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BEVEZETES

A latas folyamataban kozponti szerepet jatszik a szemlencse. Ahhoz, hogy ezen szerepét
betdlthesse, a lencsének atlatszonak kell lennie, és képesnek kell lennie a gyors
alakvaltoztatasra, amikor a kozeli és tavoli targyakra fokuszal. Ugyanakkor a szemlencse a kor
elorehaladtaval tobb valtozason megy at, melynek végstadiuma az iddskori sziirkehalyog
kialakulasa. A szemlencse metabolikus zavara miatt fényateresztd képessége csokken
(sziirkehalyog), és az egyetlen kezelési lehetdsége az elhomalyosodott szemlencse miitéti
eltavolitdsa ¢s a megfeleld6 miilencse beiiltetése. A megbetegedett szemlencse eltavolitasa
hagyomanyos modon phacoemulsificatiés technikdval torténik, amit az egyik
legbiztonsagosabb és  legsikeresebb mitétnek tartanak  vildgszerte. Emellett, a
phacoemulsificatio megjelenése oOta, a sziirkehalyog-miitét hatalmas fejlodésen esett at.

Az eliilsé lencsetokon egy nyilas képzése (capsulotomia, CCC), rutin és ugyanakkor
kritikus-fontos 1épésnek szamit a sziirkehalyog-mitétben. Két tipusu CCC-t kiilonithetiink el:
(1) a manualis capsulotomias nyilas képzése alatt az eliilsé lencsetok egy részének eltavolitasa
a lencsetok kézi huzasa révén valosul meg. Ezzel szemben a (2) femtoszekundumos 1ézer-
asszisztalt CCC esetén az eliilsd lencsetokon a folyamatos, kor alaka capsulotomids nyilas lézer
segitségével alakithato ki. A miitétnek harmas célja van: a latéélesség gyors és jelentds javitasa,
refraktiv hibak korrigaldsa, valamint esetenként az akkomodacios képesség helyreallitasa. Bar
a hagyomanyos phacoemulsificatios technika tovabbra is biztonsagos és sikeres miitétnek
szamit, a femtoszekundumos lézer-asszisztalt sziirkehdlyog miitét nagyobb precizitast és
stabilitast biztosit a miitét egyes Iépéseiben.

A posztoperativ hatso tok fibrosis (PCO), az extracapsularis sziirkehalyog eltavolitas
utan visszamaradt rezidualis epithelsejtek migracidja és proliferacidja révén alakul ki. Ezen
rezidualis epithelsejteknek megmarad a proliferacios képességiik, €s csoportosulnak. Az igy
kialakult Elschnig gyongydk, mivel a hatso lencsetok optikai tengelyében helyezkednek el,
latasi panaszokat okoznak a fény szordsa miatt.

A PCO a leggyakoribb posztoperativ komplikacio capsulotomiat kovetden, azonban a
PCO incidencidjaval kapcsolatban megoszlanak az allaspontok. Bar a PCO megjelenését
tekitnve a lézer-asszisztalt miitét enyhén, de nem szignifikdnsan jobb, mint a manualis
capsulotomia, a femtoszekundumos lézer hasznalata egyiitt jarhat a PCO rizikdjanak

emelkedésével.



A legtobb olyan klinikai tanulmény, amely a manualis és a 1ézer-asszisztalt mutétet
hasonlitja Ossze, a vagasi felszinre, vagy a folyamatos kor alaktl capsulorhexis azon
paramétereire dsszpontosit, amely az intraocularis millencse centralasara hatassal lehet. Kevés
ismeretiink van arrél, hogy a szemlencse epithelsejtjeiben milyen valtozasok térténnek CCC
utan a két matéti technika esetében. Az eddigi vizsgalatok eredményei arra utalnak, hogy az
eltavolitott eliilsé lencsetok vagasi felszinén elhelyezkedd epithelsejtek eltéréen érintettek
femtoszekundumos 1ézer-asszisztalt, illetve manudlis capsulotomids nyilas kialakitasakor. Az
eliilsé lencsetok vagasi felszine mentén elhelyezkedd epithelsejtek vizsgalatakor (TUNEL
eljaras) tobb apoptotikus jelet mutato sejtet talaltak 1ézer-asszisztalt CCC esetén, mint manualis
capsulotomids nyilas kialakitasakor.

Feltételezhetjiik, hogy nem csak az eliils6 lencsetok vagasi felszine mentén jonnek 1étre
valtozésok az epithelsejtekben, hanem a vagas helyétdl tdvolabb elhelyezkedd sejtek is eltérd
modon lehetnek érintettek manualis, illetve femtoszekundumos 1ézer-asszisztalt capsulotomia
esetén.

Val6szinli, hogy az eliilsé lencsetok eltdvolitasakor 1étrejott mechanikai karosodas
hozzajarul a PCO kialakuldsdhoz, a rezidudlis epithelsejtek dedifferencialédasa és
megnovekedett proliferacioja révén. Feltételezésiink szerint a manualis és a femtoszekundumos
1ézer-asszisztalt capsulotomia eltérd6 meértékli karosodast hoz létre az epithelsejtekben.
Ugyanakkor, a fent emlitett karos hatast nem tudjuk koézvetleniil tanulmanyozni az emberi
rezidudlis epithelsejtekben. Mintegy alternativaként, az eltavolitott eliilsé lencsetok
epithelsejtjeit tanulmanyozva informaciét kaphatunk arrél is, hogy milyen valtozasok jelennek
meg a lencsetok rezidualis epithelsejteiben. Ezért ebben a tanulmanyban a fénymikroszkopos
¢és ultrastrukturalis morfologiai valtozasokat térképeztiik fel, az eltavolitott eliilsé lencsetok
epithelsejtek sejtmagjara és citoplazméjara Osszpontositva. Emellett a sejtproliferacié és az

