). Tovabbi
fénymikroszkdpos  vizsgalatok alatamasztottdk, hogy eliilsd capsulotomids nyilds

kialakitasakor magasabb lézer energia hasznélatdval a vagasi felszin mentén a sejtek
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elmozdulasa figyelheté meg, és demarkacids vonal alakul ki (Ostovic és mtsai., 2013; Sun és
mtsai., 2018). Ugyanakkor, a lencsetok sz€li részén az epithelsejtek karosodott sejtmaggal
rendelkeztek (Kohnen és mtsai, 2014). Ezen eredmények alapjan feltételezhetd, hogy az eliilsé
capsulotomids nyilas kialakitasakor a lencsetok sériil, és az epithelsejtekben apoptotikus
folyamatok indulnak meg. Eddigi vizsgalatok a manualisan kialakitott eliilsé capsulotomias
mintak epithelsejtjeiben kevesebb apoptotikus elvaltozast talaltak, mint a femtoszekundumos
1ézerrel végzett mintakban. Femtoszekundumos lézerasszisztalt eliilsé capsulotomias nyilas
kialakitasakor, az epithelsejtekban a vagasi felszin mentén nagyobb mértékii sejtkarosodas
latszik, melynek mértékét a lézer behatasi ideje hatarozta meg (Sun és mtsai., 2018). Mindezek
mellett, egyéb vizsgalat eredményei szerint a manualis CCC epithelsejtjei a lencsetok
periféridjdn, a vagasi felszin mentén mutattak sejtpusztulast. Ezzel szemben, a
femtoszekundumos 1ézerasszisztalt CCC epithelsejtjeinek apoptotikus jelei a lencsetokon a
demarkacios vonalnal és a 1ézer gocok mentén voltak lathatoak. A korabbi megfigyelés szerint,
az apoptotikus morfologiai jelek kialakulasat a hasznalt pulzusenergia hatarozta meg (Mayer és
mtsai., 2014b).

Programozott sejthaldl és a posztoperativ hdtso tok fibrosis:

Sejtkarosodas esetén anti-apoptotikus folyamatok, védekezési mechanizmusok zajlanak
a sejtekben (Elmore, 2007), melyeknek a posztoperativ hatso tok fibrosis kialakulasaban is
fontos szerepe lehet (Martinez és longh, 2010). A miitét alatti molekularis elvaltozasok a lencse
eltavolitdsa utani re-epithelizaciot is befolyasoljak (Takamura €és mtsai., 2003). Az eliilsd
lencsetok epithelsejtek migracioja €s proliferacioja kulcs szerepet jatszik a posztoperativ hatso
tok fibrosis kialakulasaban (Apple és mtsai., 1992). Kato és mtsai. (1997) a posztoperativ hatso
tok fibrosis patomechanizmusat tanulmanyozva miitét utan harom teriiletet vizsgaltak: az eliilsé
lencsetok capsulotomia utan visszamaradt része és a hatsd lencsetok talalkozasi pontjat
(adheziv régid), az eliilsé lencsetok capsulotomia utan visszamaradt részét (intracapsularis
régid) és a hatso lencsetok centralis részét. Eredményeik szerint az apoptozist csak az adheziv
régioban tudtak kimutatni, viszont a posztoperativ harmadik naptol az intracapsularis régioban
a sejtek megnyult rostokka alakultak at, az 6todik naptol kezdve pedig lapos sejtek kezdtek
atkuszni a hatsé lencsetok centruma felé. A megfigyelt elvaltozasok értelmében az apoptdzist
a sebgyogyulasi mechanizmus részeként értelmezték, amely a posztoperativ hatsé tok fibrosis
kialakulasat segithetik el6 (Kato és mtsai., 1997).

Ezen ismeretek birtokaban sziirkehalyog-miitét alatt mechanikai uton (a lencsetok
polirozéasa) a lencsetok rezidudlis epithelsejtek minél tokéletesebb eltavolitasara torekszik az
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operald orvos. Ugyanakkor, a posztoperativ hatso tok fibrosis kialakulasanak esélyét tovabb
lehet csokkenteni a valasztott és beiiltetésre keriilé intraocularis miilencse tipusaval (milencse
anyaga ¢s forméja — minél élesebb hatsé széllel rendelkezik, annal kevesebb epithelsejt tud
vandorolni a hatso tok iranyaba). Tekintettel arra, hogy a posztoperativ hatsd tok fibrosis
prevencidja a prémium milencsék implantalasa 6ta még inkabb elétérbe keriilt, Oj kutatasi
teriiletként az apoptotikus folyamatokat is vizsgaljak az esetleges farmakologiai terapia
kialakitasa érdekében. Ezen tanulmanyok szerint potencidlis prevencids kezelési lehetdség
lehet az apoptozist elésegitd, direkt citotoxikus anyag hasznalata. Jordan és mtsai. (2001) a
Mitomycin C intraoperativ hasznalataval (irigalé folyadék tartalmazta a Mitomycin C-t)
fokozott apoptozist figyeltek meg az eltavolitott eliilsé lencsetok epithelsejteken (Jordan és
latnak preventiv terapias lehetdséget. Kisérletiikben MG 132-t hasznaltak, amely reverzibilisen
gatolja a proteoszomalis fehérje degradaciot és ezaltal antiproliferativ szerként miikodik az
epithelsejtek szamara (Awasthi és Wagner, 2006). Ezek a farmakologiai terapias lehet6ségek
igéretesnek tlintek, jelenleg kisérleti fazisban vannak, a klinikai gyakorlatban nem terjedtek el.

Fentiek alapjan egyértelmii 6sszefliggeés 1étezik a sziirkehalyog-eltavolitast kovetden a
lencsetok gydgyulasa, regenerdlédasa, apoptotikus elvaltozésa és a posztoperativ hatsoé tok

fibrosis megjelenése kozott (Frezzotti és mtsai., 1990).
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CELKITUZES

Munkéank soran manualis, illetve femtoszekundumos lézerrel végzett capsulotomia

modszerével eltavolitott eliilsé lencsetokszoveteket vizsgaltunk.

Vizsgalni kivantuk:

1.

a manualis, illetve femtoszekundumos 1ézerrel végzett eliilsé lencsetok eltavolitas esetén a
miitéti beavatkozas kovetkeztében kialakuld fobb strukturalis, degenerativ elvaltozasokat
fény- és elektronmikroszkoppal.

a fény- ¢és elektronmikroszképpal megfigyelhetd szdvettani eredmények molekularis
biologiai hatterét. Ennek soran az epithelsejtek talélésére-, és sejthalalra -, illetve a
gyulladasra jellemz6 paramétereit vizsgaltuk.

a manualis, illetve femtoszekundumos I1ézerrel végzett capsulotomia modszerével
eltavolitott eliillsd lencsetok sejtek citoszkeletdlis rendszerében megfigyelhetd

valtozasokat.
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ANYAGOK ES MODSZEREK

Betegek
Etikai engedély

Vizsgalataink soran felhasznalt manualis és femtoszekundumos Iézerrel végzett
capsulotomiaval eltavolitott lencsetokszoveteket a Pécsi Tudoméanyegyetem Altaldnos
Orvostudomanyi Kar és Klinikai Kozpont (AOK-KK), Szemészeti Klinikajarol és a Budapesti
Optimum Latasjavitd Lézerkozpontbol kaptuk. A mintdkat az egyetemi Etikai Bizottsag
jovahagyasaval gytjtottik (Pécsi Tudomanyegyetem, 5426). A lencsetokszovetek a betegek
irasos beleegyezését kovetden, anonim mintaként keriiltek szOvettani és laboratériumi

feldolgozasra.

Mintak

Pécsi Tudomanyegyetem AOK-KK Szemészeti Klinik4janak és a Budapesti Optimum
Latasjavito Lézerkozpont 2014 és 2019. kozott operalt beteg-anyagabol nyert mintakat
hasznaltuk. Manualis és femtoszekundumos 1ézerrel (VICTUS® Femtosecond Laser, Bausch
+ Lomb, USA) eltavolitott eliilsé lencsetokszovet epithelsejtjeit tanulmanyoztuk (n=110). A
femtoszekundumos 1ézer hasznalatakor a kdvetkez6 paraméterek érvényesiiltek: 7,2 pJ 1ézer
energia, 6 um goc tavolsag, 4 pm goc atmérd, 400-550 femtoszekundumos impulzushossz. A
manudlisan eltavolitott eliils6 lencsetokokat az egyes csoportba (n=63), mig a
femtoszekundumos 1ézerrel végzett capsulotomiakat a kettes csoportba (n=47) soroltuk.
Szovettani vizsgalatra (fénymikroszkopia és transzmisszids elektronmikroszkopia) 45 mintat
hasznéltunk, molekuldris bioldgiai vizsgalatot (PCR) 20 minta esetén végeztiink. Tovabba
immunfloureszcens vizsgéalat 25 mintdn tortént, az aktin citoszkeleton vizsgalatra 10 mintat

hasznaltunk, és 10 minta esetén végeztiink sejttenyésztést (1. tablazat).

1. Tablazat: A kisérletben felhasznalt mintak

Femtoszekundumos 1ézerrel végzett Manualisan eltévolitott

Modszerek - . . eliils6 lencsetokok
capsulotomiaval nyert mintak szama ,

szama
Szovettani vizsgalat n=16 n=29
Molekularis biologiai vizsgalat n=10 n=10
Immunfluoreszcens vizsgalat n=11 n=14
Aktin citoszkeleton vizsgalat n=5 n=5
Sejttenyésztés n=5 n=5
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Szovettani vizsgalat
Fénymikroszkdpia és transzmisszios elektronmikroszkdpia

Sziirkehdlyog-miitét soran frissen kivett lencsetokokat 2%-os formaldehid és 2,5 %-0s
glutaraldehid fixaloban taroltuk (foszfatpuffer 0,1M pH= 7.4, FP) 24 6ran at 4°C-on. Ezutan
mostuk, majd FP-ben oldott 1%-0s ozmium-tetroxidban 30 percig szobahémérsékleten fixaltuk.
Az ozmium-tetroxiddal tortént fixalast kovetden az eliilsé lencsetokokat emelkedd
propilén-oxid kezelés kovetkezett, majd a mintdkat Durkupan ACM gyantdba dgyaztuk be
(Sigma Aldrich, Budapest, Magyarorszag). A beagyazott mintakbol Leica Ultracut R
ultramikrotommal 700 nm vastag félvékony metszeteket metszettiik, melyeket targylemezre
helyeztiink és toluidinkékkel festettiik (Sigma Aldrich, Budapest, Magyarorszag), majd
fénymikroszkop segitségével vizsgaltuk (Olympus BX 50 mikroszkdp). Ezek mellett ultra-
vékony, 50 nm vastag metszeteket készitettliink, melyeket racsos gridekre vettiink fel, majd
uranil-acetattal és oOlom-citrattal kontrasztositottuk és JEOL JEM 1200EX transzmisszios
elektronmikroszkdp (TEM) segitségével vizsgaltuk. A metszetekrdl digitalis képek késziiltek
iTEM software (Olympus, Japan) segitségével.

Kvantifikacio

A degeneralodott sejtek pontos kvantifikalasat a 700 nm vastag félvékony metszeteken
végeztiik, Olympus BX 50 mikroszkop (40x-es nagyitas) segitségével. Mindegyik minta
minimum 10 mérési blokkot tartalmaz, az igy kapott adatokat Graphpad prism 5.03 program
segitségével dolgoztuk fel. Az adatok statisztikai elemzésére Student-t probat hasznaltunk.
Statisztikailag szignifikansnak azokat az eredményeket fogadtuk el, ahol p<0,05. A kapott

eredmények atlagat + SEM (standard error mean) értékét mutatjuk.

Molekularis biolégiai vizsgalat
Génexpresszio vizsgalata reverz transzkriptaz-polimeraz lancreakcio segitségével

A vizsgalt eliilsé lencsetokokbol az 6ssz mRNS-t izolaltuk a NucleoSpin RNA Kit
(Macherey-Nagel) protokollja szerint. Majd cDNS-t szintetizaltunk a High Capacity cDNA Kit
(Life Technologies) alapjan. Ezt kovetden QPCR médszerrel, a StepOnePlus™™and Real Time
PCR System (Life Technologies) segitségével vizsgaltuk a PCR termékeket ciklusonként
egyszer. A fent leirt reakcional a végso térfogat 20 pl, amely a kovetkezd elemeket tartalmazta:
1 pl minden primerbdl (végsd koncentracid 500-500 nmol/L) és 10 pl 2x SensiFAST SYBR
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Hi-ROX master mix (Bioline Reagents Ltd.). A kdvetkezé primer parokat hasznaltuk: p53, Bcl-
2, cyclin D1, IL-6, IL-8 (2. tablazat). Minden relativ termék mennyiséget a StepOne Software
¢s a Livak analitikai metodus segitségével hataroztuk meg. A B-aktint hasznaltuk belsd
kontrollnak.
A génexpresszid valtozasokat a 2(-ddCT) modszerrel kvantifikaltuk. A kapott PCR gorbe
kiértékelése és kvantifikalasa StepOnePlus'™and Real Time PCR quantification software 4.1-
el tortént. Az egyes csoportok Osszehasonlitdsa soran Student-t probat haszndltunk, és a
szignifikancia szintet p<0,05-nél hataroztuk meg.

Génexpresszid vizsgalata az Applied Biosystems altal nyujtott StepOne Software

segitségével tortént. Relativ mennyiség (RQ) meghatarozasa a 299Ct

metodus alapjan tortént, a
kovetkezd képlet szerint: ddCt=dCt (manualis)-d Ct (1ézerrel eltavolitott). A dCt értek jelenti a
célgén (GOI) Ct értékét, a belsd kontroll génhez normalizélva, amely ebben az esetben a B3-

aktin génje volt. A Ct értéket automatikusan meghatarozta a StepOne Software.

Sejttenyészet

Az eltavolitott eliills6 lencsetokokat 14 napig tenyésztettik SAGM tenyésztd
médiumban (SAGM basal médium és SAGMTmSingle Quots Suppliment, Lonza, Basel,
Svéjc). Ehhez Small Airway Cell Basal Medium-ot (Lonza SABM Clonetics) ¢és
SAGM'™™Single Quots Suppliment-et (Lonza) haszniltunk. Az epithelsejteket kisméretii Petri
csészében standard sejttenyésztési koriilmények kozott (37°C, 5% CO2) tenyésztettiik.
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2. Tablazat: A kisérletben detektalt gének leirasa

Célgén Primer neve Szekvencia Termék
hossza
. . b-Actin2-F GCGCGGCTACAGCTTCA 56
human beta aktin
(ACTB) b-Actin2-R | CTTAATGTCACGCACGATTTCC 56
humin Cyclin D1 | CYCNNDLF AACTACCTGGACCGCTTCCT 204
(CCND1) CyclinDI-R CCACTTGAGCTTGTTCACCA 204
Reverz . . IL8-F CAGTTTTGCCAAGGAGTGCTA 208
. s human interleukin 8
transzkriptaz-
polimersz (IL8) IL8-R AACTTCTCCACAACCCTCTGC 208
lancreakcio
. . IL6-F AGGGCTCTTCGGCAAATGTA 62
human interleukin 6
(IL6) IL6-R GAAGGAATGCCCATTAACAACAA 62
BCL-2-F CATCTCATGCCAAGGGGGAA 72
human BCL-2
BCL-2-R ATTCTTGGACGAGGGGGTGT 72
P53-F CGCTTCGAGATGTTCCGAGA 102
human p53
P53-R CTTCAGGTGGCTGGAGTGAG 102
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Immunfluoreszcens vizsgalat
A mintak fixdlasa és elokezelése

Az eliilsé lencsetokokat két oran at, szobahémérsékleten 4%-0s paraformaldehidben
(PFA; Sigma, Budapest, Magyarorszag) fixaltuk, foszfatpufferben (phosphate-buffer saline,
PBS, 0,1 M, pH 7,4) higitva. Majd a szoveteket PBS-ben higitott Triton-X 100-ban (1:1000,
Sigma, Budapest, Magyarorszag) mostuk at. Ezt kovetéen a mintakat szobahdmérsékleten
inkubaltuk, illetve az elsddleges antitestnek megfeleld fluorophorral konjugalt szekunder
antitestekkel is inkubaltuk. Ezutan keriilt sor a magfestésre 4', 6-diamidino-2-phenylindollal
(DAPI, Sigma, Budapest, Magyarorszag). Végiil Fluoromount-G-vel (Southern Biotech, USA)
lefedtiik a festett mintakat. Kontroll mintankban az elsédleges antitestet kihagytuk, ami az

eredmények helyes értelmezését segitette eld.

P33 jelolése

Az immunfestés protokollja szerint, az immunfluoreszcens vizsgalatnal elsédleges
antitestként p53 ellen nytlban termelt poliklonalis antitestet hasznaltunk (Santa Cruz
Biotechnology, USA), melyet PBS-ben higitottunk (1:50), majd a mintakat
szobahdmérsékleten egy ¢éjszakan 4t inkubaltuk. Ezutdn mintdinkat 2 6rdn at inkubéltuk a
szekunder antitesttel (Alexa Fluor® 488 anti-nyal, 1:100, Lifetechnology, Budapest,
Magyarorszag). Magfestésnél a DAPI-t 1:1000-es higitasban hasznaltuk. A mintakat konfokalis
lézerpasztazd mikroszkoppal (Fluoview FV-1000 Laser Confocal Scanning Microscope,
Olympus, Japan) vizsgaltuk. Az abrakat a mikroszkopos felvételekbél Adobe Photoshop CS6

programmal készitettiik.

Glidlis fibrillaris savanyiu protein (GFAP) és Glutamin-szintdz (GS) jelolése

Korabban ismertetett fixdlas és el6készités utan, szobahdmérsékleten, egy oOrat
inkubaltuk a mintdkat 10%-0s normal kecske szérumban (NGS; Vector Laboratories,
Burlingame, CA). A GFAP ellen nyulban termelt poliklondlis és a GS ellen termelt
monoklonalis antitesteket PBS-ben higitottuk (GFAP; 1:1000, Sigma, Budapest,
Magyarorszag, GS; 1:1000, Transduction Laboratories, USA), majd 4 °C-on 72 éran at
inkubdltuk a mintdkat. Ezutan a mintdinkat 24 6ran at inkubaltuk a szekunder antitestekkel
(Alexa Fluor® 568, anti-nyal és 488 anti-egér, 1:1000, Lifetechnology, Budapest,
Magyarorszag). Magfestésnél a DAPI-t 1:10000-es higitasban hasznaltuk. A mintdkat
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konfokalis 1ézerpasztazd mikroszkép segitségével (Fluoview FV-1000 Laser Confocal
Scanning Microscope) vizsgaltuk.

Mindezek mellett a teljes vastagsagu szoveti mintdkon a GFAP immunreaktivitast, egy
masik anti-human GFAP antitest (egér monoklonalis antitest, 1:750, DAKO, Glostrup, Dénia)
segitségével is vizsgaltuk. Az elsddleges antitestnek megfeleld, anti-egér biotinilalt szekunder
antitesttel (1:100) inkubaltuk, majd avidin-biotin peroxidaz (Vector, Bulingame, CA) rendszert
hasznaltunk 2 oran at. Ezt kdvetden keriilt sor az antigén-antitest reakcido megjelenitésére,
amihez kromogén 3-3’diamino-benzidint (DAB, Sigma, Budapest, Magyarorszag)
hasznaltunk. Végiil, a mintakat targylemezre helyeztiik, viztelenitettiik, és DePeX-el (Sigma,
Budapest, Magyarorszag) fedtilk. Az igy kapott teljes vastagsagu szoveti mintakat
fénymikroszkop (Olympus BX 50) segitségével vizsgaltuk.

Eredmények kvantifikdlasa

A konfokalis mikroszkoppal készitett felvételeken, melyek a teljes mintat tartalmaztak,
a pS3-immunreaktiv és immunnegativ sejtek szamat meghataroztuk, és az eliilsé lencsetok
epithelsejtjeiben expresszalodo pS3 aranyt megallapitottuk. Ehhez hasonldan, a képeken 1évo
GFAP, GS-immunreaktiv, és immunnegativ sejtek szamat meghataroztuk. Ezutin az
eredmények atlag értékét = SEM (Student-t teszt, p<0,05) kiszamitottuk. A statisztikai adatokat

GraphPad Prism 5,03-as program segitségével elemeztiik.

Aktinhalozat vizsgalata

A vizsgalt eliilsé lencsetokokat foszfatpufferben (PBS, 0,1 M, pH 7,4) mostuk, majd
szobahdmérsékleten 10 percig 4%-0s PFA-ban fixaltuk. Ezt kdvetden 20 percig inkubaltuk
telité permeabilizaloban (PBS-ben oldva: 0,1% Triton X-100, 0,1% Na-azid, 5% BSA). Majd
a lencsetokokat fluoreszcensen jel6lt phalloidinnel (Alexa Fluor® 488 Phalloidin,
Lifetechnology, Budapest, Magyarorszag) festettilk, ezt kovetéen 45 percig
szobahOmérsékleten, sotétben taroltuk. A mintakat ezutan PBS-ben mostuk. Ezt kovetden a
sejtmagokat propidium-jodiddal (1:1000, Lifetechnology, Budapest, Magyarorszag) tettiik
lathatova. Végiil a festett mintakat VectaShield médiummal (Vector Laboratories, Burlingame,

CA) fedtiik le.
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Eredmények kvantifikdlasa

Az aktinhalézat tanulmanyozasandl mindkét csoportban 5 mintat vizsgaltunk,
mintanként 10 felvételt készitettiink (Zeiss LSM 710, 63x-os nagyitas), majd a felvételeken a
sejtek szamat meghataroztuk. A sejtszamok atlagat £ SEM (Student-t teszt, p<0,05) értékét
mutattuk eredményként. A statisztikai adatokat GraphPad Prism 5,03-as program segitségével
elemeztiik. Az abrakat a mikroszkopos felvételekbdl Adobe Photoshop CS6 programmal
készitettiik.

Az idegen szavak irasanal a Siiveges Szemészet Tankonyv (Siiveges, 2010) irasmodjat

kovettiik.
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EREDMENYEK

Szovettani vizsgalatok eredményei

Fénymikroszkdpos vizsgalataink soran mindkét csoportba tartozo eliilsé lencsetokok
epithelsejtjei esetében két tipust sejt volt lathato.

Az egyik tipust sejt normal kobhamsejtnek tekinthetd, mert vilagos festddésii sejtmagot
¢és citoplazmat tartalmazott. Tovabba kerek sejtmaggal, és lathatdlag jol megorzott sejtek
kozotti, illetve a sejt €s a bazalis membran kozotti kapesolatokkal rendelkeznek. Ezzel szemben
a masik tipusu sejt jellegzetessége a sotét, intenziven festddo sejtmag €s citoplazma. Tobbnyire
az epithelsejtek kobos forméjanak eltlinését és a citoplazma zsugorodasat lattuk volt lathato.
Mindezek mellett az epithelsejtek bazalis membranrol torténd levalasa szintén lathato volt. A
zsugorodott, sotét sejtek gyakran tartalmaztak vakuolumokat a citoplazméjukban, felpuffadt
intracellularis sejtorganellumok jelenlétét jelezve.

A kontrollszer(, ép kobhamsejtekre jellemz6 morfologiaval rendelkezé sejtekhez
képest figyelemre méltdé morfologiai eltérések tobbnyire a manudlis capsulotomidval
eltavolitott eliils6 lencsetokszovetekben jelentek meg. Ezzel szemben a femtoszekundumos
lézerrel végzett capsulotomidval eltavolitott lencsetokok epithelsejtjei tobbnyire a normal
sejtekre jellemz6 képet mutattak (9 és 10. abra).

Az éaltalunk megfigyelt morfologiai jellegzetességek sulyos sejtkdrosodéasra utalnak.
Mindkét modszerrel eltavolitott capsulotomia utan az eliilsd lencsetokok epithelsejtjei egyarant
tartalmaztak normalis morfologidju és sotét citoplazmaval és sejtmaggal rendelkezd sejteket
jelezve, hogy mindkét tipusti beavatkozas sejtkarosodast okoz. Osszességében azt lathattuk,
hogy tobb karosodott sejt volt az eliilsé lencsetok epithelsejtjeiben manualis eltavolitas esetén,
mint femtoszekundumos lézerrel végzett capsulotomia utan. A degenerativ sejtek aranyanak

pontosabb meghatarozasahoz a félvékony metszeteken latottakat kvantifikaltuk (11. abra).
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9. abra: Fénymikroszkopos felvételek toluidin-kékkel festett félvékony metszetekbol (A és B) és
teljes vastagsagi whole mount prepardtumon (C és D) manudlis (A, C, D) és femtoszekundumos
lézerrel (B) végzett capsulotomia utan. Manuadlis capsulotomia utin ugy a félvékony
metszeteken, mint a teljes vastagsdgu széveti mintan egyardnt erdteljes morfologiai valtozas
lathato az epithelsejteken (nyilak a D képen). Lépték: 10 um az A és B képen, 20 um a C és D
képen

A manualis és femtoszekundumos lézerrel végzett capsulotomia, az eliilsé lencsetok
epithelsejtjeire gyakorolt eltérd hatasainak a pontosabb megismeréséhez a tovabbiakban
transzmisszios elektronmikroszképos (TEM) vizsgalatokat végeztiink. TEM vizsgalat soran, a
manualisan eltavolitott eliilsé lencsetokok epithelsejtjeinek a sejtmagjaban sulyos morfologiai
eltéréseket lattunk (12. abra). A leginkdbb a lézerrel végzett capsulotomia utdn lathatod
kontrollszer(, kerek sejtmagot tartalmazo epithelsejtekkel ellentétben a manualis csoportban
talalhato sejtek sejtmagja szabalytalan volt, amely feltételezhetéen a Sejt zsugorodasanak
koszonhetd. Mindezek mellett, a sejtmag hartyaja folytonos maradt. Tovabba, a citoplazmat
tekintve is kiilonbséget lattunk a két csoport sejtjei kozott. A 1ézerrel végzett capsulotomia utan
a sejtek talnyom6 része jol megdrzott organellumokat ¢és vildgosabban festddo,
elektronateresztd citoplazmat tartalmazott, mig a manualis csoportban sok sejtben elektrondenz
citoplazma és zsugorodott organellumok voltak lathatok (12. abra). A sejtzsugorodasnak
koszonhetéen, ami gyakran megfigyelhetd a manudlis csoportban, a sejt-sejt kozotti
kapcsolatok, illetve a sejt és extracellularis matrix kozotti kapcsolatok is karosodtak. A 1ézerrel
végzett miitét utan jol megtartott epithelsejtek kozott lathato sejtkapcsolatokkal ellentétben a
manualis mdédon eltavolitott lencsetok epithelsejtjeit széles rések valasztottak szét. Tobb sejtek

kozotti kapcsolatnal megfigyelhetd volt, hogy sotét citoplazmaji sejthez kapcsolodott az ép,
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vildgos festddésii sejt, arra utalva, hogy legalabb az egyik, esetleg mindkét sejthez tartozé
komponense sériilt a sejtek kozotti kapesolatnak. A 1ézerrel végzett és manualis capsulotomia
utan vizsgalt mintak kozotti kiilonbség nagyobb volt akkor, amikor a sejt és extracellularis
matrix kapcsolatat vizsgaltuk. Mig a lézerrel végzett miitét utdn a sejtek tobbségében
megfelelden kapcsolodtak a tokhoz, a manudlis mdodon eltavolitott mintdkban lathatéan nagy

rések valasztottak el a sejt bazalis felszinét a toktol (10. abra).

10. abra: Fénymikroszkopos felvételek toluidin-kékkel festett félvékony metszetekbol manualis
(B, C, D) és femtoszekundumos lézerrel (A) végzett capsulotomia utan. Ellentétben a jol
megorzott kobhamsejtekre jellemzd kerek sejtmaggal és vilagosan festddott citoplazmaval
rendelkezd epithelsejtekkel, amelyek nagyobb szamban a femtoszekundumos lézerrel végzett
capsulotomiaval eltavolitott eliilsé lencsetokokban (A) lathatoak, a manualisan eltavolitott
lencsetokokban a sejtek tobbsége degenerativ jeleket mutatott (B, C, D). B. Az epithelsejtek
(nyil) zsugorodtak, és sotétebbek. A sejtek zsugorodasanak koszénhetden széles iires terek (nyil,
D) jelentek meg a sejtek kozott, ami karosodott sejt-sejt kapcsolatra utalhat. A nyil a sejtmag
koriili citoplazmatikus vakuolumokra mutat (C). Lépték: 15 um az A, illetve 10 yum a B, C, D
képen.
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11. abra: Félvékony metszeteken megfigyelt degenerativ jeleket mutato sejtek szama. Az eliilso
lencsetok manualis eltavolitisa utan a sejtek 85,39%-a tartalmazott degenerativ jeleket, mig a
femtoszekundumos lézerrel végzett capsulotomia esetén a sejtek 77,82%-a mutatott degenerativ

elvaltozast, azonban a két csoport kozotti kiilonbség statisztikailag nem volt szignifikans

(p = 0,35).
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12. abra: Transzmisszios elektronmikroszkopos felvételek az eliilso lencsetok epithelsejtjeirol
manualis (4, C, E) és femtoszekundumos lézerrel végzett capsulotomia (B, D, F) utan. A.
Zsugorodott sejtmag (nyil) szabalytalan, de lathatoan folytonos a membrannal, koriildtte sotét
citoplazma. B. Az A képen lathatokkal ellentétben, az epithelsejtek citoplazmaja vildgos maradit,
es a sejtmag (nyil) kerek a femtoszekundumos lézerrel végzett capsulotomia utan. C.
Citoplazmatikus vakuolak (nyil) manualis CCC utan. D és F. Az epithelsejtek bazalis felszine
kapcsolodik a bazalis membranhoz (nyil, D) femtoszekundumos lézerrel végzett capsulotomia
utan, a sejtek apikdlis felszinén megorzottnek tiino sejt-sejt kapcsolatok lathatok (nyil, F). E.
Sejtkapcsolat két epithelsejt kozott. Az egyik sejt citoplazmaja vilagos, mig a masik citoplazma
sotét a sejt zsugoroddasa miatt. A nyil a ket sejt kozott kialakult résre mutat, amely a sejt
zsugorodasanak kovetkezteben jelenik meg manudlis capsulotomia utan. Lépték: 10 nm az E,

30nmaz 4, B, D, F és 50 nm a C képen.
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Molekularis biologiai vizsgalatok eredményei
Génexpresszio vizgsgalata reverz transzkriptaz-polimeraz lancreakcio segitségével

A morfologiai elvaltozasok alapjan valoszinlisithetd, hogy az epithelsejtekben latott
sejtdegeneracio hatterében apoptozis all. Ennek igazoldsa érdekében RT-PCR modszerrel olyan
gének expressziojat vizsgaltuk, amelyek szerepet jatszanak az apoptotikus sejthalalban, illetve
a sejttulélésben ¢€s sejtproliferacioban. Eredményeink szerint a manualis capsulotomia utan
enyhén alacsonyabb Bcl-2 MRNS szint mérheté, mint femtoszekundumos 1ézerrel végzett
eliilsé lencsetok eltavolitas esetén (13. abra). Emellett magasabb volt a p53 mRNS szint a
manualisan eltavolitott eliilsé lencsetokok epithelsejtjeiben a femtoszekundumos 1ézerrel
végzett capsulotomids mintdkhoz viszonyitva. Ugyanakkor, a két csoport kozotti kiillonbség
nem volt szignifikans. Sejtciklust szabalyz6 cyclin-D1 génexpresszio vizsgalata soran nem
talaltunk jelentdsebb kiilonbséget a két csoport kozott. Stressz-indukalta mechanikai karosodas
kovetkeztében gyulladsos citokinek expressziodja is eléfordulhat, mint példaul az IL-6 és IL-8.
Munkank soran a két csoport kozott 6sszehasonlitottuk ezeknek a citokineknek az expresszidjat
iS. Az eliils6 lencsetok epithelsejteiben az IL-6 és IL-8 gének magasabb mRNS expresszidjat
talaltuk az eliilsé lencsetok manualis eltavolitasa utan, a femtoszekundumos 1ézerrel végzett

capsulotomidhoz viszonyitva (13. &bra).
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13. abra: Apoptozishoz, sejttuléléshez és stressz jelatviteli utakhoz kapcsolodo kiilonbozo gének
expressziojanak mRNS szint mérése qRT-PCR modszerrel manudlis capsulotomia utan
osszehasonlitva a femtoszekundumos lézerrel végzett capsulotomia utani expresszioval. A. p53
és Bcl-2 gének mRNS szintje, apoptozishoz kapcsolodoan az eliilso lencsetok epithelsejtjeiben
manudlis eltavolitas utan, 6sszehasonlitva a femtoszekundumos lézerrel eltavolitott mintdkban
mért mRNS szinttel. A horizontalis vonal jel6li a p53, Bcl-2 és cyclin-D1 gének expressziojat
femtoszekundumos lézerrel végzett lencsetok eltavolitas utin. B. Relativ IL-6 és IL-8 MRNS
szint az eliilso lencsetok epithelsejtjeiben manudlis capsulotomia utdn, osszehasonlitva a
femtoszekundumos lézerrel végzett eltavolitas utan meért gyulladasos citokinek mRNS

expressziojaval, amelyet a grafikonon a 0-nal huzott tengely jelez.
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A génexpressziora vonatkozo eredmények tenyésztett sejtek esetében
RT-PCR modszerrel, az el6z0 szakaszban részletezett, a sejtproliferacioban és
apoptozisban expresszaldodd gének kifejezodését a lencsetok epithelsejtek 14 napig tartd

tenyésztése utan is tanulmanyoztuk.
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14. abra: Sejttulélest, apoptozist (Bcl-2 és p53) és proliferaciot meghatarozo (cyclin-D1) gének
mRNS szintjének RT-PCR modszerérvel meghatarozott szintje manualis capsulotomids mintak
tenyésztett epithelsejtjeiben. A p53, Bcl-2 és cyclin-D1 gének expresszidja az eliilso lencsetok
epithelsejtjeiben 14 napig tarto sejttenyésztés utin, a manudlis capsulotomia utin kézvetleniil
vizsgalt mintak génexpresszios szintjével osszehasonlitva. A horizontdlis vonal jelzi a manualis
capsulotomia utan kézvetleniil vizsgalt mintak génexpressziojat. Szignifikans eltérést talaltunk
a Bcl-2 (p = 0,033) és cyclin-D1 (p = 0,002) gének mRNS szint esetében a tenyésztett mintik

és capsulotomia utdan kozvetleniil vizsgalt mintdak osszehasonlitasakor.