Jol ismert, hogy minden miitéti beavatkozas valtozasokat idéz el az érintett sejtek
szintjén. Mechanikai stressz kovetkeztében kiillonb6z6 molekularis utvonalak aktivalodnak.
Bizonyos citokinek, mint példaul az IL-6 és IL-8 génjeinek expresszidja, a mechanikai
karosodas miatt fellépd stressz indukalta jelatviteli utak eredményeként eltéréek lehetnek, a két
miitéti technika esetén. Mas jelatviteli itvonalak aktivalodasa révén, a mechanikai stressz miatt
a citoszkeleton szerkezete, pl. az aktin haldzat is megvaltozhat. Feltételezésiink szerint a
manualis és a femtoszekundumos 1ézer-asszisztalt CCC eltéré mértékii karosodast hoz 1étre a
citoszkeleton szerkezetében. Ezért, az eltavolitott eliilsé lencsetok epithelsejtjeiben megjelend

valtozasokat hasonlitottuk dssze femtoszekundumos 1ézer-asszisztalt és manualis capsulotomia
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esetén, kulonos tekintettel a citoszkeletalis valtozasokra. Az eltavolitott eliilsé lencsetok
epithelsejtjeiben megvizsgaltuk az aktin filamentumok mintazatat, valamint az intermedier
filamentumok koz¢ tartozo glialis fibrillaris savanyu fehérjét (GFAP), melyet jellegzetesen az
éretlen lencsetok hamsejtek termelnek. Ismert, hogy karos hatasokra (pl. mechanikai karosodas,
sériilés, stb.) azon fehérjék, amelyek jellemz6 mdédon az embrionalis fejlédés soran jelennek
meg, ismét emelkedett expressziot mutathatnak a kiilonb6z6 szervekben, beleértve a szemet is.
Ezért, feltételezziik, hogy a GFAP tjra expresszalodik az eliils6 lencsetok epithelsejtjeiben.
Mas sejtekben, mint példaul az asztrocitdkban, a GFAP valamint a glutamin szintetaz (GS)
kolokalizalodik. A szemlencse epithelsejtjeiben GS-szerii fehérje, legsin van jelen, ami
kimutathaté GS ellenes antitestekkel. A legsint nagy mértékben expresszaljak a szemlencse
epithelsejtjei, de ezen expresszid csokken az idéskori sziirkehalyog kialakulasakor. A lengsin

expresszioval kapcsolatos pontosabb ismeretek érdekében GS elleni antitesteket hasznaltunk.

CELKITUZES

Munkénk sordn manualis, illetve femtoszekundumos lézerrel végzett capsulotomia
madszerével eltavolitott eliilsé lencsetok szoveteket vizsgaltunk.
Vizsgélni kivantuk:

1. amanudlis, illetve femtoszekundumos lézerrel végzett eliilsé lencsetok eltavolitas esetén a
miutéti beavatkozas kovetkeztében kialakuld fobb strukturalis, degenerativ elvaltozasokat
fény- és elektronmikroszkoppal.

2. a fény- és elektronmikroszkoppal megfigyelhetd szovettani eredmények molekuléris
biologiai hatterét. Ennek soran az epithelsejtek talélésére-, és sejthalalra-, illetve a
gyulladasra jellemz6 paramétereket vizsgaltuk.

3. a manudlis, illetve femtoszekundumos Ilézerrel végzett capsulotomia modszerével

eltavolitott eliilsd lencsetok sejtek citoszkeletonjaban megfigyelhetd valtozasokat.



ANYAGOK ES MODSZEREK
Mintak

Pécsi Tudomanyegyetem Szemészeti Klinikdjanak €s a Budapesti Optimum Latéasjavito
Lézerkozpont 2014 és 2019-es beteg-anyagabol nyert mintakat hasznaltuk. A vizsgalatokat az
intézményi Etikai Bizottsag engedélyével (Pécsi Tudomanyegyetem, 5426) végeztik. Ezen
kiviil a betegek irdsban nyilatkoztak arrol, hogy az eltavolitott lencsetokon a miitét utan tovabbi
vizsgalatokat folytassunk. Manualis és femtoszekundumos Iézerrel (VICTUS® Femtosecond
Laser, Bausch + Lomb, USA) eltavolitott eliils6 lencsetok szovet epithelsejtjeit tanulmanyoztuk
(n=110). Az egyes modszerekkel tortént vizsgalatokra felhasznalt mintak szamat az 1. tablazat
tartalmazza. A femtoszekundumos 1ézer hasznalatakor a kovetkezé paraméterek érvényesiiltek:
7,2 wJ lézer energia, 6 pm goc tavolsag, 4 um goc atmérd, 400-550 femtoszekundumos

pulzushossz.

1. Tablazat: A kisérletben felhasznalt mintak

. . Manualisan eltavolitott
Femtoszekundumos 1ézerrel végzett anualisan ctavorto

Modszerek . o . eliilsé lencsetokok
capsulotomiaval nyert mintak szdma ,

szama
Szdvettani 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

Szovettani vizsgalat
Fénymikroszkopia és transzmisszios elektronmikroszkopia

Sziirkehalyog miitét soran frissen kivett lencsetokokat 2%-os formaldehid és 2,5 %-0s
glutaraldehid fixaloban taroltuk (foszfat puffer 0,1M pH= 7.4, FP) 24 6ran at 4°C-on. Ezutan
mostuk, majd FP-ben oldott 1%-o0s ozmium tetroxidban 30 percig szobahdmérsékleten fixaltuk.
Viztelenitést kdvetden rovid mosas (2x2 perc), és propilén-oxid kezelés kovetkezett, majd a
mintakat Durcupan ACM gyantaba agyaztuk be (Sigma Aldrich, Budapest, Magyarorszag). A
beagyazott mintakbol Leica Ultracut R ultramikrotoémmal 700 nm vastag félvékony metszeteket
metszettiik, melyeket targylemezre helyeztiink és toluidin kékkel festettiik (Sigma Aldrich,
Budapest, Magyarorszag), majd fénymikroszkop segitségével vizsgaltuk (Olympus BX 50
mikroszkop). Ezek mellett ultra-vékony metszeteket készitettiink, melyeket racsos gridekre

vettiink fel, majd uranil-acetattal és 6lom-citrattal kontrasztositottuk ¢s JEOL JEM 1200EX
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transzmisszios elektronmikroszkop (TEM) segitségével vizsgaltuk. A metszetekr6l digitalis

képek késziiltek iTEM software (Olympus, Japan) segitségével.