Kozvetleniil a capsulotomia utdn vizsgélt eliilsd lencsetok epithelsejtjekben mért
génexpressziohoz  viszonyitva, mindkét csoportban a tenyésztett epithelsejtekben
szignifikansan csokkent az anti-apoptotikus Bcl-2 expresszio (14 és 15. abra). A fent emlitett
Bcl-2 expresszid csokkenés a manualis capsulotomiaval eltavolitott lencsetok esetében
nagyobb volt, mint amikor a capsulotomiat lézerrel végezték, bar a kiilonbség nem volt
szignifikans. Az eltdvolitds utdn azonnal vizsgéalt lencsetok epithelsejtjeihez képest, a
femtoszekundumos lézerrel végzett capsulotomiaval nyert mintak tenyésztett epithelsejtjeiben

emelkedett a p53 mRNS szintje. Ugyanakkor, a kiilénbség nem volt szignifikans (p = 0,397).
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Manualis capsulotomia utan kdzvetleniil vizsgalt epithelsejtekben a p53 szint enyhén magasabb
volt, mint a tenyésztett sejtekben. Mind a manualis, mind a femtoszekundumos 1ézerrel végzett
capsulotomidval nyert mintdkban kozvetleniil az eltavolitds utdn, az eliilsé lencsetokok
epithelsejtjei altal expresszalt cyclin-D1 mRNS mennyiségéhez viszonyitva, a tenyésztett
mintak epithelsejtjeiben szignifikdnsan magasabb cyclin-D1 mRNS szintet mértiink (p =
0,0004). Ugyanakkor nem talaltunk jelentds kiilonbséget a cyclin-D1 expressziot tekintve a
manualis és a femtoszekundumos 1ézerrel végzett capsulotomiaval nyert mintak tenyésztett

epithelsejtjei kozott (14 és 15. abra).
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15. abra: Sejttulélést, apoptozist (Bel-2 és p53) és proliferaciot (cyclin-D1) meghatdrozo gének
mRNS szintjének meghatdarozasa RT-PCR modszerével femtoszekundumos /lézerrel végzett
capsulotomias mintak tenyésztett epithelsejtjeiben. Az abra a gének expressziojat az eliilsé
lencsetok epithelsejtjeiben 14 napig tarto sejttenyésztés utin mutatja. A horizontdlis vonal jelzi
a femtoszekundumos [lézerrel végzett capsulotomia utdin kozvetleniil vizsgalt mintdk
génexpressziojat. Szignifikans eltérést talaltunk a Bcl-2 (p = 0,023) mRNS szint esetében a

tenyésztett mintak és capsulotomia utan kézvetleniil vizsgalt mintak osszehasonlitasakor.

|mmunhisztokémiai vizsgdalatok eredményei

A génexpresszid vizsgalata sordn a manualis capsulotomidval nyert eliilsé lencsetok
epithelsejtjeiben kimutatott magasabb p53 mRNS szint miatt immunhisztokémiai modszerrel
is kimutattuk a p53 fehérjét. A teljes vastagsdgu szoveti mintan, mindkét csoportban az
epithelsejtek erdteljes festodést mutattak az eliils6 lencsetok periférias teriiletein, ami a centralis
teriiletek felé fokozatosan gyengiilt. A citoplazma egyértelmilen immunreaktiv Volt,

ugyanakkor az epithelsejtek sejtmagja tobbségében immunnegativ maradt. Manualis
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capsulotomia utan a sejtek 48,5%-a volt p53 immunreaktiv. Ugyanakkor az eliilsé lencsetok

femtoszekundumos 1ézerrel végzett eltavolitasa utan az immunreaktiv epithelsejtek aranya

31,42% volt, és a két csoport kozotti kiilonbség statisztikailag szignifikdnsnak bizonyult
(p=0,019, 16. abra).
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16. abra: p53 immunreakcio az eliilsé lencsetok epithelsejtjeiben immunhisztokémiai jelélést
kovetéen manualis (4) és femtoszekundumos lézerrel végzett (B) capsulotomidk esetén. A teljes
szoveti mintan végzett immunhisztokémiai vizsgalat eredményeinek kvantifikalasa szerint a p53
pozitiv sejtek szama magasabb volt manudlis, mint femtoszekundumos [lézerrel végzett

capsulotomia utan (C). Lépték: 50 um

Szovettani vizsgélataink soran az epithelsejtekben latott morfologiai eltérések a
citoszkeleton valtozasara utalhatnak. Ezért munkank tovabbi részében a citoszkeleton egyes
elemeit is megvizsgaltuk. Hasonloan a p53 festddésnél latottakhoz, itt is a teljes vastagsagu
szoveti mintan végeztiik az immunhisztokémiat. A citszekelton elemei koziil eldszor az

intermedier filamentum GFAP-t vizsgalatuk, melyrdl ismert, hogy mig embrionalis korban
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jelen van a lencsetok epithélsejtekben, addig érett lencsetoksejtekben nem expresszalodik.
Tekintettel viszont arra, hogy érett sejtekben sériilés hatasara tobb, az embriondlis korra
jellemzd fehérje expresszidja ismét detektalhatd, megvizsgaltuk, hogy jelen van-e a GFAP a

lencsetok hamsejtekben a capsulotomia utan.

17. abra: Konfokalis lézerpadsztazo mikroszkoppal késziilt felvételek az egész eliilsé lencsetok
epithelsejtjeiben a GFAP és a GS immunfestés eredményét mutatjak. GFAP és GS detektaldsa
az eliilso lencsetok epithelsejtieiben immunfestést kovetéen manualis (4, C, E) és
femtoszekundumos /lézerrel végzett (B, D, F) capsulotomidk esetén. A felvételek az eliilsé
lencsetok periferias teriileten (**), illetve a centrumdaban (*) a GFAP és GS
immunreaktivitasaban megfigyelheté kiilonbségét mutatjiak. A, B: GFAP pozitivitas az
epithelsejtekben. C, D. GS immunpozitivitas az epithelsejtekben. GFAP és GS egyiittes
expresszioja (nyil) az epithelsejtekben (E, F). Lépték: 50 um.
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Astrocytakban ¢€s a retina Miiller sejtjeiben GFAP kolokalizal a glutamin szintazzal
(GS). A lencsetok epithelsejtek egy GS-szerli proteint, lengsint IS expresszalnak, amely GS
elleni antitesttel detektalhat6, annak ellenére, hogy a lengsin nem rendelkezik GS-szerii
enzimatikus aktivitassal (Grassi €s mtsai., 2006; Wistow és mtsai., 2002). A lengsin expresszio
normal lencsetok epithélsejtekben magas, azoban iddskori sziirkehdlyog esetén expresszioja
jelentdsen csokken (Grassi és mtsai., 2006; Hawse és mtsai., 2003). Annak az érdekében, hogy
a lengsin expressziorol informaciot szerezziink, GS antitestet hasznaltunk.

Mindkét csoportban az epithelsejtekben mind a GFAP, mind a GS elleni antitesttel
végzett immunreakcid soran erdteljes festddést lattunk az eliilsd lencsetok periférids teriiletén,
¢s az immunreaktivitds intenzitdsa a centrum felé fokozatosan csokkent. Megfigyeléseink
szerint a GFAP-t expresszalo sejtek nagy része GS-t is tartalmazott (17. abra).

Mindezek mellett a manualis capsulotomia utin, az eliilsé lencsetok GFAP
segitségével is vizsgaltuk, ehhez kromogénként DAB-ot hasznaltunk. Az eliilsé lencsetok
epithelsejtjei kozt két tipusu sejtet kiilonithettiink el. Egyes GFAP immunpozitiv sejtek
normalis morfologiai megjelenéssel rendelkeztek (18. abra G), ugyanakkor mas sejtek formaja
megvaltozott, hossza vékony nyulvanyok voltak megfigyelhetéek (18. abra H).

A femtoszekundumos 1ézer segitségével -eltavolitott eliilsé lencsetokokban az
epithelsejtek csak 26,38%-a volt GFAP immunreaktiv, mig GS immunreaktivitas pedig az
epithelsejtek 46,78%-ban volt megfigyelhetd. Ugyanakkor, GFAP és GS egyiittes expresszidja
az epithelsejtek 19,07%-ban jelent meg. Ezzel szemben, a manualis capsulotomias mintakban
az epithelsejtek 48,07%-a volt GFAP immunreaktiv. A sejtek 45,18%-a GS immunreaktiv, a
GFAP ¢és GS egyiittes expresszioja az epithelsejtek 28,85%-ban jelent meg. Az eredményekbdl
lathat6, hogy a GS immunreaktivitds aranya nem mutatott jelentds kiilonbséget a manualis és
femtoszekundumaos l1ézer segitségével végzett capsulotomias mintakban.

A kvantifikéalassal kapott eredményeket Osszehasonlitva szignifikans kiilonbséget
talaltunk a két csoport kozott a GFAP (p = 2,24 x10°) pozitivitast mutatd epithelsejtek, és a
GFAP ¢és GS egyiittes expressziojat (p = 0,003) mutato epithelsejtek esetében. Eredményeink
arra engednek kovetkeztetni, hogy a GFAP expresszido mechanikai karosodast jelezhet mind a

manualis, mind a 1ézerrel végzett capsulotomias mintakban (19. ébra).
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18. abra: GFAP és a GS immunfestés eredményét bemutato reprezentativ felvételek az egész
eliilsé lencsetok szovetébil. GFAP és GS detektilasa az eliilsé lencsetok epithelsejtieiben
immunfestést kovetéen manudlis (A, C, E) és femtoszekundumos lézerrel végzett (B, D, F)
capsulotomiak esetén. A, B: GFAP porzitivitas az epithelsejtekben. C, D. GS pozitivitas az
epithelsejtekben. GFAP és GS egyiittes expresszioja (nyil) az epithelsejtekben (E, F). Manualis
capsulotomia utan, a GFAP immunreaktiv epithelsejtek morfologidja (G, H). Lépték: 50 um az
A-F, 40 um a G képen és 15 um a H képen.
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19. abra: GFAP és GS immunreaktiv sejtek szama manudlis és femtoszekundumos
lézerasszisztalt capsulotomia esetén. A teljes szoveti mintin végzett immunhisztokémiai
vizsgalat soran jelolt sejtek kvantifikaldasa szerint a GFAP pozitiv sejtek szdzalékos aranya

magasabb volt manudlis, mint femtoszekundumos lézerrel végzett capsulotomia utdn.

A GFAP és GS jelolés soran kapott eredményeink parhuzamba vonhatok a toluidin-
kékkel festett félvékony metszeteken latott eredményeinknek, ami arra enged kovetkeztetni,
hogy a manualisan eltavolitott mintakban a sejtek karosodasa nagyobb és a GFAP
immunhisztokémiaval megfigyelt morfologiai jellegzetességek a citoszkeleton érintettségét
jelezhetik. Ezért a citoszkeleton dinamikus elemeit, nevezetesen a mikrofilamentumokat is
vizsgaltuk.

Ennek érdekében manudalisan és femtoszekundumos 1ézer segitségével elvégzett
capsulotomia soran eltavolitott eliils lencsetok hamsejtekben fluoreszcensen jelolt phalloidin
segitségével az aktin citoszkeletalis haldzatot tettiik lathatova. Az aktinhaldzat vizsgalata soran
mindkét csoportban az aktinhalézat szabalyos mintazata mellett erds kortikalis aktingytrit
figyeltiink meg (20. abra). A két csoport kozott, egyediil az aktin-halozat denzitasaban talaltunk
jelentés kiilonbséget. A femtoszekundumos 1ézerrel végzett capsulotomias mintakban az
aktinfilamentumok denzitasa a normal sejtekben jelen 1évd aktinfilamentumok denzitasaval
Osszehasonlitva nem mutatott eltérést. Ezzel szemben a manualisan végzett capsulotomia utan
a mintak citoszkeletonjdban szembetiind volt az aktinhalozat atrendez6dése. A manualis

mintakban a tomott aktinfilamentumok helyett aktin szigetek jelentek meg (20. abra).

57



20. abra: Aktinfilamentumok konformdcioja manudlisan (4, C) és femtoszekundumos lézer
segitségével végzett (B, D) capsulotomia esetén. Reprezentativ fluoreszcens felvételek az egész
eliilsé lencsetok sejtjeirél, melyeken aktinjeldlést végeztiink. Erds kortikalis aktinhalozat és
szabalyos intracellularis aktin elrendezddés figyelheté meg ugy a manudlisan (A), mint
femtoszekundumos lézerrel végzett capsulotomia (B) esetén. Jelentds eltérés mutatkozik az aktin
kotegek denzitasaban. Az eliilsé lencsetok manudlis eltavolitasa utan sejtek szigetszerii
megjelenése és a sejtek kozotti résképzdodés (C) figyelheté meg, mig femtoszekundumos lézer

segitsegevel végzett beavatkozds utan az aktinhalozat tométt marad (D). Lépték: 10 um.
A sejtek altal keépzett szigetek kozott rések kialakulasat figyeltiik meg, a rések kozott

pedig az epithelsejteket 6sszekotd csészerii elemek jelentek meg. Ilyen csészert struktarakat

kizarélag manudlisan eltavolitott eliilsé lencsetokok epithelsejtjeiben talaltunk (21. 4bra).
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21. abra: Résképzodes és csoszerii elemek megjelenése manualis (A, B) capsulotomia esetén,
illetve ezek hianya femtoszekundumos [lézerrel végzett (C, D) capsulotomia esetén.
Reprezentativ fluoreszcens felvételek az egész eliilsé lencsetok szévetébdl, amelyen aktin
jelolést végeztiink. A manudlisan eltavolitott eliilsé lencsetokban résképzodés (A) lathato.
Nagyobb nagyitdssal vizsgdlva az epithelsejteket dsszekits csdszerii elemeket ldthatunk (B),

melyek Kiztoltik a képzédott rést. Lépték: 10 um.

A manualis modon, illetve 1ézerrel eltavolitott mintakon elvégzett kvantifikacio
eredménye szerint, 6sszehasonlitva a két csoport kozott a csszerli elemek szamat, szignifikans
kiilonbséget kaptunk (p<0,0001). A manualis mintakban ugyanis szignifikansan nagyobb volt
a csovek szama, mint lézer segitségével végzett caprulotomia esetén. Ezek alapjan,
megallapitottuk, hogy az eliilsé lencsetok manudlis eltavolitasa jelentds valtozast eredményez

az aktinfilamentumok szervezddésében (22. abra).
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22. abra: Az aktin jeloléssel lathatova tett sejtek és a Csoszerii elemek szama manudlis és
femtoszekundumos lézerrel végzett capsulotomidk esetén. A teljes széveti mintdan végzett aktin
festest kovetoen, az epithelsejtek kozott megjelend csoszerti elemek szama szignifikansan
magasabb volt manudlis capsulotomia esetén, mint a femtoszekundumos lézerrel végzett eliilsé

lencsetok eltavolitasa utan, (p<0,0001).
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MEGBESZELES

A sziirkehdlyog kezelése érdekében végzett miitét posztoperativ sikerességét
nagymértékben meghatarozza a miitét egyik kulcslépése, az eliils6 lencsetokon kialakitott
capsulotomids nyilds mindsége. A 1ézer segitségével végzett capsulotomias technika
fejlodésének koszonhetden kerek, jol centralt, tokéletes méretii capsulotomias nyilas hozhatod
1étre. Emellett a miitét tovabbi 1épései is jobban kontrollalhatoak (pl. a féseb és segédnyilasok
képzése, femtofragmentacio, illetve a phacoemulsificatio soran hasznalt energia is
csokkenthet6). Napjainkban, Gigy a manudlis, mint a femtoszekundumos Iézerrel végzett
capsulotomia tanulmanyozasanak kozéppontjaban tobbnyire a posztoperativ fénytorési
kovetkezmények, illetve a makroszkopos elvaltozasok allnak (Kohnen és mtsai., 2014; Ostovic
¢és mtsai, 2013).