Kvantifikacio

A degeneralodott sejtek kvantifikalasat a 700 nm vastag félvékony metszeteken
végeztik, Olympus BX 50 mikroszkop (40x-es nagyitas) segitségével. Mindegyik minta
minimum 10 mérési blokkot tartalmazott, majd az adatokat Graphpad prism 5,03 program
segitségével dolgoztuk fel. Az adatok statisztikai elemzésére Student-t probat hasznaltunk.
Statisztikailag szignifikdnsnak azokat az eredményeket fogadtuk el, ahol p=<0,05. Az

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

Molekularis biologiai vizsgalat
Génexpresszio vizsgalata reverg transzkriptdaz-polimeraz lancreakcio segitségével

A vizsgalt eliilsé lencsetokokbdl 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 kdvetéen QPCR modszerrel, a StepOnePlus™and Real Time
PCR System (Life Technologies) segitségével vizsgaltuk a PCR termékeket ciklusonként. A
fent leirt reakcional az elegy végso térfogata 20 ul, amely a kovetkez6 elemeket tartalmazta: 1
pl minden primerbdl (végsd koncentracio 500-500 nmol/L) és 10 pl 2x SensiFAST SYBR Hi-
ROX master mix (Bioline Reagents Ltd.). A kovetkezd primer parokat hasznaltuk: p53, Bcl-2,
cyclin D1, IL-6, IL-8. Minden relativ termék mennyiséget a StepOne Software és a Livak
analitikai metodus segitségével hataroztuk meg. A B-actint hasznéltuk belsd kontrollnak.

A génexpresszio valtozasokat a 2(-ddCT) modszerrel kvantifikaltuk. A PCR gorbe
kiértékelése és kvantifikalasa StepOnePlus ™and Real Time PCR quantification software 4.1-
el tortént. Az egyes csoportok Osszehasonlitdsa sordn Student-t probat hasznaltunk, és a
szignifikancia szintet p=0,05-nél hataroztuk meg.

A génexpresszid vizsgalata az Applied Biosystems altal nyujtott StepOne Software

segitségével tortént. Relativ mennyiség (RQ) meghatirozasa a 2°99Ct

metddus alapjan tortént, a
kovetkezo képlet szerint: ddCt=dCt (manudlis)-d Ct (1ézerrel eltavolitott). A dCt érték jelenti a
célgén (GOI) Ct értékét, a belso kontroll génhez normalizalva. Ebben az esetben a Ct értéket

automatikusan meghatarozta a StepOne Software.



Sejttenyészet

Az eltavolitott eliils6 lencsetokokat 14 napig tartottuk fent SAGM tenyésztd médiumban
(SAGM basal médium ¢és SAGMTmSingle Quots Suppliment, Lonza, Basel, Svajc). Az
epithelsejteket kisméretli Petri csészében standard sejttenyésztési koriilmények kozott (37°C,
5% CO2) tenyésztettiik.

Immunfluoreszcens vizsgalat
A mintak fixdldasa és elokezelése
Az eliilsé lencsetokokat két oran at, szobahémérsékleten 4%-0s paraformaldehidben
(PFA; Sigma, Budapest, Magyarorszag) fixaltuk, foszfat pufferben (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, Magyarorszdg) mostuk at. Ezt kovetden hattérgatlds utdn a mintakat
szobahémérsékleten a primer antitest jelenlétében inkubaltuk, majd az elsédleges antitestnek
megfeleld fluorophorral konjugalt szekunder antitestekkel inkubaltuk. Ezutan keriilt sor a
magfestésre 4', 6-diamidino-2-phenylindollal (DAPI, Sigma, Budapest, Magyarorszag). Végiil
Fluoromount-G-vel (Southern Biotech, USA) lefedtiik a mintakat. Kontroll mintankban az
elsddleges antitestet kihagytuk, ami az eredmények helyes értelmezését segitette eld.
A munkahoz az alabbi primer és szekunder antitesteket hasznaltuk:
1. Primer: p53 ellen nyualban termelt poliklonalis antitest (Santa Cruz Biotechnology,
USA), (1:50),
Szekunder: Alexa Fluor® 488 anti-nyul, (1:100, Lifetechnology, Budapest,
Magyarorszag.
2. Primer: GFAP ellen nyulban termelt poliklonalis antitest (1:1000) (Sigma, Budapest,
Magyarorszag)
Szekunder: Alexa Fluor® 568, anti-nyul (Lifetechnology, Budapest, Magyarorszag
3. Primer: GS ellen termelt monoklonalis antitest (1:100, Transduction Laboratories,
USA)
Szekunder: Alexa Fluor® 488 anti-egér, (1:100, Lifetechnology, Budapest,
Magyarorszag).
A mintakat konfokalis lézerpasztazo mikroszkoppal (Fluoview FV-1000 Laser Confocal
Scanning Microscope, Olympus, Japan) vizsgaltuk. Az édbrakat a mikroszkopos felvételekbol

Adobe Photoshop CS6 programmal készitettiik.



Glialis fibrillaris savanyu protein (GFAP) immunhisztokémia

A teljes vastagsagu szoveti mintdkon a GFAP immunreaktivitast egy masik anti-human
GFAP antitest (egér monoklonalis antitest, 1:750, DAKO, Glostrup, Dania) 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 o6ran at. Kromogénként 3-3’diamino-benzidint (DAB, Sigma, Budapest,
Magyarorszag) hasznaltunk. Végiil a mintakat targylemezre helyeztiik, viztelenitettiik, és
DePeX-el (Sigma, Budapest, Magyarorszag) fedtiik. A teljes vastagsagii szdveti mintakat
fénymikroszkop (Olympus BX 50 mikroszkop) segitségével vizsgaltuk.

Eredmények kvantifikdlasa

A konfokalis mikroszkdppal készitett felvételeken, melyek a teljes mintat tartalmaztak
a p53-immunreaktiv és immunnegativ sejtek szdmat meghataroztuk, igy az eliils6 lencsetok
epithelsejtjeiben expresszalddo pS3 aranyt megallapitottuk. Hasonloan, a képeken 1évé GFAP,
GS-immunreaktiv, és immunnegativ sejtek szamat meghataroztuk. Ezutan az eredmények atlag
értekét + SEM (Student-t teszt, statisztikai analizis, p<0,05) kiszamitottuk. A statisztikai

adatokat GraphPad Prism 5,03-as program segitségével elemeztiik.

Aktin halézat vizsgalata

A vizsgdlt eliilsé lencsetokokat foszfat pufferben (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 jelolt phalloidinnel (Alexa Fluor® 488 Phalloidin,
Lifetechnology, Budapest, Magyarorszdg) festettilk, ezt kovetéen 45 percet
szobah6émérsékleten, sotétben taroltuk. A mintdkat ezutan PBS-ben mostuk. Ezt kdvetden a
sejtmagokat propidium-jodiddal (1:1000, Lifetechnology, Budapest, Magyarorszag) tettiik
lathatova. Végiil a festett mintakat VectaShield médiummal (Vector Laboratories, Burlingame,

CA) fedtiik le.

Eredmények kvantifikdlasa

Az aktin hélézat tanulmanyozasdnal mindkét csoportban 5 mintat vizsgaltunk,
mintankét 10 felvételt készitettiink (Zeiss LSM 710, 63x-o0s nagyitds), majd a felvételeken a
sejtek szamat meghataroztuk. Az eredmények atlaganak + SEM (Student-t teszt, statisztikai
analizis, p<0,05) értékét mutattuk. A statisztikai adatokat GraphPad Prism 5,03-as program
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segitségével elemeztiik. Az abrakat a mikroszkopos felvételekb6l Adobe Photoshop CS6

programmal készitettiik.

EREDMENYEK
Szovettani vizsgalatok eredményei

Fénymikroszkopos vizsgalataink sordn mindkét csoportba tartozo eliilsé lencsetok
epithelsejtjei esetében két tipust sejt volt lathato.

Az egyik tipusu sejt normal kobham sejtnek tekinthetd, mert vilagos festédésii sejtmagot
¢s citoplazmat tartalmazott. Tovabba kerek sejtmaggal, és lathatdlag jol meg0Orzott szoros sejtek
kozotti, illetve a sejt és a bazalis membran kozotti kapcsolatokkal rendelkeznek. Ezzel szemben
a masik tipusu sejt jellegzetessége a sotét, intenziven festddo sejtmag €s citoplazma. Tobbnyire
az epithelsejtek kobos formajanak eltiinése és a citoplazma zsugorodasa volt lathato. Mindezek
mellett az epithelsejtek bazalis membranrol torténd levalasa szintén lathato volt. A zsugorodott,
sOtét sejtek gyakran tartalmaztak vakuolumokat a citoplazméjukban, az intracellularis
sejtorganellumok duzzadasat jelezve.

A kontrollszer(i, ép kobhamsejtekre jellemz6 morfoldgiaval rendelkezé sejtekhez
képest figyelemre méltd morfologiai eltérések tobbnyire a manudlis capsulotomiaval
eltavolitott eliilsé lencsetok szovetekben jelentek meg. Ezzel szemben a femtoszekundumos
lézerrel végzett capsulotomidval eltavolitott lencsetokok epithelsejtjei tobbnyire a normal
sejtekre jellemzd képet mutattak.

Az altalunk megfigyelt morfologiai jellegzetességek sulyos sejtkarosodasra utalnak.
Mindkét modszerrel eltavolitott capsulotomia utdn az eliilsd lencsetokok epithelsejtjei egyarant
tartalmaztak normalis morfoldgiaji és sotét citoplazmaval és sejtmaggal rendelkez6 sejteket
jelezve, hogy mindkét tipust beavatkozas sejtkarosodast okoz. Osszességében azt lathattuk,
hogy tobb karosodott sejt volt az eliilsé lencsetok epithelsejtjeiben manualis eltavolitas esetén,
mint femtoszekundumos lézerrel végzett capsulotomia utan, de a degenerativ és ép lencsetok
hamsejtek aranyanak a félvékony metszeteken tortént meghatarozasakor nem kaptunk
szignifikans kiilonbséget a manuadlis és a 1ézer-asszisztalt CCC alkalmazésa utan.

A manualis és femtoszekundumos lézerrel végzett capsulotomia, az eliilsé lencsetok
epithelsejtjeire gyakorolt eltérd hatasainak a pontosabb megismeréséhez a tovabbiakban
transzmisszios elektronmikroszkdpos (TEM) vizsgalatokat végeztiink. TEM vizsgalat soran, a
manualisan eltavolitott eliilsé lencsetokok epithelsejtjeinek a sejtmagjaban sulyos morfologiai