Sejtpusztulas és a sejtek tulélése manualis és fetoszekundum lézerrel végzett capsulotomia
utan

Eredményeink szerint mind morfologiai, mind molekuldris bioldgiai modszerekkel
valtozasok mutathatéak ki az eliilsé lencsetok epithelsejtjeiben capsulotomia utan, aminek
magyardzata az, hogy a miitéti beavatkozas az €érintett sejtek szamara stresszt jelent. Az altalunk
végzett vizsgalatok soran a manualis és femtoszekundumos 1ézerrel végzett capsulotomia utan
az eliilsé lencsetok epithelsejtjeiben megfigyelhetd morfologiai ¢és génexpresszids
elvaltozasokat tanulmanyoztuk. A valtozasok minden bizonnyal érintik a lencsetok azon részét
IS, ami a m{itét soran a szemben marad, ami hatassal lehetnek a posztoperativ hatso tok fibrosis
kialakulasara.

Fény- és elektronmikroszkopos felvételeinken egyértelmiien tobb olyan sejt lathatd
manualis capsulotomia utan, amely a degeneracid6 morfologiai jeleit mutatja, mint
femtoszekundumos 1ézer segitségével végzett eliilsé lencsetok eltavolitas esetén. Ugyanezt
erositi meg a félvékony metszeteken végzett kvantifikacié is, noha a kiilonbség a két csoport
kozott nem volt szignifikans. Az epithelsejtekben megfigyelt degenerativ jelek, mint pl. a
sejtmag megvaltozott alakja, a sejtek zsugorodasa és a sotéten fest6do citoplazma alapjan arra
kovetkeztethetiink, hogy az elvaltozasok hatterében apoptotikus folyamatok allnak.
Morfologiai vizsgalataink eredményeivel Osszhangban, a p53 proapoptotikus fehérje
immunhisztokémiai detektalasaval, valamint a sejtpusztulas és a sejtek tulélésre jellemz6 gének
expressziojanak vizsgalataval tovabbi eltérést lattunk a két csoport epithelsejtjei kozott.

Megfigyeléseink szerint a proapoptotikus p53 MRNS erételjesebb expresszidt mutatott
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manualis capsulotomia utan, mint lézerasszisztalt eltavolitaskor, bar eredményeink a két
csoport kozott nem mutattak szignifikans kiilonbséget. A génexpresszid vizsgélata soran
latottakat tdmasztotta ala immunhisztokémiai megfigyelésiink is. Az epithelsejtek nagyobb
hanyadaban lattunk p53 immunreakciét manualis eltavolitds utdn, mint a lézerrel tortént
capsulotomia esetén. A p53 immunreaktivitas a sejtek citoplazmajaban volt jelentés. A p53
mRNS magas szintje és a citoplazmaban megfigyelheté p53 immunreaktivitds a fehérje
képzddésére utal, és a sejtmagban emiatt csak kis mennyiségben jelenik meg, mint
transzkripcids faktor. Ezek alapjan valdszinisithetjiik, hogy a p53 immunreaktivitds a
transzkripcios faktor szintézisére utal, és nem annak a genom 6reként bet6ltott funkciojara.

Korabbi tanulmanyok szerint a sziirkehalyog kezelése soran végzett mitét az eliilsé
lencsetok epithelsejtjeiben apoptdzist valt ki, hiszen a capsulotomia utan a sejtek TUNEL
pozitivitasa volt megfigyelheté (Mayer és mtsai., 2014b; Saika és mtsai, 2002; Harocopos és
mtsai., 1998; Toto és mtsai., 2015). A miitét soran hasznalt femtoszekundumos lézer energiaja
¢s a sejtkarosodas kozotti osszefliggést vizsgalva a TUNEL reakcidval kevesebb apoptotikus
sejtet mutattak ki manualis capsulotomia utan, mint a lézer segitségével elvégzett miitét
esetében (Mayer és mtsai., 2014b; Toto és mtsai., 2015). A fenti eredmények és sajat
eredményeink kozotti ellentmondés hatterében az allhat, hogy a p53 fehérje transzkripcids
faktorként tobb folyamatot is indukalhat. Ezek a folyamatok az apoptotikus sejthalal kivaltasa
mellett a sejtciklus leallitasa, valamint a DNS repair folyamatok indukalasa is lehetnek, a sejtet
ért kéarosodas mértéktdl fiiggden. Eredményeink szerint a manudlis mddon eltavolitott
capsulotomias mintak és a femtoszekundumos 1ézer segitségével miitdtt mintak epithelsejtjei
hasonld mértékben valtak érintetté. Ebbdl arra kdvetkeztethetiink, hogy a karosodas a sejteket
a sejtciklus G1 fazisaban tarthatta, vagy DNS repair torténhetett, de nem indukalta azonnal
apoptozis kialakulasat. Eredményeink alapjan az eliilsé lencsetok hamsejtjeiben a p53 pontos
szerepe nem egyértelmi, mi ugyanis a p53 mMRNS-t, illetve a p53 fehérje citoplazmatikus
megjelenését mutattuk ki, ami sokkal inkabb a p53 fehérje képzddésére utal, mint a sejtmagban
transzkripcios faktorként valdo mikodésére. Ennek egyik oka lehet, hogy a mintak a kivételt
kovetden azonnal fixaloszerbe keriiltek, és a fixalas miatt a mutéti beavatkozas altal kivaltott
sejtkarosodas altal indukalt apoptotikus folyamat annak elindulasat kovetden hamarosan leallt.
Ennek megfelelden mintdinkban a p53 mRNS képzddése és a fehérje citoplazmatikus szintézise
figyelhetd csak meg.

Annak ellenére az epithelsejtekben a Bcl-2 anti-apoptotikus gén expresszidja a
femtoszekundumos 1ézerrel végzett capsulotomia utan enyhén magasabb volt, mint manualis

mintdkban, a két tanulméanyozott csoport kozott szignifikans kiilonbséget nem tudtunk
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kimutatni. Ismert, hogy a Bcl-2 anti-apoptotikus fehérje éppen a p53 fehérje altal elinditott,
intrinsic apoptotikus folyamat egyik fontos reguldtora, és gatolja a p53 altal kivaltott,
proapoptotikus fehérjék altal, a Bcl-2 hianyaban megvaldsuldé apoptotikus sejthalalt
(Szeberényi, 2011). A lézerrel végzett mutét utan a Bcl-2 protein emelkedése alapjan
feltételezziik, hogy az eliilsé lencsetok epithelsejteiben a p53 nem apoptozist indukal, hanem a
sejtciklust allitja meg. Ugyancsak ezt a feltételezést tdmasztja ala az a megfigyelésiink,
miszerint a manualis capsulotomia utan sejt proliferacioért felelds cyclin-D1 génexpresszidja
alacsonyabb szinti, mint femtoszekundumos Iézerrel végzett miitét esetén. Meg kell
jegyezniink, hogy a sziirkehalyog-miitét soran a capsulotomids nyilas képzése és a mRNS
izolalasa kozt eltelt id6 valdosziniileg nem elégséges ahhoz, hogy az apoptozis teljes folyamata
komplett modon megtorténjen, beleértve azokat a DNS valtozasokat, melyek kimutatasa
TUNEL modszerrel lehetséges. Ezzel szemben a capsulotomids nyilds képzése és a mRNS
izolalasa kozt eltelt id6 elegendd ahhoz, hogy a p5S3 MRNS expresszalodjon, és a fehérje
szintézise elkezd6djon. Patkany lencsén végzett kisérletek adatai szerint tudjuk, hogy harminc
perccel a lencsét ért sériilés utan sem proliferacid, sem degenerativ elvaltozdsok nem
mutathatdak ki az epithelsejtekben, de bizonyos korai valasz gének k6zé tartozo transzkripcios
fakor mMRNS-e és fehérje terméke expresszalodik (Shirai és mtsai., 2001).

Ellentétben azokkal a tanulmanyokkal, melyekben az eltavolitott eliils6 lencsetok vagasi
felszinén mutattak ki tobb apoptotikus sejtet 1ézerrel végzett capsulotomia utan (Ostovic és
mtsai., 2013; Mayer és mtsai., 2014b; Reyes és mtsai., 2016), mi a teljes eltavolitott eliilsd
lencsetokot "whole mount" preparatumként hasznaltuk, ami lehetdvé teszi azt, hogy ne csak a
vagasi sz¢él mentén 1évo sejteket, hanem attdl néhany milliméterrel tdvolabb 1évo sejteket is
vizsgaljunk. Fény- és elektronmikroszkoppal, valamint p53 immunhisztokémiaval végzett
vizsgalataink soran az eltavolitott eliilsé lencsetok epithelsejteiben a morfoldgiai elvaltozasok,
illetve a fehérje expresszid a teljes vastagsagu szoveti minta széli €s centralis teriileteit is
érintette. A teljes eltavolitott mintan végzett vizsgalatok eredménye szerint sulyosabb
karosodast lattunk az eliils6 lencsetok epithelsejtjeiben manualis capsulotomia utan, mint
1ézerrel végzett capsulotomiat kdvetden. Mindez valdsziniileg a manuélis capsulotomias nyilés
készitése soran a tokon okozott mechanikai behatasnak, feszitésnek, és nyujtasanak volt
koszonhetd. A mechanikai sériilés kovetkeztében olyan jelatviteli utvonalak serkentése
torténhet, amelyek szerepet jatszhatnak a posztoperativ hatsd tok fibrosis kialakulasaban
(Mamuya és mtsai., 2014; Kovacs és mtsai., 2014).

Az eliilsé lencsetok eltavolitasat kovetden, a vagds szomszédsagaban és a lecsetok

bennmarad6 részén talalhatd rezidualis epithelsejtekben a mechanikai behatas miatt
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feltételezhetden hasonld elvaltozasok jelennek meg a miitét alatt és utdn, mint az eltavolitott
lencsetok epithelsejtekben. A capsulotomias nyilas képzésékor keletkezd karosodas azokat az
utvonalakat stimulalja, amelyek serkenthetik az epithelialis-mesenchymalis transzformaciot
(EMT) az eliils6é lencsetok rezidualis epithelsejteiben. Ezzel a folyamattal kezdetét veheti a
posztoperativ hatso tok fibrosis kialakulasa (Marcantonio és Vrensen, 1999). Irodalmi adatok
szerint az eliilsé lencsetok epithelsejtjeiben az epithelialis-mesenchymalis transzformacio egyik
kozponti eleme a TGF-B novekedési faktor, amely hozzajarulhat a posztoperativ hats6 tok
fibrosis kialakulasahoz (Wormstone és mtsai., 2002; Suzuki és mtsai., 2011; Yao és mtsai.,
2012; Wertheimer és mtsai., 2014; Ma és mtsai., 2014). Tovabba, a TGF-p mechanikai hatasra
a bor az epithelsejtjeiben adaptiv valtozasokat indukal (Huang és mtsai., 2012). Ehhez
hasonldan, az a mechanikai hatas, amit a manualis vagy a femtoszekundumos 1ézerrel végzett
capsulotomia okoz, aktivalhatja a TGF-P novekedési faktort. Ez olyan sejten beliili pathologias
reakciokat indukalhat, mint példaul az epithelialis-mesenchymalis transzformacio.

Az eliils6 lencsetokon végzett megfigyeléseink jelentéségét az adja, hogy sziirkehalyog-
mitét soran emberi mintakban a hatso tok morfoldgiai és molekularis valtozasainak vizsgalata
nem kivitelezhetd. Ugyanakkor az eliilsd lencsetok epithelsejtjeiben latott valtozasok alapjan
részben kovetkeztetni tudunk a hats6 tokban megjelend folyamatokra is. Ezt a lehetdséget
kihasznalva mindkét csoportban az epithelsejteket in vitro koriilmények kozott tenyésztettiik,
¢€s a sejt proliferaciot, tulélést és apoptozist vizsgaltuk. Eredményeink hasonloak Mayer és
mtsai. (2014) megfigyeléseihez, amely szerint a tenyésztett epithelsejtek nagyobb hanyada
pusztult el apoptozissal femtoszekundumos 1ézerrel végzett capsulotomia utan, mint
manualisan végzett mitét utan. Az altalunk, a tenyésztett sejtekben kimutatott, mindkét
csoportban megfigyelt Bcl-2 génexpresszio csokkenés, illetve femtoszekundumos 1ézerrel
végzett capsulotomids mintakban talalt p5S3 génexpresszid emelkedés arra enged kovetkeztetni,
hogy a capsulotomids nyilas képzésekor kivaltott trauma az epithelsejteket érzékenyebbé tette
az apoptozis irant. Feltételezziik, hogy manualis és femtoszekundumos lézerrel végzett
capsulotomia esetén a rezidualis epithelsejtek sejtproliferacioja az eltavolitott sejtek tenyésztése
soran talaltakhoz hasonléan valtozik. Vizsgalatainkkor ugyanis nem talaltunk kiilonbséget a
manualisan és femtoszekundumos 1ézerrel végzett capsulotomia utan a tenyésztett eliilsé
lencsetok epithelsejtjek cyclin-D1 génexpresszidjaban. Mindezek mellett figyelembe kell
venniink, hogy a posztoperativ hatsé tok fibrosis kialakulasanak patomechanizmusa sszetett
folyamat (El-Osta és mtsai., 2003; McLean és mtsai., 2005; Oharazawa és mtsai., 2005; Peng
¢s mtsai., 2000a; Ram és mtsai., 1999; Vargas ¢és mtsai., 2002; Vargas és mtsai., 2003; Peng és
mtsai., 2000b).
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A citoszkeleton valtozasai manualis és 1ézerasszisztalt capsulotomia soran

A manualis modon és a lézerrel végzett capsulotomia utdn, az eltavolitott lecsetok
epithelsejtjeiben megfigyelt morfologiai jellegzetességek arra utalnak, hogy az epithelsejtek
citoszkeletonja jelentdsen megvaltozik sziirkehalyog-miitét soran. Feltételeztiik, hogy mint
minden mitéti eljaras, a sziirkehalyog-miitét soran végzett capsulotomia is befolyasolja a
miitétben érintett sejteket, s olyan stressz altal indukalt jelatviteli utakat indit be, melyek
eredménye a citoszkeleton valtozasa. Feltételezésiink igazoldsa végett a citoszekelton két
komponensét vizsgaltuk, az intermedier filamentumokat, valamint az aktinfilamentumokat.

A glialis fibrillaris savanyu protein (GFAP) olyan intermedier filamentum, amely
megtalalhat6 a kozponti idegrendszerben, az astrocytakban. Ismert, hogy kiilonb6z6 sériilések
hatasara, példaul stressz jelenlétében a GFAP expresszio megemelkedik (Oblinger és Singh
1993; Brenner 1994). Ugyanakkor normal koriilmények kozott a GFAP-t az astrocytak mellett
tobb, nem-glia tipusi sejtben is kimutattdk, mint a vesetokban, a gégefed6 porc
chondrocytaiban, valamint tobb kiilonboz6 tipust tumorban (Budka, 1986; Alliot és Pessac
1988; Gard és mtsai., 1985). Tovabba, a GFAP megjelenik a szemlencsében a szemlencse
fejlédése soran, de a differencialodast kovetden az epithelsejtekben tobbé mar nem mutathato
ki (Boyer és mtsai., 1990; Boyer és mtsai., 1991; Hatfield és mtsai., 1984; Lipner, 2015). A
GFAP helyett az epithelsejtekre jellemz6 cytokeratin jelenik meg. Mindezek mellett ismert,
hogy a sejteket ért sériilés vagy stressz hatasara a fejlodés soran atmenetileg megjelend fehérjék
emelkedett expressziot mutatnak a felndtt szervezetben, amely tény a szemre is jellemzd
(Gallina és mtsai., 2016; Mader és Cameron, 2004). Eredményeink alapjan, az eltavolitott
eliilsé lencsetok epithelsejtjeiben GFAP expresszalodott. Vizsgalataink soran két kiilonbozo
antitestet hasznaltunk annak érdekében, hogy eredményiink megbizhato legyen. Mindkét
antitesttel a GFAP jelenlétét mutattuk ki. Boyer és mtsai. (1990) a GFAP immunreaktiv
nyulvanyok jelenlétét a fejlodo lencsetok epithelsejtekben mutattak ki. Tudomasunk szerint a
felnéttek szemlencséjének epithelsejtjeiben megjelend GFAP-rol nincs irodalmi adat, ezért
feltételezéseink szerint a kimutatott GFAP re-expresszi6 az epithelsejteket ért mechanikai
stressz miatt jelenhetett meg.