eltéréseket lattunk. A kontrollszerti, kerek sejtmagot tartalmazo epithelsejtekkel ellentétben,
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melyet leginkdbb a 1ézerrel végeztt capsulotomia utan lattunk, a manualis csoportban talalhaté
sejtek sejtmagja szabalytalan volt, amely feltételezhetéen a sejtmag 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 talnyomd része jol megdrzott organellumokat és vildgosabban fest6do,
elektronatereszt6 citoplazmat tartalmaztak, mig a manualis csoportban sok sejt elektrondenz
citoplazmat és zsugorodott organellumokat tartalmazott. A sejt zsugorodasnak kdszonhetden,
ami gyakran megfigyelhetd a manualis csoportban, a sejt-sejt kozotti, illetve a sejt és
extracellularis matrix kozotti kapcsolatok is karosodtak. A lézerrel végzett mitét utan jol
megtartott epithelsejtek kozott lathatd kapcsolatokkal ellentétben a manuélis modon eltavolitott
lencsetok epithelsejtjeit széles rések valasztottak szét. Tobb sejt-sejt  kapcsolatnal
megfigyelhetd volt, hogy s6tét citoplazmaju sejthez kapcsolodott az ép, vilagos festédési sejt,
arra utalva, hogy legalabb az egyik, esetleg mindkét sejthez tartozd6 komponense sériilt a
kapcsolatnak. A lézerrel végzett és manualis capsulotomia utan a vizsgalt mintak kozotti
kiilonbség nagyobb volt akkor, amikor a sejt €s extracellularis matrix kapcsolatat vizsgaltuk.
Mig a lézerrel végzett miitét utan a sejtek tobbségében megfelelden kapcsolodtak a tokhoz, a
manualis modon eltavolitott mintdkban nagy rések valasztottak el a sejt bazalis felszinét a

toktol.

Molekularis biologiai vizsgalatok eredményei
Génexpresszio vizsgdlata reverz transzkriptaz-polimeraz lancreakcio (RT-PCR) segitségével
A morfologiai elvaltozasok alapjan valoszintisithetd, hogy az epithelsejtekben latott
sejtdegeneracio hatterében apoptdzis all. Ennek igazolasa érdekében RT-PCR mddszerrel olyan
gének expressziojat vizsgaltuk, amelyek szerepet jatszanak az apoptotikus sejthalalban, illetve
a sejt talélésben és sejtproliferacioban. Eredményeink szerint a manualis capsulotomia utdn
enyhén alacsonyabb Bcl-2 mRNS szint mérhetd, mint femtoszekundumos Iézerrel végzett
eliilsd lencsetok eltavolitas esetén. Emellett magasabb volt a p53 mRNS szint a manualisan
eltavolitott eliills6 lencsetokok epithelsejtjeiben a femtoszekundumos I1ézerrel végzett
capsulotomids mintdkhoz viszonyitva. Ugyanakkor, a két csoport kozotti kiilonbség nem volt
szignifikans. Sejtciklus szabalyzé cyclin-D1 gén expresszidjanak vizsgalata soran nem
talaltunk jelentdsebb kiilonbséget a két csoport kozott. Stressz-indukalta mechanikai kdrosodas
kovetkeztében gyulladasos citokinek expressziodja is eléfordulhat, mint példaul az IL-6 és IL-8.
Munkdénk soran a két csoport kdzott dsszehasonlitottuk ezeknek a citokineknek az expressziojat

is. Az eliils6 lencsetok epithelsejteiben az IL-6 és IL-8 gének magasabb mRNS expressziojat
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talaltuk az eliilsé lencsetok manualis eltavolitasa utan, a femtoszekundumos lézerrel végzett

capsulotomidhoz viszonyitva.

A génexpressziora vonatkozo eredmények tenyésztett sejtek esetében
RT-PCR modszerrel, az el6z0 szakaszban részletezett, a sejtproliferacioban és

apoptozisban szerepet jatszé gének expresszidjat a lencsetok epithelsejtek 14 napig tartd
tenyésztése utan is tanulmanyoztuk.

Kozvetleniil a capsulotomia utan vizsgalt eliilsé lencsetok epithelsejtjeiben mért
génexpressziohoz  viszonyitva, mindkét csoportban a tenyésztett epithelsejtekben
szignifikansan csokkent az anti-apoptotikus Bcl-2 expresszio. A fent emlitett Bcl-2 expresszio
csOkkenés a manudlis capsulotomidval eltavolitott lencsetok esetében nagyobb volt, mint
amikor a capsulotomiat 1ézerrel végezték, bar a kiilonbség nem volt szignifikans. Az eltdvolitas
utan azonnal vizsgalt lencsetok epithelsejtjeihez képest, a femtoszekundumos 1ézerrel végzett
capsulotomiaval nyert mintak tenyésztett epithelsejtjeiben emelkedett a p53 mRNS szintje.
Ugyanakkor, a kiilonbség nem volt szignifikans. Manualis capsulotomia utan kozvetleniil
vizsgalt epithelsejtekben a p53 szint enyhén magasabb volt, mint a tenyésztett sejtekben. Mind
a manualis, mind a femtoszekundumos lézerrel végzett capsulotomiaval nyert mintakban
kozvetlenill az eltavolitas utan, az eliilsé lencsetokok epithelsejtjei altal expresszalt cyclin-D1
mRNS mennyiségéhez viszonyitva, a tenyésztett mintak epithelsejtjeiben szignifikansan
magasabb cyclin-D1 mRNS szintet mértiink. Ugyanakkor nem talaltunk jelentds kiilonbséget a
cyclin-D1 expressziot tekintve a manualis és a femtoszekundumos 1ézerrel végzett

capsulotomiaval nyert mintak tenyésztett epithelsejtjei kozott.

Immunhisztokémiai vizsgalatok eredményei

A génexpresszio vizsgalata soran a manualis capsulotomiaval nyert eliilsé lencsetok
epithelsejtjeiben kimutatott magasabb p53 mRNS szint miatt immunhisztokémiai modszerrel
is kimutattuk a p53 fehérjét. A teljes vastagsagu szoveti mintan, mindkét csoportban az
epithelsejtek erdteljes festodést mutattak az eliils6 lencsetok periférias teriiletein, ami a centralis
teriiletek felé fokozatosan gyengiilt. A citoplazma egyértelmiien immunreaktiv Vvolt,
ugyanakkor az epithelsejtek sejtmagja tobbségében immunnegativ maradt. Manualis
capsulotomia utan a sejtek 48,5%-a volt p53 immunreaktiv. Ugyanakkor az eliilsé lencsetok
femtoszekundumos 1ézerrel végzett eltavolitasa utdn az immunreaktiv epithelsejtek aranya

31,42% volt, és a két csoport kozotti kiilonbség statisztikailag szignifikansnak bizonyult.
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Szovettani vizsgalataink soran az epithelsejtekben latott morfologiai eltérések a
citoszkeleton valtozasara utalhatnak. Ezért munkank tovabbi részében a citoszkeleton egyes
elemeit is megvizsgaltuk. Hasonldan a p53 festddésnél latottakhoz, itt is a teljes vastagsagl
szOveti mintan végeztik az immunhisztokémiai vizsgalatot. A citoszkeleton elemei koziil
el0szor az intermedier filamentum GFAP-t és GS-t vizsgélatuk.