Immunhisztokémiai  és fénymikroszkopos kvalitativ  és  kvantitativ. GFAP
immunreaktivitds kimutatasara irdnyulo vizsgdlataink eredményei szerint, az eliilsé lencsetok
epithelsejtjeinek szignifikansan nagyobb aranya volt GFAP immunreaktiv manualis
capsulotomia utan, mint femtoszekundumos lézerasszisztalt capsulotomia esetén. Kiilonboz6
szervekben, tobbek kozott a szemben is, a sejteket ért karositd hatasok kdvetkeztében elinduld

regeneraciot eldsegité mechanizmusok soran megfigyelhetéek az embrionalis és magzati
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fejlodési folyamatokra jellemz6 gének ismételt emelkedett expresszidja (Gallina és mtsai.,
2016; Mader és Cameron, 2004). Ennek soran olyan fehérjék képzodése figyelhetd meg, mint
példaul a novekedési faktorok és receptoraik megjelenése, melyek pozitivan befolyasoljak és
elémozditjak a regeneralodasi folyamatokat (Fischer és mtsai., 2009; Fischer és mtsai., 2010).
Mas fehérjék, mint pl. a citoszkeleton fehérjéinek jelenléte GFAP, vimentin, nestin Sejt
karosodésra utal (Xue és mtsai., 2010; Noristani és mtsai., 2016).

Eredményeink alapjan a GFAP immunreaktiv sejtek egy része glutamin-szintaz (GS)
immunreaktivitast is mutatott. Mivel ismert, hogy a lencsetok hamsejtekben GS-szert fehérje,
a lengsin expresszalodik, ezek a sejtek valosziniileg lengsin-t is tartalmaztak (Grassi és mtsai.,
2006; Wistow és mtsai., 2002; Hawse és mtsai., 2003). Vizsgalatainkban azt lathattuk, hogy
jelentds kiilonbség nincs a manualis és 1ézerasszisztalt eliilsé lencsetok eltavolitas esetén az
epithelsejteken beliil a GS immunreaktivitast mutato sejtek aranyaban. Ismert, hogy az idéskori
cataractaban a lengsin expresszio csokken (Hawse és mtsai., 2003). Tekintve, hogy a vizsgalt
esetekben a sziirkehalyog stadiuma kozel megegyezd volt, a legsin expresszi6 is hasonld
lehetett a manualis modon és a lézerasszisztalt mitéten atesett betegek eliilsé lencsetok
epithelsejtjeiben. Mivel a GS expresszi a lengsin expresszidjara utal, fontos eredmény, hogy
mindkét csoportban hasonld mértékli volt a GS expresszio. Ez azt jelenti, hogy az idéskori
caratacta ,,érettségének”™ €s a szemlencse miitét elotti transzparencidjanak tekintetében a két
betegcsoport k6zott nem volt szignifikans kiilonbség. A két betegcsoport homogén volta
ellenére a capusolotomids nyilds képzésének két eltérd miitéti modszerével magyarazhatd a
GFAP immunreaktivitasban latott kiilonbség. A GFAP immunreaktiv sejtek szama ugyanis
szignifikans kiilonbséget mutatott a két csoport kozott. Ezzel 6sszhangban a GFAP és GS
egylittes immunreaktivitasa is jelentds kiilonbséget mutatott a két csoport kozott, ugyanakkor
meg kell jegyezni, hogy a GFAP immunreaktiv sejtek csak egy része tartalmazott GS-t.
Feltehetden az eliilsé lencsetok eltavolitdsa manudlis capsulotomia altal nagyobb mechanikai
stresszt jelenthet az epithelsejtek szamara, hiszen a GFAP pozitiv sejtek aranya nagyobb volt a
manualis capsulotomids mintainkban.

A fentiek jelentdsége sebgyogyulds szempontjabol lehet érdekes, mivel az eliilsé
capsulotomids nyilas képzésekor az eliils6 lencsetok periférias része nem keriil eltavolitasra, és
a sebgyogyulds a rezidualis epithelsejteknél kezdddik. Feltételezéseink szerint a rezidualis
epithelsejtekben olyan valtozasok jelennek meg, amelyeket az eltavolitott eliilsé lencsetok
epihelsejtjeiben lattunk. Emiatt a miitéti beavatkozas altal okozott karosodas olyan tutvonalak

stimuldlasat valthatja ki, amely a rezidudlis epithelsejtek epithelialis-mesenchymalis
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elhomalyosodasanak megjelenését segiti el6 (Marcantonio és Vrensen, 1999). A miitét okozta
trauma miatt, sziirkehalyog-eltavolitas esetén a rezidualis epithelsejtek migracidja és
proliferacidja altal posztoperativ hatso tok fibrosis jelenik meg (Marcantonio és és Vrensen,
1999).

A capsulorrhexis koriil az epithelsejtek citoszkeletonjaban latott valtozasok nem csupan
morfologiai jellegliek. Kiilondsen az aktin mikrofilamentum halozatban megfigyelt valtozasok
alapjan arra kovetkeztethetiink, hogy a sejtek kontraktilitasa és migracios képessége is
valtozott.

Meg kell jegyezniink, hogy a mechanikai stressz a direkt sejt-sejt kozotti
kommunikaciot is megvaltoztathatja. Napjainkig gy gondoltak, hogy a direkt sejt-Sejt
kommunikécio réskapcsolatok, vagy parakrin mechanizmusok révén valosul meg. Viszont,
2004-ben Rustom és mtsai. egy 0j, aktin tartalmu, csOszer(i elem kialakulasat irtak le, amely
alkalmas arra, hogy intercellularis kommunikacio jojjon 1étre egymastol tavolabb elhelyezkedd
sejtek kozott (Rustom és mtsai., 2004). Azdta ismert, hogy tobb sejttipus képes arra, hogy
hasonl6 csOszeri képzoédményeket képezzen, mint példaul az astrocytak, daganat sejtek, az
immunrendszer egyes sejtjei (Onfelt és Davis, 2004; Rostami és mtsai., 2017).

A két eltérd capsulotomids nyilas képzése soran nyert eliilsé lencsetokok epithelsejtjeit
Osszehasonlitva, eredményeink a citoszkeleton vizsgalata eltéré mérték(i mechanikai stressz
jelenlétére utalnak, ezért a tovabbiakban az aktinhalozat morfologiai jellegzetességeinek
vizsgalatara dsszpontositottunk.

Ismert, hogy stressz hatdsara az aktin mikrofilamentumok 4talakulasa torténik, melynek
soran un. stressz rostok jelennek meg (Pavalko és mtsai., 1998; Liou és Rafferty, 1988). Weber
€s Menko munkéja altal tudhatjuk, hogy epithelsejtek tenyésztése soran a Stressz rostok normal
aktinhalozatta alakulnak at. A citoszkeleton aktin mikrofilamentumaban bekovetkez6 valtozast
olyan fehérjék expresszioja koveti, amelyek az epithelsejtek tulélését és a karosito hatasra adott
bioldgiai valaszat hatarozzak meg (Weber és Menko, 2006). Az aktinhal6zat vizsgalata soran a
kortikalis halozat esetében hasonldé mintazatot lattunk a manualis és a femtoszekundumos
lézerasszisztalt eliilsé capsulotomias nyilas képzésekor az eltavolitott eliilsé lencsetok
epithelsejtjeiben. Ez azért bir jelent6séggel, mert a kortikalis aktinhal6zat mintazatanak
valtozasa kiilonbozé molekularis bioldgiai jelatviteli utak mitkodésére lehet hatassal (Weber és
Menko, 2006).

A kortikalis halozatban megfigyeltekkel ellentétben, a két miitéti csoport kdzott az
aktinhalozat kompaktsaga jelentds kiilonbséget mutatott. Manualis capsulotomias mintaknal az

epithelsejtek citoszkeletonjaban az aktinhaldzat esetében valtozast lattunk. A kompakt
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aktinhalozat helyett aktin ,,sziget” képz6dést figyeltiink meg. Ugyanakkor az aktin ,,szigetek”
kozott résképzodés volt lathatd. Az epithelsejtek kozotti résképzodés a femtoszekundumos
1ézerrel végzett capsulotomia utdn nem volt lathatd. A féleg manuélis mintdkban megfigyelt
résképzOdés azzal magyarazhatd, hogy a manualis capsulotomias nyilds kialakitiasa alatt
nagyobb mechanikai stressz éri az eliils6 lencsetok epithelsejtjeit. Mindez 6sszhangban all a
dolgozatban korabban bemutatott fény- és elektronmikroszkopos vizsgalataink eredményeivel,
valamint a magas GFAP expresszioval.

Az aktin ,,szigetek” kozott szintén aktin tartalmu tubularis képzédmények jelentek meg. Ezeket
az aktinhalozatot érint6 valtozasokat Kifejezetten a manualis capsulotomia utan lattuk az eliilsé
lencsetok epithelsejtjeiben.

Eredményeink alapjan valdsziniinek tartjuk, hogy a femtoszekundumos-asszisztalt
ellilsé capsulotomids nyilas képzése enyhébb mechanikai stresszt okoz az eliilsé lencsetok
epithelsejtjeiben, mint a manualis eliilsé lencsetok eltavolitds. A manualis capsulotomia utan
latott erételjes citoszkeletalis elvaltozasok megvaltozott sejt-sejt kommunikaciora és a sejtek
megnovekedett migracidos hajlamara utalnak. Mindez az epithelialis-mesenchymalis
transzformaciot, és ennek kovetkeztében a posztoperativ hatsé tok fibrosis és masodlagos
caratacta kialakulasat segitheti el6. Ezzel ellentétben femtoszekundumos 1ézerrel végzett eliilsd
capsulotomids nyilas képzésekor az eliilsd lencsetok epithelsejtjeiben enyhébb citoszkeletalis
valtozast lattunk, igy valdszinisitjiik, hogy a 1ézerasszisztalt capsulotomia esetén kevesebb
rezidualis epithelsejten torténik epithelialis-mesenchymalis transzformacid, ami, harmoéniaban
masok eredményeivel (Kovacs és mtsai., 2014; Verdina és mtsai., 2020), csokkentheti a

posztoperativ hatso tok fibrosis kialakulasanak rizikojat.

A szemészeti beavatkozasoknal hasznalt 1ézerek sejtkarositéo hatasa

A szemészeti lézersebészetben eltérd tipust és miikodési elvii 1ézerkésziilékeket
hasznalnak. A terapias alkalmazast az egyes lézer tipusok szoveti hatasa hatarozza meg. gy,
egyes lézereket koagulaciora (pl. a diabeteses retinopathia kezelésében hasznalt argon 1ézer),
masokat pedig ionizaciora (pl. a posztoperativ hatso tok fibrosis kezelésében hasznalt Nd:Y AG
1ézer), illetve automatizaciora (Iézerek a refraktiv sebészetben, példaul a femtoszekundumos
lézer) hasznalnak. Nagyon sok szemsebészeti beavatkozasnal hasznaljak a 1ézerek metsz6 vagy
vagd hatasat. A szemészeti mitétek soran a femtoszekundumos lézerkésziilékek akkor
hasznalhatoak biztonsaggal, ha a posztoperativ iddszakban a betegek klinikai allapotaban
megfeleld és gyors javulast lathatunk, illetve, ha a 1ézer hasznalata altal 1étrejott
szovetkarosodas mértéke nem tul nagy. Ennek a szovetkarosodasnak egyik jele lehet a sejtek

68



apoptozisa. Femtoszekundumos lézerasszisztalt —sziirkehalyog-mitét  soran, eliilsé
capsulotomids nyilds képzésekor, az eliilsé lencsetok szélén nagyobb szamban jelentek meg
olyan epithelsejtek, amelyek apoptotikus jeleket mutattak, mint ahogyan az lathat6 volt a
manualis eliilsé capsulotomia altal eltavolitott eliilsé lencsetokok epithelsejtjeiben (Mayer ¢és
mtsai., 2014b; Sun és mtsai., 2018; Pisciotta és mtsai., 2018). Az epithelsejtek karosodasanak
mértéke a felhasznalt 1ézer energiatol is fiigg (Mayer és mtsai., 2014b; Williams és mtsai., 2017;
Toto és mtsai., 2015). Meg kell azonban jegyezni, hogy a fenti kozleményekben nagyobb 1ézer
energiat hasznaltak, mint amekkora energiat mi hasznaltunk, ami részben magyarazatot adhat
sajat és a fenti kozleményekben leirtak kozotti kiillonbségre. Emellett ki kell emelniink, hogy
Toto és mtsai. (2015), akik tanulmanyukban az éltalunk hasznalt 1ézerhez hasonld energiaja
1ézerrel dolgoztak, kozleményiikben az epithelsejtek hasonld morfologiai elvaltozasat irtak le,
mint amelyet mi is taldltunk (Toto és mtsai., 2015 1. abra). A manudlis mintakban zsugorodott,
lapos, mig a lézerasszisztalt capsulotomidval eltavolitott mintdkban szabélyos kontrollszerii
kobhamsejtek lathatok az dbran (Toto €s mtsai., 2015 1. dbra), annak ellenére, hogy a szerzék
ennek nem tulajdonitottak jelentéséget. Fontos azonban megjegyezni, hogy apoptozis soran
jellemzd az érintett sejtek zsugorodasa. Toto és mtsai. (2015) munkdja kapcsan ki kell azt is
emelniink, hogy csak nagy lézer energia hasznalata mellett talaltak szignifikansan nagyobb
TUNEL pozitivitast a 1ézerrel eltavolitott mintakban a manualis modszerrel kivett mintakhoz
képest. Ugyanakkor 7 nJ energia hasznélata mellett hasonlo, 10 nJ-nal enyhén kisebb mértékii
TUNEL pozitivitast figyeltek meg a 1ézer assszisztalt mtét utan, mint manualis capsulotomia
utan (Toto és mitsai., 2015, 2. 4abra), amely eredmények Osszhangban vannak az altalunk
megfigyeltekkel.

Annak ellenére, hogy a 1ézer okozta karosodas energiafliggd, még az alacsony lézer
energia hasznalata soran is megjelenik bizonyos szintii apoptdzis (Pisciotta és mtsai., 2018).
Ugyanakkor, figyelembe kell venniink, hogy Pisciotta és mtsai. (2018) Ziemer LDV Z8
femtoszekundumos 1ézer platformot hasznaltak, amely magas frekvencian, és alacsony energia
mellett biztosit lehetéséget a mitéti 1épések elvégzéséhez. Mas femtoszekundumos
Iézerkésziilékekkel ellentétben, ez a platform kis 1ézergdcokat képez, kevés gaz buborék
megjelenése mellett (Pajic és mtsai., 2017).

Femtoszekundumos 1ézerasszisztalt szaruhartya mitéteknél is kimutathaté a sejtek
karosodéasa (Liu és mtsai., 2014; Heinzelmann és mtsai., 2013). A sejthalal kialakuldasanak
gyakorisaga itt is a femtoszekundumos 1ézer energijaval allt aranyban (Medeiros és mtsai.,
2009). Ez azzal magyarazhat6, hogy a femtoszekundumos 1ézerasszisztalt vagas fotodiszrupcio

altal valosul meg, igy a vagasi felszin kornyezetében elhelyezkedd sejtek karosodasa
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clkeriilhetetlen. Ezzel Gsszhangban, Riau és mtsai., a femtoszekundumos 1ézerasszisztalt
szaruhartya lebeny képzésénél, a szaruhartya vagasi sz€élén és a kialakitott lebeny szélén talaltak
apoptotikus sejteket (Riau €és mtsai.,, 2011). Hasonldéan, penetralé keratoplasztika esetén,
femtoszekundumos 1ézerasszisztalt trepanalas vagasi felszine mentén jelentek meg az
apoptotikus sejtek, mig a manualisan kialakitott trepanalas esetén apoptotikus jelek nemcsak a
vagasi felszin mentén, hanem a tavolabbi teriileteken is lathatdak voltak (Angunawela €s mtsai.,
2012). Az eliils6 lecsetok manualis és femtoszekundumos 1ézer segitségével végzett eltavolitasa
utan mi is Angunawela és mtsai. (2012) megfigyeléséhez hasonlo jelenséget észleltiink.
Nevezetesen, nagyobb aranyban taldltunk apoptotikus, illetve a kdrosodas miatt citoszkeletalis
elvaltozas jeleit mutatd sejteket a manualis moédon kimetszett mintdk vagasi felszinétol
tavolabbi teriileteken, mint femtoszekundumos 1ézerasszisztalt capsulotomia esetén.