Mindkét csoportban az epithelsejtekben mind a GFAP, mind a GS elleni antitesttel
végzett immunreakcid soran erdteljes festodést lattunk az eliilsé lencsetok periférids teriiletén,
€s az immunreaktivitas intenzitasa a centrum fel¢ fokozatosan csokkent. Megfigyeléseink
szerint a GFAP-t expresszald sejtek nagy része GS-t is tartalmazott. Mindezek mellett a
manualis capsulotomia utan, az eliilsé lencsetok GFAP immunreaktiv epithelsejtek
lencsetok epithelsejtjei kozt két tipusu sejtet kiilonithettiink el. Egyes GFAP immunpozitiv
sejtek normalis morfologiai megjelenéssel rendelkeztek, ugyanakkor més sejtek formaja
megvaltozott, hosszu vékony nyulvanyok voltak megfigyelhetok.

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 expresszidja az epithelsejtek 28,85%-ban jelent meg. Az eredményekbdl
lathat6, hogy a GS immunreaktivitds aranya nem mutatott jelentds kiilonbséget a manualis és
femtoszekundumos 1ézer segitségével végzett capsulotomias mintakban.

A kvantifikacioval nyert eredményeket Osszehasonlitva szignifikans kiilonbséget
talaltunk a két csoport kozott a GFAP pozitiv epithelsejtek, és a GFAP-t és GS-t egyiittesen
expresszalo epithelsejtek esetében. Eredményeink arra engednek kovetkeztetni, hogy a GFAP
expresszid mechanikai karosodast jelezhet mind a manudlis, mind a lézerrel végzett
capsulotomias mintékban.

Mivel eredményeink a citoszkeleton érintettségét jelezhetik, ezért a citoszkeleton
dinamikus elemeit, nevezetesen a mikrofilamentumokat is vizsgaltuk.

Ennek érdekében manudlisan és femtoszekundumos lézer segitségével elvégzett
capsulotomia soran eltavolitott eliils6 lencsetok hamsejtekben fluoreszcensen jelolt phalloidin
segitségével az aktin citoszkeletalis halozatot tettiik lathatova. Az aktin halozat vizsgélata soran
mindkét csoportban az aktin haldzat szabalyos mintazata mellett erés kortikalis aktin gyttt

figyeltiink meg. A két csoport kozott, egyediil az aktin haldzat denzitasaban talaltunk jelentds
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kiilonbséget. A femtoszekundumos 1ézerrel végzett capsulotomias mintdkban az aktin
filamentumok denzitasa a normal sejtekben jelen 1évé aktin filamentumok denzitasaval
Osszehasonlitva nem mutatott eltérést. Ezzel szemben a manudlisan végzett capsulotomia utan
a mintak citoszkeletonjaban szembetiind volt az aktin halézat atrendezdédése. A manualis
mintakban a tomott aktin filamentumok helyett aktin szigetek jelentek meg.

A sejtek altal képzett szigetek kozott rések kialakulasat figyeltiik meg, a rések kozott
pedig az epithelsejteket 6sszekotd csészerli elemek jelentek meg. Ilyen csészerl struktarakat
kizar6lag manudlisan eltavolitott eliilsé lencsetokok epithelsejtjeiben talaltunk. A manualis
modon, illetve 1ézerrel eltavolitott mintakon Gsszehasonlitva a két csoport kozott a csOszerti
elemek szamat, szignifikans kiilonbséget kaptunk (p<0,0001). A manualis mintakban ugyanis
szignifikansan nagyobb volt a csovek szama, mint lézer segitségével végzett capsulotomia
esetén. Ezek alapjan megallapitottuk, hogy az eliilsé lencsetok manudlis eltdvolitasa jelentds

valtozést eredményez az aktin filamentumok szervezddésében.

MEGBESZELES

A femtoszekundumos 1ézer technologia bevezetése a sziirkehalyog sebészetbe
automatizalta a mitéti beavatkozas kritikus pontjait. Ugyanakkor lényeges, hogy enyhe
sériilések, beleértve a mechanikai hatast, stresszt jelentenek a sejtek szamara. Feltételezésiink
szerint minden miitéti beavatkozas befolyasolja az érintett sejteket. Tanulmanyunk célja a
manualis és femtoszekundumos lézer-asszisztalt capsulotomia kovetkeztében kialakulo, az
eliilsé lencsetok epithelsejtek sejtttlélését és sejtkarosodasat szabalyzo gének, illetve a
citoszkeletalis szerkezet valtozasainak dsszehasonlitasa volt.

Morfologiai vizsgalatunk, beleértve a degeneralodd sejtek kvantifikalasat is, arra
mutatott ra, hogy a manualis capsulotomia tobb megvaltozott morfologiaju sejtet eredményez,
mint a femtoszekundumos 1ézer-asszisztalt eliils6 lencsetok eltavolitas. Degeneracios jeleket
tartalmazoé sejtek tobbsége egyértelmiien apoptotikus sejtekre jellemzd morfoldgiat mutatott,
mint példaul a sejt zsugorodasa, sotétebbre festddd citoplazma ¢€s a sejtmag alakjanak a
megvaltozasa. Ezek a fény- és elektronmikroszkoppal nyert eredmények 6sszhangban voltak a
molekularis biologiai eredményeinkkel és a p53 fehérje immuncitokémiai kimutathatosagaval.