A femtoszekundumos Iézer hasznalata, és az apoptotikus folyamatok megjelenésének
értelmezésében, nemcsak a femtoszekundumos 1ézer tipusa, a felhasznalt lézer energidja
szamit, hanem a mitéti beavatkozas utan eltelt idot is szem elott kell tartanunk. Kisérleti
allatokon végzett kiilonb6z6 tipusti femtoszekundumos 1ézerasszisztalt szaruhartya mitétek
esetén a korai posztoperativ id6szakban (4 és 24 6ra) nagyobb mértékii sejthalal detektalhato,
mint késdbb (Dong és mtsai., 2014; Angunawela és mtsai., 2012; Netto és mtsai., 2007). Mas
szerzOk szerint, még a posztoperativ elsé két napban is nagyobb mértékben figyelheté meg az
apoptozis, mint a késébbi idoszakban (Santhiago és mtsai., 2012). Ugyanakkor, a késébbi
posztoperativ id6szakban a femtoszekundumos lézerasszisztalt és a manualisan elvégzett
miitétek utan nincs jelentds kiilonbség az apoptotikus sejtek mennyisége kozott (Santhiago és
mtsai., 2012; Riau és mtsai., 2013; Angunawela és mtsai., 2012).

Az apoptotikus folyamatok kialakulasaval kapcsolatban Liu és mtsai. (2018) ramutattak
arra, hogy az idegentest reakcio is fontos tényez6. Munkajuk soran Osszehasonlitottdk a
szintetikus anyagbol eléallitott- és a biologiai szaruhartya betét (inlay) femtoszekundumos
1ézerasszisztalt betiltetését. Eredményeik szerint tobb TUNEL pozitiv sejt volt detektalhato a
szintetikus anyagbol eldallitott szaruhartya betét beiiltetésekor. Azaz nem egyedil a
femtoszekundumos 1ézer hasznalatdval magyarazhatd az apoptotikus sejtek megjelenése,
hanem a szintetikus anyag altal kivaltott szoveti reakcio kialakulasaval is (Liu és mtsai., 2018).

Ismert, hogy a posztoperativ hatsé tok fibrosis kialakulasa rutin sziirkehalyog-miitét
utan egyrészt az idegentest reakcidval is magyarazhatd (Raj és mtsai., 2007). A
femtoszekundumos asszisztalt sziirkehalyog-miitét a femtofragmentacié utan megegyezik a
rutin, manualis beavatkozassal. Emiatt, a manualis mitétnél megfigyelheté idegentest

reakciohoz hasonlé megjelenhet a femtoszekundumos lézerasszisztalt sziirkehalyog-miitét
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soran is a beiiltetett miilencse, a hatso lencsetok, €s az eliilsé lencsetok rezidualis epithelsejtjei
kozott. Verdina és mtsai. (2020)18 honapos utankdvetés alapjan ugy talaltak, hogy a
femtoszekundumos 1ézerasszisztalt eliilsé capsulotomias nyilds, alacsonyabb lézer energia
hasznalatdval szabalyosabb lesz, ez altal jobban korbeveszi a miilencsét, és kisebb mértéka
posztoperativ hatso tok fibrosis kialakulasat eredményezi. Tanulmanyukban mind a manualis,
mind a femtoszkundum 1ézerasszisztalt capsulotomia kialakitas utan ugyanazt az intraocularis
miilencsét implantaltak. Ennek eredményeként statisztikailag szignifikansan nagyobb aranyban
jelent meg a posztoperativ hatsé tok fibrosis manualis capsulotomia képzés utan, mint

femtoszekundumos 1ézerasszisztalt capsulotomia esetén (Verdina és mtsai., 2020).

Osszegezve, a femtoszekundumos Iézerasszisztalt szemészeti miitétek teriiletén
megjelend kutatdsok eddigi eredményei alapjan az apoptotikus folyamatok megjelenését a
femtoszekundumos 1ézer tipusa, a miitét soran hasznalt 1ézer energia, a miitéti beavatkozas utan
eltelt idd, és ahol az relevans, az idegentest reakcio befolyasolta. Emellett nem hanyagolhatok
el, kiilonosen sziirkehalyog-miitét esetén a betegek eltéré anamnesztikus adatai, jaruldkos
betegségei, rendszeresen szedett gyogyszerei, melyek sok esetben befolyasolhatjdk a miitétek
kimenetelét, és a miitét soran létrejott sejtkarosodas mértékét. Vizsgalataink eredményei,
miszerint bar nem szignifikdnsan, de nagyobb mértekii apoptozist, €s a citoszkeletalis rendszer
szintjén megfigyelhetd epithelsejt sériilést okoz a manualis capsulotomia mint a 1ézer assziszalt
bemetszés, arra utalnak, hogy manudlis eltavolitas esetén a miitét jellegébdl és technikai
megvalosithatosagabol fakadoan a sejtek nagyobb mértéki, a szovet huzasabol, vongalasabol
eredd6 mechanikai stressznek vannak kitéve, mint lézerasszisztalt capsulotomia esetén.
Ugyanakkor a betegcsoportok heterogenitasa, a manualisan végrehajtott mitéteket végzo
orvosok gyakorlatanak, és gyakorlottsdganak heterogenitasa olyan faktorok, melyek jelentdsen
befolyasolhatjak az eltavolitott eliils6 lecsentokban az epithelsejtek karosodasat. Ezek a
faktorok nemcsak sajat munkank, hanem mas szerz6k munkéja esetén is relevansak, €s az eltérd
lézerenergia alkalmazasa mellett ezek a faktorok is megnehezitik jelen témakorben leirtak
teljeskortiosszehasonlithatosdgat. Mindezek arra utalnak, hogy tovabbi vizsgéalatokra van
sziikség annak érdekében, hogy standardizalt koriilmények kozott végzett miitéti
beavatkozéasokat kdvetden minden kétséget kizaréan megallapithatd legyen a manudlis ¢€s

1ézerasszisztalt capsulotomia okozta szoveti sériilés mértéke.
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UJ EREDMENYEK OSSZEFOGLALASA

Kimutattuk, hogy a sziirkehalyog-miitét soran eltavolitott eliilsé lencsetokban tobb
epithelsejt esetében figyelhetd meg degeneracié az eliils6 capsulotomias nyildas manualis
képzése esetén, mint 1ézerasszisztalt capsulotomia utan, annak ellenére, hogy a kiilonbség nem
volt szignifikans. A manualis capsulotomia soran az epithelsejtek nagyobb aranyaban
detektaltunk apoptotikus folyamatokra jellemz6 sejtmorfologiat és proapoptotikus molekulak
expressziojat.

Megfigyeltiikk, hogy a manualisan elvégzett capsulotomia soran fellépd mechanikai
sterssz jelentOs hatast fejtett ki a lencsetok epithelsejtek citoszkeletonjara. Kimutattuk, hogy a
femtoszekundumos 1ézerrel végzett capsulotomia utan az epithelsejtek citoplazmajaban
megfigyelhetd aktin citoszkeleton a normal aktin citszekeltonhoz hasonlitott, szemben a
manudlisan elvégzett miitétbdl szarmazdé mintakkal, ahol a sejteken beliil aktin szigeteket, a
sejtek kozott pedig résképzosdést lattunk. Feltételezziik, hogy mindezek a fenti eltérések a
manualis miitét soran alkalmazott az eliilsé lencsetok feszitése €s nyujtasa miatt alakultak ki.

Eredményeink egyértelmiien arra utalnak, hogy bar mindkét modszer tokéletesen
alkalmas a sziirkehalyog-miitét soran alkalmazott capsulotomia elvégzésére, a
femtoszekundumos 1ézerrel végzett bemetszés kisebb mechanikai stresszt jelent a sejtek

szamara.
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Abstract

e AIM: To study molecular and morphological changes
in lens epithelial cells following femtosecond laser-
assisted and manually performed continuous curvilinear
capsulotomy (CCC) in order to get information about these
methods regarding their potential role in the induction of
development of secondary cataract.

e METHODS: Anterior lens capsules (ALC) were removed
from 40 patients with age-related cataract by manual CCC
and by femtosecond laser-assisted capsulotomy (FLAC).
Samples removed by manual CCC were assorted in
group 1, FLAC samples were classified in group 2.
Morphology of lens epithelial cells was examined with
light and electron microscopes. Following capsulotomy,
expressions of p53, Bcl-2 and cyclin D1 genes were
analyzed with reverse transcriptase polymerase chain
reaction. Immunohistochemistry was used to detect the
pro-apoptotic p53 in the epithelial cells.

e RESULTS: Light and electron microscopic examination
showed that ALC of group 1 contained more degenerating
cells following manual CCC than after FLAC. The
expression level of p53 was higher after manual than
laser-assisted surgery. Inmunocytochemistry indicated
significantly higher number of cells containing p53 protein
in the manual CCC group than following FLAC. Bcl-2
and cyclin D1 gene expression levels were slightly lower
following manual CCC than after FLAC, but the difference
was not significant.
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e CONCLUSION: Manually removed ALC shows slightly,
but not significantly larger damage due to the mechanical
stretching and pulling of the capsule than those removed
using FLAC.

o KEYWORDS: capsulotomy; capsulorhexis; femtosecond
laser; immunhistology; ultrastructure; gene expression
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INTRODUCTION

ataract is a common, multifactorial, age-related pathology
C with a high incidence among elderly people. Since the
development of phacoemulsification, cataract surgery has
undergone major improvements. From 2009, laser-assisted
anterior capsulotomy with femtosecond laser system is also
used. Initially from 2001, this technology dramatically changed
the refractive surgery and it was widely used in the laser in

21 Today, the goal of cataract surgery is

situ keratomileusis
to achieve near emmetropia. Femtosecond laser technology
can deliver remarkable gains in reproducibility, centration,

¢l Regarding the incidence of

and safety in cataract surgery'
posterior capsule opacification which is the most common
postoperative complication following capsulotomy, results of
different studies are contradictory. Investigations showed that
laser-assisted surgery is not significantly better than manual
capsulotomy, while others warn that femtosecond laser could
increase the risk of this novel postoperative complication” """,
Secondary cataract develops by the migration and proliferation
of residual lens epithelial cells after extracapsular cataract
extraction. These residual lens epithelial cells become
immature cells, and in addition to their proliferating ability,
they undergo a large increase in cell volume. In the absence
of normal lens architecture, these enlarged cells can take on a
globular shape. The presence of crystallin-rich Elschnig pearls
at the rear of the lens capsule interferes with vision due to light
scattering'”.

A number of clinical studies focus on the cut surface, on the

intraocular lens decentration parameters, or on the continuous
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Table 1 Summary of the numbers of anterior lens capsule and the methods used in this study

Methods

No. of laser assisted samples

No. of manual performed samples

Immunhisto-chemistry (whole mount)
RT-PCR
Light microscopy

Electron microscopy

n=6 n=4
n=5 n=5
n=7 n=8
n=1 n=4

RT-PCR: Reverse transcription polymerase chain reaction.

curvilinear capsulorhexis (CCC) parameters that effect
intraocular lens centration when manual or laser assisted
methods are compared'”"”. Little is known about the changes
of the lens epithelial cells following capsulotomy using the two
different methods. According to Mayer et al''”, epithelial cells
on the cutting surface of the removed anterior lens capsule
(ALC) are affected differently when femtosecond laser-assisted
capsulotomy (FLAC) and manual capsulotomy (manual CCC)
were performed. Detection of apoptotic epithelial cells at the
cut surface of the capsule with the TUNEL method indicated
that more cells have undergone apoptosis using FLAC when
compared to manual CCC"®.

In addition to the cells on the cut edge of the removed ALC,
cells locating medially of the cutting may also be affected by
the surgery. The deleterious effect of the mechanical damage
on epithelial cells due to surgery, and its consequence on the
increased cell proliferation rate was also observed in other
organs''”.

It is plausible that the mechanical damage caused by the
removal of the ALC may induce the formation of secondary
cataract through the dedifferentiation and increased
proliferation rate of the residual epithelial cells. We hypothesize
that the damage caused by FLAC and manual CCC can be
different. However, the effect of these surgical methods on
residual epithelial cells cannot be directly examined in human.
Alternatively, study of the epithelial cells of the removed ALC
is a useful method to get information about the changes that
occur in the residual epithelial cells. Therefore, in this work
light microscopic and ultrastructural morphological alterations
were detected in the epithelial cells of the removed ALC. In
addition, expression of genes coding proteins related to cell
proliferation (cyclin D1) and apoptosis, such as pro-apoptotic
p53 and anti-apoptotic Bcl-2 were studied.

SUBJECTS AND METHODS

Patients Samples of ALC (n=40) were taken during routine
manual CCC and FLAC (VICTUS" Femtosecond Laser,
Bausch+Lomb’s, USA) with the following parameters: energy,
7.2 wl; spot spacing, 6 um; path spacing, 4 pm; time, 400-
550 femtoseconds. In all cases we obtained written consent
of the patients for further examination of the lens capsule.
Investigations were carried out according to procedures
approved by the Institutional Ethics Committee (University of
Pécs 5426, Hungary). Manually removed ALC were assorted

in group 1 (n=21), while FLAC samples were classified in
group 2 (n=19). Our inclusion criteria were the following: all
patients with cataract, independent of gender and age. Table 1
summarizes the number of ALC and the methods used in this
study.

Examination of Morphology

Immunohistochemistry After removal, ALC were immersed
in fixative containing 4% paraformaldehyde. Expression
of p53 was detected on whole mount preparation with
immunohistochemistry using primary antibody against
p53 protein (rabbit polyclonal antibody, 1:50, Santa Cruz
Biotechnology, USA), while the secondary antibody was
fluorophore-conjugated (Alexa Fluor® 488, 1:100, Life
Technologies, Budapest, Hungary). Nuclear staining was
performed with 4°,6-diamidino-2-phenylindole (DAPI;
1:1000, Sigma, Budapest, Hungary), and tissues were cover-
slipped with Fluoromount-G (Southern Biotech, USA). For
control experiments, primary antibody was omitted, and
cross-reactivity of the non-corresponding secondary antibody
with the primary was also checked. Photographs were taken
digitally with a Fluoview FV-1000 Laser Confocal Scanning
Microscope (Olympus, Japan).

Transmission electron microscopy The lens capsules were
fixed in a buffered solution (phosphate buffer 0.1 mol/L,
pH=7.4) of 2% formaldehyde and 2.5% glutaraldehyde for 24h
at 4°C. Specimens were post-fixed with 1% osmium tetroxide
diluted in phosphate buffer for 30min at room temperature.
Following dehydration with ethyl-alcohol, samples were
washed and placed in propylene oxide and then embedded
in Durcupan resin (Sigma, Budapest, Hungary). Semithin
sections were stained with toluidine-blue and examined with
light microscope. Ultrathin sections were placed on mesh
grids, and contrasted using solutions of lead-citrate and uranyl-
acetate and examined in a JEOL JEM 1200EX transmission
electron microscope (TEM). Photographs were taken digitally
with the iTEM software (Olympus, Japan).

Gene Expression Analyses Using Real-time Reverse
Transcriptase Polymerase Chain Reaction After removal,
ALC were immersed into SAGM™ cell culture medium
(Lonza, Basel, Switzerland) that contains all the ingredients
that are necessary for the survival of human epithelial cells.
From ALC total mRNA was isolated using NucleoSpin
RNA Kit (Macherey-Nagel) within 24h following removal.
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Table 2 The primers used in reverse transcription polymerase chain reaction

Target gene Primer name Sequence Product length
ACTB B-actin2-F GCGCGGCTACAGCTTCA 56
B-actin2-R CTTAATGTCACGCACGATTTCC 56
CCND1 CyclinD1-F AACTACCTGGACCGCTTCCT 204
CyclinD1-R CCACTTGAGCTTGTTCACCA 204
Human IL8 IL8-F CAGTTTTGCCAAGGAGTGCTA 208
IL8-R AACTTCTCCACAACCCTCTGC 208
Human IL6 IL6-F AGGGCTCTTCGGCAAATGTA 62
IL6-R GAAGGAATGCCCATTAACAACAA 62
Human Bcl-2 Bcl-2-F CATCTCATGCCAAGGGGGAA 72
Bcl-2-R ATTCTTGGACGAGGGGGTGT 72
Human p53 p53-F CGCTTCGAGATGTTCCGAGA 102
p53-R CTTCAGGTGGCTGGAGTGAG 102

p53: p53 tumor suppressor protein; ACTB: Human beta-actin protein coding gene; CCND1: Human cyclin D1 protein
coding gene; IL: Interleukin; Bcl-2: Human Bcl-2 apoptosis regulator protein.

cDNA was synthesized using High Capacity cDNA
Kit (Life Technologies, Budapest, Hungary). Reverse
transcription polymerase chain reaction (RT-PCR) was
performed using a StepOnePlus' and Real Time PCR
System (Life Technologies, Budapest, Hungary) to quantify
the PCR product once per cycle. Reaction consisted of 1 ul
of each primer (in a final concentration of 500-500 nmol/L),
10 pL 2x SensiFAST SYBR Hi-ROX master mix (Bioline
Reagents Ltd., USA) in a 20 pL final volume. The following
pairs of primers were used: p53, Bcl-2, cyclin D1 (Table 2).
Relative product quantities were determined using StepOne
Software and the Livak analysis method. B-actin was used as
endogenous control.

Quantification of Data and Statistical Analysis Expression
of the genes were measured using RT-PCR analysis in both
group and relative expression were compared to -actin.
Quantification and melting curve analysis were performed
using StepOnePlus™ and Real Time PCR quantification
software 4.1.

Degenerating cell number was determined on toluidine-
blue-stained semithin sections in both groups, using light
microscope (40xmagnification). All the cells and those
with degenerating morphology along the removed ALC
were counted and the percentage of cells with degenerating
morphology was determined.

DAPI stained and the p53-immunoreactive cells were
counted separately on the entire thickness of the whole mount
preparation in both groups (ten pictures were taken from
every sample). The percentage of anterior lens epithelial cells
expressing pS3 protein was determined. Data were presented
as meanztstandard error of measurement (SEM), and statistical
significance was set using Student #-test analysis.

RESULTS

Examination of toluidine blue-stained sections of the ALC
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using light microscopy clearly showed two types of cells in
both groups. One of these was a cell with normal, light staining
of the nucleus and cytoplasm (Figure 1A, 1C). These cells
were normal appearing cuboidal epithelial cells with round
nuclei, and we could see apparently well-preserved junctions
between the neighboring cells and between the cells and the
capsule (Figure 1C). The other cell type was characterized by
a darker staining in both the nucleus and the cytoplasm (Figure
1D, 1E). In many cases, loss of the cuboidal shape of lens
epithelial cells and the shrinkage of the cytoplasm were seen
(Figure 1B). In addition, detachment of the lens epithelial cells
from the capsule was observed (arrow on Figure 1E). Shrunken
dark cells frequently contained vacuoles in their cytoplasm
(Figure 1D), indicating the presence of swollen intracellular
organelles. These morphological characteristics indicate severe
cell damage. ALC removed by manual CCC and with FLAC
contained epithelial cells with both normal and damaged
morphology indicating that both methods induce certain level
of cell damage. Apparently, more damaged (darker, shrunken)
cells were seen in the ALC removed by manual CCC than after
FLAC.

In order to get more accurate information about the morphological
differences caused by manual CCC and FLAC, we performed
TEM. In the manually removed ALC, severe morphological
alterations of the nuclei were observed. In contrast to the
round nuclei of the control ALC that mostly could be observed
in group 2 (Figure 2A), the shape of the nuclei in group 1
were irregular due to shrinkage, while the nuclear membrane
remained intact (Figure 2B). Regarding the cytoplasm,
difference could be seen between the cells of groups 1 and 2. In
group 2, most of the cells contained well-preserved organelles
in the relatively light cytoplasm (Figure 2A, 2C, 2E), while
in group 1, electron dense cytoplasm contained shrunken
organelles (Figure 2B, 2D). Due to the shrinkage of the cells,
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Figure 1 Light microscopic photos (toluidine blue staining) showing morphological alterations on semithin sections due to manual CCC

(B, D, E) and FLAC (A, C) Cuboidal epithelial cells with round nuclei and light cytoplasm (arrows in A and C) were present in large numbers

after FLAC; Following manual CCC, many cells showed degenerative signs (B-E), they became flat and darker (arrow in B) with empty spaces

(arrowhead) and cytoplasmic vacuoles (open arrows) could be seen. Scale bar: 30 pm (A), 10 um (C) and 15 um (B, D, E).

P N Y R ¢ - e ool I o -y
Figure 2 Electron micrographs of epithelial cells after FLAC
(A, C, E) and manual CCC (B, D, F) A: Light cytoplasm of a cell
with a round nucleus (arrow); B: Shrunken nucleus (arrow) with an
irregular but apparently intact nuclear envelop; C, D: Basal surface
of the epithelial cells are attached to the capsule (arrow); E, F:
Overlapping cytoplasmic processes of the apical surfaces of the cells
form junctions (arrow in E). Arrow (D) points to a gap between the
two cells formed after manual CCC. Scale bar: 1000 nm (A, B, D)
and 250 nm (C, E, F).

that is frequently observed in group 1, disruption of cell-
cell and cell-extracellular matrix junctions was observed. In
contrast to the well-preserved, control-like junctions between
epithelial cells of group 2 (Figure 2E), separation of cells by

large gaps between them could be seen in group 1 (Figure 2F).
Even the apparently preserved junctions on the apical part
of the cells by overlapping processes revealed abnormality.
Many junctions were formed by processes of cells with dark
cytoplasm, indicating that the junction is formed by damaged
cells.

Quantification of the rate of cells with degenerative profiles
was performed on the whole ALC on semithin sections. We
have found that in the manual CCC specimens 85.39% of the
cells presented degenerative signs, in the FLAC only 77.82%,
however, the difference between the two groups was not
statistically significant. Based on the detected morphological
changes, we assumed that apoptosis is responsible for observed
cell degeneration of ALC. Therefore, we performed the RT-
PCR to determine the level of expression of genes playing
a role in apoptotic cell death, cell proliferation and survival.
Slightly lower expression of cyclin D1 was detected following
manual CCC compared to FLAC but the difference was
not significant. Anti-apoptotic Bcl-2 expression levels were
reduced in the manual CCC group compared to FLAC. In
harmony with this, we have found an increased level of pro-
apoptotic p53 mRNA in the manual CCC specimens compared
to those removed using FLAC (Figure 3), although the difference
was not statistically significant.

Therefore, we performed immunohistochemistry on whole
mount preparation to detect p53 protein. In both groups
we detected intense staining of the epithelial cells in the
peripheral area of the ALC (Figure 4A, 4B), which gradually
became weaker towards the central area. Following manual
CCC, 48.5% of the cells showed immunoreactivity to p53. In
contrast, in case of FLAC, p53 reactivity was present only in
31.42% of the cells, and the difference between the two groups
was significant (P=0.019).

DISCUSSION

The goal of our study is to compare morphological and
molecular changes induced during manual CCC and FLAC in
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Relative mMRNA expression levels
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p53 Bcl-2 Cyclin-D1
Figure 3 mRNA expression levels of various genes related to
apoptosis and cell survival detected with qRT-PCR mRNA of p53,
Bcl-2 and cyclin D1 genes in epithelial cells of ALC in manual CCC
compared to that of cells after FLAC. The horizontal lines indicate the
expression levels of genes following FLAC.
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Figure 4 Photomicrographs showing p53 detected in epithelial
cells using immunohistochemistry following manual CCC (A) and
FLAC (B). Quantification of data on preparations shows that p53
positive cell number was higher following manual CCC than after
FLAC (C) Scale bar: 50 pm; “Statistically significant.
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order to obtain information about the potential effect of these
methods in the formation of posterior capsule opacification.
In addition to the light and electron microscopic signs of ALC
cells’ damage, we measured the expression level of the several
genes playing a role in cell death and survival.

Morphological examination and quantification of cells with
degenerating morphology revealed that manual CCC induces
stronger cell damage than FLAC. The majority of cells with
the signs of degeneration clearly showed the morphological
features of apoptosis, such as the shrinkage and darker staining
of the cytoplasm and the nucleus. These light and electron
microscopic notions were in harmony with our molecular
biological results and the p53 immunohistochemistry.
Although the results’ differences were not significant, the
expression of the pro-apoptotic p53 gene expression was
higher in manual CCC samples than in FLAC. The higher
expression of p53 gene was accompanied by a higher level
of p53 protein in the ALC epithelial cells after manual CCC
than compared to that after FLAC. The p53 expression was
detected in the cytoplasm and not in the nuclei of the epithelial
cells, which indicates the synthesis (translation) of the p53
transcription factor and not yet it’s binding to the DNA.
However, we cannot exclude that a low amount of p53 protein
was already present in the nucleus bound to the relevant
enhancers. Previous studies have shown that epithelial cells
became TUNEL positive after cataract surgery, indicating
apoptosis'®'**". Two of these studies have shown lower
number of apoptotic cells after manual CCC than after FLAC,
and their goal was to present that cell damage depends on the
energy used for the FLAC"**". Their results are apparently in
contradiction with to our present observations. The explanation
for this can be that being a transcription factor, p53 can induce
several processes, not only apoptosis. Depending on the
damage, it can stop the cell cycle or can stimulate DNA repair,
and, finally, when it is not avoidable, it induces apoptosis.
We can suppose that the epithelial cells of our samples were
mildly affected in both groups, and this mild damage does
not induce immediate apoptosis, only arrest of the cells in
G1 phase of the cell cycle, or DNA repair. Since we could
observe only the elevated p53 mRNA and the presence of p53
protein product in the cytoplasm most probably during its
synthesis, the exact role of p53 in our samples, e.g. whether it
induces apoptosis or repair, is not clear. Expression of another
apoptosis-related gene, the anti-apoptotic Bcl-2 did not differ
significantly between the two groups, although it was slightly
higher following FLAC than after the manual method. Since
Bcl-2 protein is downstream to p53 in the apoptotic pathway,
it is plausible that the major function of p53 in ALC is not
the induction of apoptosis but the arrest of the cell-cycle. In
harmony with this, the cell proliferation marker cyclin D1
expression was slightly lower in manual CCC than in FLAC.
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In addition, the time-window needed for the removal of the
ALC plus the time that lasts until mRNA is isolated from
the cells may be too short for the whole apoptotic process.
However, the transcription and translation of p53 can
occur. According to a study performed in rat lenses, thirty
minutes after the injury the mRNAs and proteins of another
transcription factor-prototypical early response gene products-
were already expressed”. In harmony with our results, it
indicates a very fast and robust change in the gene expression
of ALC following capsulotomy.

In this study we detected morphological and gene expression
profile changes of epithelial cells of the removed anterior
capsule using two different methods for the removal, manual
CCC and FLAC. We propose that similar alterations may
occur during and after the surgery in the residual lens
epithelial cells and the damage caused by capsule removal
may induce those pathways that can trigger the epithelial-
mesenchymal transformation (EMT) of residual capsular
epithelial cells that eventually results in fibrosis and posterior
capsule opacification™. Several studies indicated the central
role of transforming growth factor-beta (TGF-f) signaling
in EMT of lens epithelial cells and in the formation of
posterior capsular opacification”*”. In addition, TGF-B is a
key molecule in mechanotransduction, by which mechanical
effects induce adaptive internal cellular changes in epithelial
cells™. This means that mechanical effects that was induced
either by manual CCC or FLAC activate TGF-f3, and thereby
induce intracellular transduction pathways that participate in
pathological reactions such as EMT. We have to emphasize
that morphological and molecular changes of the posterior
capsule cannot be examined in human following cataract
surgery. However, it is possible to examine the changes of
the anterior capsule epithelial cells following the removal of
the capsule, and information of the possible changes in the
posterior capsule can be deduced from the changes that were
found in the removed anterior capsular cells. While previous
studies examined only the cutting rim of the removed anterior

15-16,29
capsule' !

, we used whole mount preparation that allowed
us to examine, in addition to the cutting rim, the changes
of those cells that are several millimeters far from the cut.
With both light and electron microscope, as well as with p53
immunocytochemistry, we could detect morphological changes
and alteration of protein expression in the epithelial cells
that locate overall including the central area of the removed
anterior capsule. We can propose that if we can see changes
in cells that locate several millimeters far from the cutting rim
in the removed capsule, similar remote changes can be found
in those cells that remain in the lens close to its equator. We
observed stronger changes in the anterior lens epithelial cells
following manual CCC, most probably because of the pulling
and stretching of the anterior capsule. Among these changes

disruption of cell-extracellular matrix (e.g. cell-capsule)
junctions was frequently seen following manual CCC that
can trigger TGF-f signaling and result in EMT of the residual
epithelial cells™”. This indicates that the stronger deleterious
effect of manual CCC may result in a slightly higher level
of posterior capsule opacification in harmony with results of
clinical observations'”.

Since we detected the immediate effect of FLAC or manual
CCC, the exact role and the extent of contribution of the
detected molecular and morphological changes in acquiring
the proliferative capacity of residual epithelial cells and the
formation of posterior capsular opacification need further
studies. We have to emphasize that the difference in the
expression of genes related to apoptosis, cell survival and
proliferation were for the most part insignificant following
manual CCC and FLAC, therefore both methods appear to
be fully suitable for the removal of the ALC in age-related
cataract.
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Abstract

e AIM: To study the effect of mechanical stress on the
cytoskeleton in lens epithelial cells following conventional
phacoemulsification surgery (CPS) and femtosecond laser-
assisted cataract surgery (FLACS).

e METHODS: The cytoskeleton of the epithelial cells
of the anterior lens capsules (ALC) removed by CPS and
FLACS was examined by immunohistochemistry. Expression
of the intermediate filament, glial fibrillary acidic protein
(GFAP), and glutamine synthetase (GS) immunoreactivity
were detected. In order to map the actin network of cells,
fluorescently labeled phalloidin was used. The samples
were examined using confocal laser scanning microscopy.

e RESULTS: GFAP expression was visible in a larger
number of the epithelial cells after CPS compared to FLACS.
In CPS sample’s epithelial cells, GFAP immunoreactivity
indicated robust morphological change. Regarding the actin
filaments, the presence of tubular elements connecting

epithelial cells, regular actin pattern and marked cortical
network after CPS were found. Following FLACS, the actin
cytoskeleton of the epithelial cells remained densely
structured, and the tubular elements were undetectable,
however, the above-mentioned regular actin pattern and the
marked cortical network were visible.

o CONCLUSION: The conventional removal of the ALC
induces more robust changes of the cytoskeleton of the
lens epithelial cells.

e KEYWORDS: lens epithelial cell; cytoskeleton;
capsulotomy; glial fibrillary acidic protein; actin
DOI:10.18240/ijo.2020.06.11
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INTRODUCTION

ataract surgery underwent rapid and significant
C development in the past decades!. In addition to the
conventional phacoemulsification surgery (CPS), the use of
femtosecond laser-assisted cataract surgery (FLACS) gained
acceptance and has become widespread. Based on previous
studies, FLACS has several advantages over conventional
surgical techniques, including the more accurate capsulorhexis,
the reduced phacoemulsification time and the rapid visual
recovery of the patients””. Moreover, FLACS may reduce
the corneal endothelial cell damage and the postoperative
thickening of the cornea™. However in contrast to the above-
mentioned advantages, a constant debate exists on the benefit
of FLACS™.
It is well known that every surgical intervention induces certain
changes at cellular level. Following mechanical stress, various
molecular pathways are activated, and consequently, changes

are induced in the cells including alteration of structure of the
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cytoskeleton. According to the study of Mayer et al””, apoptotic
cell death is induced in both CPS and FLACS. According to
our previous results, the rate of anterior lens capsules (ALC)
epithelial cells’ degeneration is higher following CPS than
after FLACS"". Compared to CPS, FLACS induced lower
rate of cell death, and lower expression of the pro-apoptotic
p53 gene. In contrast, anti-apoptotic bcl-2 gene expression
level is increased after the FLACS. Studies indicate correlation
between the expression of proteins important in the epithelial
cell death and survival, and the changes of actin pattern''" "\
According to Weber and Menko!"

actin network results in decreased anti-apoptotic Bcl-2 protein

] the changes of cortical

level. These results are in harmony with that of Zhang!'”, who
has shown that alterations of actin cytoskeleton are associated
with pro-apoptotic transcription factor pS3 protein level. Thus,
we can hypothesize that CPS and FLACS induce different
cytoskeletal changes. In this study, we compared the effect of
the two surgical methods used for the removal of ALC (CPS
and FLACS) on the epithelial cells. Our main focus was to
reveal cytoskeletal changes due to mechanical stress induced
by capsulotomy. In the epithelial cells of the removed ALC, we
examined the actin pattern and the intermediate filament glial
fibrillary acidic protein (GFAP), which is characteristically
expressed in the immature epithelial cells'”. It is well known,
that due to deleterious effects (mechanical damage, injury, efc.),
proteins which characteristically appear in the cells throughout
embryonic development show an increased expression level

U411 In astrocytes as well

in various organs including the eye
as in retinal Miiller glia, GFAP is colocalized with glutamine
synthetase (GS). In the epithelial cells of the lens, a GS-like
protein, lengsin is present that can be detected with antibodies
against GS, although, lengsin has no enzymatic activity
characteristic to GS"*'". While lengsin is highly expressed
in normal lens epithelial cells, expression is decreased in age-
related cataract!'®'®. In order to get information about lengsin
expression, antibodies against GS were used. We show that
the different surgical techniques affect lens epithelial cells
differently. The goal of this study is to examine the cytoskeletal
changes in the epithelial cells of the ALC due to capsulotomy.
SUBJECTS AND METHODS

Ethical Approval Investigations were carried out according
to procedures approved by the Institutional Ethics Committee
(University of Pécs 7624, Hungary). In all cases, we obtained
written consent of the patients for further examination of the
lens capsule.