Bar a kiilonbség nem volt szignifikans, a p53 pro-apoptotikus fehérje génjének
expresszioja manualis beavatkozas utdn magasabb volt, mint femtoszekundumos 1ézer-

asszisztalt capsulotomia esetén. Ezzel Osszhangban, a magasabb p53 gén expresszidhoz
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magasabb p53 fehérjeszintézis tarsult manualis capsulotomia utan, mint femtoszekundumos
1ézer-asszisztalt capsulotomia esetén. Korabbi tanulmanyok capsulotomia utan az epithelsejtek
TUNEL pozitivitdsat mutattdk ki, ami szintén apoptdzisra jellemzd. Két tanulmanyban
kevesebb apoptotikus sejtet talaltak manualis capsulotomia utan, mint femtoszekundumos
Iézer-asszisztalt capsulotomia esetén, ugyanakkor ezek a tanulmanyok elsédleges célja a sejt
karosodas és a femtoszekundumos lézer-asszisztalt capsulotomia sordn felhasznalt lézer
energiaja kozotti osszefliggés kimutatasa volt. Ezek az eredmények latszolag ellentmondanak
a mi eredményeinknek. Ennek magyarazata az lehet, hogy a p53 transzkripcios faktor nem csak
apoptdzist, hanem tobb folyamatot is indukalhat. A karosodastdl fiiggden, megallithatja a
sejtciklust, és stimuldlhat DNS hibak javitasat, és végiil, amikor a DNS karosodas tal nagy,
apoptozist is indukalhat. Feltételezésiink szerint mindkét csoport epithelsejtjei bizonyos
mértékben érintettek voltak, és az enyhe karosodds nem indukalt még apoptdzist, hanem az
esetlegesen kialakult DNS hibak javitasa tortént. Mivel mi csupan az emelkedett p53 mRNS-t
¢s a p53 fehérje citoplazmatikus jelenlétét tudtuk kimutatni, valosziniileg a transzlacié soran,
mintainkban a p53 pontos szerepe (apoptozis indukaldsa vagy hibak javitasa) nem egyértelmi.
Hangstlyoznunk kell, hogy az eliils6 lencsetok eltavolitasa és az mRNS izolalas kozt eltelt 1d6
valosziniileg tul rovid a teljes apoptotikus folyamat lejatszodasahoz. Ugyanakkor, ez az 1d6
végzett vizsgalat szerint harminc perccel a sériilés utan egy korai vélasz gén altal kddolt
transzkripcids faktor mRNS-e és fehérjéje mar expresszalodik. Eredményeink ezzel a
megfigyeléssel 6sszhangban vannak. Mindez arra utal, hogy capsulotomiat kovetéen gyors és
markéns valtozas kovetkezik be az eliilsé lencsetok epithelsejtjei génjének expresszidjaban.

A GFAP a kozponti idegrendszerben az astrocytakban talalhato intermedier filamentum,
és ismert, hogy stressz hatasara expresszidja nd. Ugyanakkor a GFAP mads sejtben is
megtalalhato fiziologias kortilmények kozott, illetve a fejlédés soran a szemlencsében is jelen
utalnak, hogy az eliilsé lencsetok eltavolitisa utin a GFAP ujra expresszalodni kezd az
epithelsejtekben. Két kiilonboz6 antitestet hasznaltunk a GFAP jelenlétének ellendrzésére, €s
mindkettd aldtdmasztotta annak expressziojat. Immunhisztokémiai vizsgélataink alapjan
egyértelmiivé valt, hogy az eliilsd szemlencsetok manualis eltavolitdsa nagyobb mennyiségii
GFAP-immunreaktiv sejtet eredményez, mint a femtoszekundumos Iézer-asszisztalt
capsulotomia. A sejtek sériilését kovetden tobb szervben, beleértve a szemet is, a sejtekben az
embrionalis korban jellemz6 gének a gyorsabb regeneracio érdekében ujra expresszalodhatnak.

Az expresszalt fehérjék koziil néhany, mint példaul ndvekedési faktorok és receptoraik
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clésegithetik a regeneracio folyamatat. Masok, mint példaul a citoszkeleton fehérjéi (GFAP,
vimentin vagy nestin) a sejtkarosodas jelenlétét jelzik.

A GFAP-immunreaktiv sejtek egy része GS-t is tartalmazott, ami aldtdmasztja a legsin
jelenlétét az eliilsd lencsetok epithelsejtjeiben. A GS-immunreaktiv sejtek aranya nem mutatott
jelentdsebb eltérést a két miitéti csoport kozott. Mivel a legsin expresszidja csokken az iddskori
sziirkehalyog kialakulésa soran, a hamsejtek kdzel megegyezd mértékii GS-immunreaktivitasa,
hasonld legsin expressziora és kovetkezésképpen hasonld sulyossdgu sziirkehalyog jelenlétére
utal. Ez az altalunk két kiilonbozé capsulotomias nyilas kialakitasi modszerrel operalt
betegcsoportok homogenitasat jelzi.

Szignifikans kiilonbséget talaltunk a GFAP-immunreaktiv sejtek aranyat illetden a két
csoportban, amely kiilonbség a GFAP ¢s GS egyiittes expresszidja esetén is megfigyelhetd. A
GFAP-pozitiv sejtek szama magasabb volt a manudlisan eltavolitott eliilsé lencsetokokban,
mint a lézer-asszisztalt capsulotomia utdn, ami arra utal, hogy er6sebb mechanikai kdrosodas
jon létre a manualis capsulotomiat kovetden, mint femtoszekundumos lézer hasznalata esetén.

Ismert, hogy stressz hatasara az aktin mikrofilamentum rendszer atalakul, és stressz
hatéaséra a sejt-sejt kozotti kommunikacio megvaltozik. Sokaig tigy gondoltak, hogy a kozvetlen
sejt-sejt  kommunikéacio csak réskapcsolatok (gap junctions) és kiilonb6z6 parakrin
mechanizmusok révén valosul meg. A kozelmultban egy 1j, aktin tartalmt csdszerli elemrol
szamoltak be, mely a szomszédos sejteket koti 6ssze. Azota tobb sejttipus (példaul astrocytak,
daganat sejtek, az immunrendszer egyes sejtjei stb.) esetén figyeltek meg hasonld
képzédményeket. Mivel a fent targyalt vizsgalataink szerint a két mitéti eljaras az epithelsejtek
szintjén eltérd mértékii stresszt okozott, ezért tovabbi vizsgélatainkban az aktin hélozat
tanulmanyozasat helyeztiik elétérbe. A capsulorhexis koriil az epithelsejtekben megfigyelhetd
aktin mintazat megvaltozasa a rhexis koriili sejtek megvaltozott kontrakcidos és migracios
képességét jelezheti. A citoszkeleton aktin haldzataban 1étrejott valtozasok olyan jelatviteli
fehérjék expresszidjaval jarnak egyiitt, amelyek befolyasolhatjak az epithelsejtek karositd
hatasra adott valaszat és tulélését. Vizsgalataink sordn a kortikalis aktin halézat hasonld
mintazatu volt a manudlisan eltdvolitott és a femtoszekundumos 1ézer-asszisztalt capsulotomias
mintak esetén. Ezzel szemben az aktin hal6zat kompaktsagat tekintve jelentds eltérést talaltunk
manualis capsulotomia utan.

Manualis capsulotomiat kdvetden tomott aktin halozat helyett aktin ,,szigetek™ jelentek
meg ¢és az aktin ,szigetek” kozott tobb esetben kisebb-nagyobb rés képzddott. Rések a
femtoszekundumos 1ézeres beavatkozas utan nem voltak lathatok, és a rések kozotti aktin

tartalmt csészerli elemek kizarolag a manudlis capsulotomia esetén voltak lathatoak. A
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résképzodés feltételezhetden azzal magyarazhatd, hogy a manualis capsulotomia soran a
sejteket és azok citoszkeletonjat nagyobb mechanikai hatas éri. Ezt a fent részletezett fény- és
elektronmikroszkopos vizsgalataink eredménye és a megfigyelt magasabb GFAP expresszio is
alatamasztja.

Eredményeink alapjan a lézeres beavatkozds kisebb miitéti stresszt jelent az
epithelsejtek szamara, mint a manudlis capsulotomia. A markans morfologiai, citoszkeletalis
valtozasok és a megvaltozott génexpresszid6 manualis capsulotomia utan a sejt-Sejt
kommunikécio valtozésat, a sejtek megvaltozott kontrakcids és migracios képességét jelzi, ami
epithelialis-mesenchymalis atalakulast és posztoperativ hatsd tok fibrosis kialakulasat
eredményezheti. Femtoszekundumos lézer-asszisztalt capsulotomia utdn enyhébb morfologiai
¢s citoszkeletalis valtozasok jelentek meg, ami alapjan valészintileg kevesebb, a lencsetokban
esetlegesen visszamaradt epithelsejtben torténhet epithelialis-mesenchymalis atalakulas, ami

csokkentheti a posztoperativ hatso tok fibrosis kialakulasanak kockazatat.

UJ EREDMENYEK OSSZEFOGLALASA

Kimutattuk, hogy a sziirkehalyog miitét soran eltavolitott eliilsé lencsetokban tobb
epithelsejt esetében figyelhetd meg degeneracid az eliilsd capsulotomias nyilas manualis
képzése esetén, mint 1ézer-asszisztalt capsulotomia utan, de a kiilonbség nem volt szignifikans.

A manudlis capsulotomia sordn az epithelsejtek nagyobb ardnydban detektaltuk
apoptotikus folyamatokra jellemz6 molekuldk expressziojat.

Megfigyeltiik, hogy a manudlisan elvégzett capsulotomia sordn fellépd mechanikai
Stressz jelentds hatast fejtett ki a lencsetok epithelsejtek citoszkeletonjara. Kimutattuk, hogy a
femtoszekundumos 1ézerrel végzett capsulotomia utan az epithelsejtek citoplazmajaban
megfigyelhetd aktin citoszkeleton a normal aktin citoszkeletonhoz hasonlitott, szemben a
manualisan elvégzett miitétbol szarmaz6 mintékkal, ahol a sejteken beliil aktin szigeteket, a
sejtek kozott pedig résképzddést lattunk. Feltételezziik, hogy a fenti eltérések a manualis miitét
soran alkalmazott az eliilsé lencsetok feszitése és nyujtasa miatt alakultak ki.

Eredményeink egyértelmiien arra utalnak, hogy bar mindkét modszer tokéletesen
alkalmas a sziirkehdlyog mitét sordn alkalmazott capsulotomia elvégzésére, a
femtoszekundumos 1ézerrel végzett bemetszés kisebb mechanikai stresszt jelent a sejtek

szamara.
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Klinika korabbi igazgatojanak és dr. Abraham Hajnalkdnak a PTE AOK Orvosi Biologiai
Intézet ¢és Kozponti Elektronmirkoszkopos Laboratorium intézetigazgatojanak —segité
utmutatasait a PhD tanulméanyi éveim alatt.
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Végiil, de nem utols6 sorban, koszondm csalddomnak, hogy mindig mindenben

mellettem élltak, és timogattak.

A munkat részben a PTE AOK belsé kutatasi alapja, (AOK-KA-2013-14/24) tamogatta,
valamint az EFOP-3.6.1-16-2016-00004 projekt az EFOP-3.6.3-VEKOP-16-2017-00009, a
GINOP-2.3.2-15-2016-00036 tdmogatta, valamint a TKP2020-1KA-08 szdmu projekt, amely a
Nemzeti Kutatasi Fejlesztési és Innovaciés Alapbol biztositott timogatassal, a Témateriileti
Kivalésagi Program 2020 (2020-4.1.1-TKP2020) palyazati program finanszirozasaban valosult

meg.
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