Subjects Samples of ALC were taken during CPS (n=32)
and FLACS (n=18; VICTUS" Femtosecond Laser, Bausch+
Lomb’s, USA) with the following parameters: energy, 7.2 pJ;
spot spacing, 6 um; path spacing, 4 pm; time, 400-550fs.
CPS removed ALC were assorted in group 1, while FLACS
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samples were classified in group 2. Our inclusion criteria were
the following: all patients with cataract, independent of gender
and age.

Light Microscopy and Immunohistochemistry For routine
light microscopy, ALC (n=8 with laser-assisted, n=17 with
manual removal) were fixed in a buffered solution (phosphate
buffer 0.1 mol/L, pH=7.4) of 2% formaldehyde and 2.5%
glutaraldehyde for 24h at 4°C. Specimens were post-fixed with
1% osmium tetroxide diluted in phosphate buffer for 30 min at
room temperature. Following dehydration with ethyl-alcohol,
samples were washed and placed in propylene oxide and then
embedded in Durcupan resin (Sigma, Budapest, Hungary).
Semithin sections or whole mount preparations were stained
with toluidine-blue and studied with Olympus BX50 light
microscopy.

Extracted tissue samples (n=5 ALC in each group) were
immediately fixed in 4% paraformaldehyde (PFA; Sigma,
Budapest, Hungary) diluted in phosphate buffered saline (PBS,
0.1 mol/L, pH 7.4) for two hours at room temperature. The
fixed samples were washed in PBS and Triton-X (1:1000,
Sigma, Budapest, Hungary), and incubated in 10% normal
goat serum (NGS; Vector Laboratories, Burlingame, CA) for
one hour at room temperature. Anti-GFAP (rabbit polyclonal
antibody, 1:1000, Sigma, Budapest, Hungary) and anti-
GS antibodies (GS; mouse monoclonal antibody, 1:1000,
Transduction Laboratories, USA) diluted in PBS were
applied to the samples and incubated for 72h at 4°C. The
bound antibodies were visualized following incubation with
Alexa Fluor” 568-conjugated anti-rabbit and Alexa Fluor”
488-conjugated anti-mouse (1:1000, Life Technologies,
Budapest, Hungary) fluorescent secondary antibodies,
respectively, for 24h. Finally, nuclear labeling was performed
using 4’,6-diamidino-2-phenylindol (DAPI, 1:10 000, Sigma,
Budapest, Hungary) and preparations were coverslipped using
fluoromount-G (Southern Biotech, USA).

In addition, GFAP immunoreaction was also examined with
another, anti-human GFAP antibody (mouse monoclonal
antibody, 1:750, DAKO, Glostrup, Denmark) on whole-
mount preparations of ALC (n=5). Following binding of the
primary antibody overnight at room temperature, anti-mouse
biotinylated secondary antibody (1:100), then the avidin-
biotin peroxidase detection system (Vector, Bulingame,
CA) were used for 2h each. Binding sites were visualized
with the chromogene 3-3’diamino-benzidine (DAB, Sigma,
Budapest, Hungary). Following mounting on glass slides and
dehydration, preparations were coverslipped with DePeX
(Sigma, Budapest, Hungary) and examined under light
microscope.

Examination of the Actin Pattern Samples (n=5 ALC
in each group) were washed in PBS (0.1 mol/L, pH 7.4),
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followed by fixation in 4% PFA (Sigma, Budapest, Hungary)
for 10min at room temperature. Fixed tissues were incubated
in permeabilization solution (diluted in PBS containing 0.1%
Triton X-100, 0.1% Na-azide, 5% BSA) for 20min at room
temperature. Then capsules were stained with Alexa Fluor”
488-conjugated fluorescent phalloidin (Life Technologies,
Budapest, Hungary) for 45min, light protected at room
temperature. Samples were washed in PBS and nuclear
labeling was performed by propidium iodide (1:1000, Life
Technologies, Budapest, Hungary), followed by coverslipping
using VectaShield medium (Vector Laboratories, Burlingame,
CA, USA).
Statistical Analysis To determine the percentage of
immunoreactive cells, anti-GFAP and anti-GS immunopositive
cells as well the immunonegative cells were counted on the
full thickness of the whole-mount preparations (n=5 ALC in
each group, 10 images were taken from each sample) using
a Fluoview FV-1000 Laser Confocal Scanning Microscope
(40x magnification). Examination of the actin pattern was
performed by analyzing 5 ALC samples from each group,
taking 10 images from every sample in a Zeiss LSM 710
Microscope (63x magnification) and the number of cells was
determined. Data were presented as mean+SEM and statistical
significance (P<0.05) was set with Student’s #-test analysis,
using GraphPad Prism 5.03 program. Images were processed
with Adobe Photoshop CS6.

RESULTS

Routine light microscopy revealed remarkable morphological
changes in toluidine blue-stained ALC epithelial cells
following CPS capsulotomy (Figure 1A), while morphology
of epithelial cells remained relatively normal following laser-
assisted removal (Figure 1B). The alteration of cells’ shape
indicated robust cytoskeletal changes especially following
CPS capsulotomy (Figure 1C and 1D), therefore, we further
examined components of the cytoskeleton.
Immunohistochemical examinations performed in tissue
samples obtained by different capsulotomy methods showed
intense GFAP and GS immunopositivity of the epithelial cells.
Immunoreactivity, especially following CPS capsulotomy,
was stronger in the peripheral area of the ALC, and the
immunoreactivity became patchy and gradually weaker
towards the central area (Figure 2). The nuclei of the epithelial
cells remained unstained, but the cytoplasm showed GFAP
and GS immunoreactivity (Figure 2 and Figure 3A-3D). Many
GFAP immunoreactive cells contained also GS (Figure 2
and Figure 3E, 3F). Following CPS of the ALC, 48.07% of
the epithelial cells were positive to GFAP immunostaining,
45.18% of them showed immunoreactivity to GS and 28.85%
of the cells displayed colocalization of GFAP and GS.

Figure 1 Toluidine blue-stained epithelial cells in semithin sections
(A and B) and in whole mount preparations (C and D) of ALC
following CPS (A, C, D) and FLACS capsulotomy (B) Semithin
sections as well as whole mount preparations revealed alterations
in cellular morphology (arrows in D) following manual CPS that
indicate cytoskeletal changes. Scale bar: 10 um for A and B, 20 um
for C and D.

Figure 2 Difference in GFAP and GS immunoreaction detected in

the peripherial (**) and more central (*) parts of ALC following
CPS (A, C, E) and FLACS capsulotomy (B, D, F) A, B: GFAP
positivity in the epithelial cells; C, D: Positive staining of epithelial
cells for GS immunohistochemistry; E, F: Colocalization of GFAP
and GS (arrows) in the epithelial cells. Scale bar: 50 um.

In contrast, samples obtained from FLACS showed only 26.38%
immunoreactivity to GFAP, while the GS immunoreactivity
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Figure 3 GFAP and GS detected in lens epithelial cells
using immunohistochemistry, following CPS (A, C, E) and
FLACS capsulotomy (B, D, F) Representative fluorescence
microphotographs taken from whole ALC, processed for
GFAP, GS immunohistochemistry. A, B: GFAP positivity in the
epithelial cells; C, D: Positive staining of epithelial cells for GS
immunohistochemistry; E, F: Colocalization of GFAP and GS
(arrows) in the epithelial cells. G, H: The morphology of GFAP-
immunoreactive cells following CPS. Scale bar: 50 pm for A-F, 40 pm in
G and 15 pm in H.

was observed in 46.78% of the cells. Colocalization of GFAP
and GS was found in 19.07% of epithelial cells. Apparently,
no meaningful difference could be detected in the GS-
immunoreactive cell density between FLACS and CPS
capsulotomy.

Comparing the results of the quantification, significant
differences were found between the two groups (CPS and
FLACS) in the expression of GFAP (P=2.24x10°), as well as
GFAP and GS coreactivity (P=0.003). In conclusion, GFAP
expression can be an indicator of mechanical damage in case
of CPS and FLACS (Figure 4).

The morphology of GFAP immunoreactive cells following
CPS was examined with anti-human GFAP antibody, using
DAB as chromogene (Figure 3G, 3H). In addition to the
normal morphology of GFAP-positive ALC epithelial cells,

cells with altered shape and long thin processes were observed
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Figure 4 Quantification of immunohistochemical data In CPS
removed ALC on the whole mount preparations, GFAP positive
cell density was significantly higher than in FLACS capsulotomy
specimens (“P=2.24x10°).

Figure 5 The organization of actin filaments visualized by phalloidin
labeling following CPS (A, C, E) and FLACS capsulotomy (B, D,

F) Representative fluorescence microphotographs taken from ALC.

Marked cortical network (A) and regular actin pattern (C) could be
observed after CPS removal, like in case of FLACS capsulotomy (B, D).
Remarkable difference was visible regarding the compactness of the
actin pattern after CPS removal of ALC (E). In contrast, the actin pattern
remained compact after FLACS capsulotomy (F). Scale bar: 10 pm.

that supported robust change of their cytoskeleton proposed on
the base of toluidine blue staining. Therefore, another, a more
dynamic component of the cytoskeleton, microfilaments were
also studied.

Examination of the actin pattern revealed a marked cortical
network (Figure 5A, 5B) as well as regular actin filaments
(Figure 5C, 5D) both in CPS and FLACS capsulotomy
samples. However, a difference was found between the
two groups when the compactness of the actin pattern was
studied (Figure 5E, 5F). In case of FLACS capsulotomy,
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the compactness of the actin pattern was similar that seen in
control epithelial cells. In contrast, the epithelial cells after
CPS capsulotomy showed a reorganization of the actin pattern.
Instead of compact actin filaments, actin islands appeared and
gap formation was observed between them (Figure 6A). In
these gaps, tubular elements connecting epithelial cells were
visible (Figure 6B). The tubular elements appeared only after
CPS of the ALC.

Quantitative measurements using analysis of variance from
whole ALC resulted in a significant difference (P<0.0001)
between the two capsulotomy methods when the presence of
tubular elements was examined (Figure 7).

DISCUSSION

Due to the introduction of femtosecond laser technology, the
critical points of cataract surgery have become automated.
Macroscopic changes, and postoperative refractive consequences
are in the center of interest of the studies on femtosecond laser-
assisted and manually performed capsulotomy'**”. The goal
of our study was to compare cytoskeletal changes associated
with CPS and FLACS capsulotomy.

Several mild injuries including mechanical damage cause stress
to the cells. We suppose that all surgical interventions have
an influence on the affected cells, and induce stress signaling
pathways which results in the change of cytoskeleton.

GFAP is one component of intermediate filaments that is found
in astrocytes of the central nervous system. Due to various
damages including stress, GFAP expression is increased” ™.
In addition to astrocytes, GFAP can also be detected in many
non-glial cells under normal conditions such as renal capsule,
chondrocytes of epiglottic cartilage as well as in various types
of tumors” ), Moreover, GFAP can be observed during the
embryonic development of the lens. Following differentiation
it cannot be detected in lens epithelial cells anymore!*?***,
and cytokeratin characteristic for epithelial cells is present
instead. It is known, that due to damage or stress on the cells,
proteins being characteristically present during embryonic
development show an increased expression in adults in many
organs including the eye!"*"”. Our results revealed that after
ALC removal, the intermediate filament GFAP can be detected
in epithelial cells. We used two different antibodies to verify
the presence of GFAP and both indicated the expression of it.
Boyer et al'” described the presence of GFAP-immunoreactive
fibers only during development. Based on our knowledge,
there is no data in the literature about GFAP expression in the
adult’s ALC epithelial cells, and we suggest that re-expression
of GFAP occurred in our samples may be due to the stress
caused by mechanical damage.

Our immunohistochemical and light microscopic qualitative
and quantitative examinations of GFAP-immunoreactivity
revealed that the rate of GFAP-immunoreactive epithelial

Figure 6 Gap formation and tubular elements connecting

epithelial cells following CPS capsulotomy (A, B) and the lack
of tubular elements following FLACS (C, D) Representative
fluorescence photomicrographs taken from whole ALC, processed for
actin labelling with phalloidin. In CPS capsulotomy, gap formation
was observed (A). Image B shows a magnified image of gap with

connecting tubular elements. Scale bar: 10 pm.
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Figure 7 Quantification of data obtained from studying
phalloidin-labeled actin-cytoskeleton Total epithelial cell number
(nr.), and number (nr.) of cells connected by tubular elements were
expressed in an area of 1240 um’. *Significant difference between the
density of tubular element connecting epithelial cells following CPS
and FLACS.

cells were significantly higher after CPS removal of the
ALC compared to FLACS capsulotomy. Repair mechanism
following cellular damage involve recapitulation of developmental
processes in various organs including the eye and induce
elevated expression of those gene that are expressed during
embryonic development!*'”. Some of these proteins such
as growth factors and their receptors can promote recovery
processes™*". Others, like cytoskeletal proteins (such as GFAP,
vimentin or nestin) indicate the presence of cell damage”' .

Part of the GFAP-positive cells revealed GS-immunoreactivity
indicating the presence of lengsin in those cells!'*',
Apparently, no meaningful difference could be detected in

the GS-imunoreactive cell density between FLACS and
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CPS capsulotomy. Since expression of lengsin decreases
in age-related cataract, the similarity in the rate of GS-
immunoreactivity of lens epithelial cells indicates similar
lengsin expression, and consequently, similar severity of
cataract. Thus, it signifies the homogeneity of our cataract
patients’ groups treated by the two different surgical methods
and even highlights the difference found in GFAP expression.
In harmony with the strongly significant difference in GFAP-
immunoreactive cell density, the GFAP and GS double-
labelled cell density revealed significant differences between
the groups, although only part of GS-immunoreactive cells co-
expressed GFAP. The higher density of GFAP positive cells
observed after CPS capsulotomy than following FLACS ALC
removal may suggest that CPS capsulotomy exerts stronger
mechanical stress on the epithelial cells than the laser-assisted
method.

This is important because during capsulotomy a part of the
anterior capsule is not removed, and wound healing process
will begin on the residual epithelial cells. We suggest that
similar alterations can occur in the residual lens epithelial cells
following the surgical removal of ALC and the damage caused
by surgery may induce those pathways that can trigger the
epithelial-mesenchymal transformation of residual capsular
epithelial cells that eventually results in fibrosis and posterior
capsule opacification””. By the migration and proliferation
of residual lens epithelial cells after extracapsular cataract
extraction, secondary cataract can appear due to surgical
trauma”*. The alteration of the cytoskeleton of epithelial cells
around capsulorhexis showed not only changed morphology,
but the alteration observed, especially in actin pattern may
indicate a change in contractility and in ability to migrate.

In addition, due to stress, direct cell-cell communication can
also be changed. Until recently, direct cell-cell communication
was supposed to happen via gap junctions and different
paracrine mechanisms. In 2004 Rustom and co-worker’s"”
described a new-actin containing-tubular structure of intercellular
communication that provides continuity between distantly
positioned cells. Since then similar tubular structures have
been reported in many cell types (astrocytes, various tumour
cells, immune cells, erc.)”**". By comparing the two types of
capsulotomy, we have identified cytoskeletal changes that may
indicate different rates of mechanical stress on ALC epithelial
cells, therefore we focused onto the examination of the actin
pattern in our investigations.

It is known that stress leads to the reorganization of the actin
pattern with the appearance of stress fibers”**". According
to Weber and Menko!'"!, stress fibers convert to normal
actin pattern in epithelial cell culture. The change in actin
cytoskeleton can trigger the expression of different signaling
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proteins playing a role in the epithelial cells’ response and
survival''. Examination of the actin pattern revealed similar
cortical networks in cell after CPS and FLACS as well. This is
important, because changes in the cortical actin network can
influence different molecular biological signaling pathways. By
contrast we have found a marked difference in the compactness
of the actin pattern.

In CPS capsulotomy, remodeling of the actin cytoskeleton
of epithelial cells was observed. Instead of compact actin
filaments, actin “islands” appeared. Between these actin
“islands” gap formation was found. These gaps were not
visible after FLACS capsulotomy. Gap formation can
presumably be explained with the higher mechanical effect
of CPS capsulotomy, which is supported with our previous
light and electron microscopic results and the increased GFAP
expression found in this study"”. Between the gaps, actin-
containing tubular elements could be seen. These structures were
only observed after CPS removal of the ALC. Both after CPS and
FLACS capsulotomy, regular actin filaments were visible.

Our results suggest that FLACS capsulotomy causes milder
mechanical stress on epithelial cells, than CPS. The robust
cytoskeletal changes detected following CPS indicate the
possibility of altered cell-cell communication and increased
ability to migration that may result in epithelial-mesenchymal
transformation and consequently, development of secondary
cataract. The milder cytoskeletal changes following FLACS
allows us to suggest that following laser-assisted method
fewer residual epithelial cells undergo epithelial-mesenchymal
transformation, which may decrease the risk for the formation
of posterior capsule opacification.
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