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Útdráttur 

Skaði á hornhimnu vegna slysa og sjúkdóma er ein algengasta orsök blindu og 
algengasta líffæraígræðslan. Skortur á hornhimnum frá látnum gjöfum kallar á nýjar 
leiðir til að lagfæra hornhimnur. Hér var leitað leiða til að endurbæta hornhimnur með 
stofnfrumum úr mennskum fósturvísum. Markmið þessarar rannsóknar var að skoða 
hvort að stofnfrumur úr fósturvísum tjáðu ensímið Na+/K+-ATPase eftir ræktun á 
Descemet himnu. Stofnfrumur af stofnfrumulínu SA181 úr mennskum fósturvísum 
voru ræktaðar og settar á Descemet himnuna sem hafði verið hreinsuð að hluta af 
endothelium frumum. Frumurnar voru ræktaðar í allt að 21 dag á Descemet 
himnunni.Stofnfrumunum hafði verið breytt erfðafræðilega til að tjá flúrljómandi 
grænt prótein og voru því auðþekkjanlegar í gegnum ræktunarferlið. Til að greina 
hvort stofnfrumurnar breyttust í endothelium frumur var monoclonal mótefni fyrir 
Na+/K+-ATPase notað. Myndgreining var gerð með Nikon flúrljóm smásjá með 
DAPI, TRITC og FITC filterum. Niðurstöður ónæmisvefjalitunar voru að ágræddu 
frumurnar formuðu endothelium líkt frumulag og tjáðu ensímið Na+/K+-ATPase. 
Niðurstöðurnar sýna að mögulegt er að græða stofnfrumur úr fósturvísum á Descamet 
himnu þegar endothelium frumur hafa verið fjarlægðar að hluta, og hægt er að fá 
þessar frumur til að sérhæfast í endothelium líkar frumur in vitro.  
 

Lykilorð: Endothel frumur, stofnfrumur úr fósturvísum, Na+/K+-ATPase, Descemet 

himna, hornhimna, ónæmisvefjalitun 
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Abstract 

Corneal damage due to disease and accidents is one of the leading causes of blindness 
in the world, and one of the most frequently transplanted organs. Corneas are 
procured from deceased donors and are therefore in extremely limited supply. This 
lack of corneas calls for new ways of healing corneas and in this research human 
embryonic stem cells were used to regenerate the Descemet membrane of the cornea. 
The goal of this study was to assess whether stem cells expressed the enzyme 
Na+/K+-ATPase after being grown on the Descemet membrane. Stem cells of stem 
cell line SA181 which had been genetically transformed to express green fluorescent 
protein were easily recognisable throughout the transfection procedure. The stem cells 
were cultured and put on the Descemet membrane that had been partially scraped 
clean of endothelial cells. To determine weather the stem cells changed into corneal 
endothelial cells, a monoclonal antibody for the enzyme Na+/K+-ATPase was used. 
The expression of Na+/K+-ATPase, was analysed with immunohistochemistry and 
photographed with a Nikon fluorescence microscope equipped with DAPI, TRITC 
and FITC filters. The results show that the transplanted cells formed an endothelial-
like cell layer and expressed Na+/K+-ATPase. The results show that it is possible to 
transplant human embryonic stem cells onto a Descemet membrane and get the cells 
to differentiate into endothelial like cells in vitro. 
 
Keywords: Endothelium, human embryonic stem cells, HESC, Na+/K+-ATPase, 

Descemet membrane, cornea, immunohistochemistry 
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Notkun stofnfrumna til endurbyggingar hornhimnu 

Sjón er eitt aðalskynfæri mannsins og stór hluti heilans er tileinkaður úrvinnslu 

sjónáreita. Margir tapa sjón að hluta eða fullu á ári hverju og eiga takmarkaða 

möguleika á endurheimt hennar. Hornhimnan er ábyrg fyrir 2/3 af ljósbroti augans og 

heilleiki hennar og heilbrigði gegna veigamiklu hlutverki í sjón mannsins. Hlutverk 

hennar er að varpa ljósi sem kemur inn í augað frá umhverfinu áfram til ljósviðtaka í 

auganu. Til þess að hornnhimnan geti gengt hlutverki sínu þarf hún að vera heilbrigð, 

en ýmsir sjúkdómar herja á hana sem valda bjúg, skýmyndun eða öðrum meinum sem 

skaða getu hennar til að varpa ljósi. Sjúkdómar og áverkar á hornhimnu valda oft tapi 

á gegnsæi hennar. Með stofnfrumumeðferð á sköðuðum hornhimnum má endurbyggja 

þær og endurheimta gegnsæi. Markmið rannsóknarinnar var að skoða tjáningu 

Na+/K+-ATPase í ígræddum stofnfrumum á Descemets himnu hornhimnunnar í auga 

úr manni. 

 

Uppbygging augans 

Augað er skiptist í þrjú lög um þversnið: ytra-, mið- og innsta lag, frá snertingu við 

ytra umhverfi og eftir því sem lengra gengur inn í hauskúpuna, líkt og sjá má í mynd 

1. Ytra lagið er augnhvíta (e. sclera), hvítur verndarvefur úr kollageni sem umlykur 

augað nema þar sem hornhimnan (e. cornea) tekur við að miðju framanverðu auganu 

(Watkinson og Seewoodhary, 2007). Mót hornhimnu og augnhvítu kallast limbus. 

Hornhimnan er gegnsæ, æðalaus himna fremst í auganu sem beinir ljósi til 

sjónhimnunnar (e. retina) í innsta lagi augans. Hornhimnan fær taugar frá fimmtu 

heilataug og um 70 taugaþræðir ná til ysta lags hennar sem eru ábyrgir fyrir skynjun 

áreita. Hornhimnan er byggð upp af fimm lögum sem eru verndandi fyrir innri vefi og 

varpa á sama tíma ljósi áfram til sjónhimnunnar  



TJÁNING Na+/K+-ATPase á DESCEMET HIMNU	  

	   4	  

 Miðlag augans er lithimnan (e. iris) sem stýrir ljósmagni sem kemst inn um 

augastein (e. lens) sem beinir ljósi áfram til sjónhimnunnar (Watkinson og 

Seewoodhary, 2007).  Brárbaugur (e. ciliary body) umlykur linsuna og samanstendur 

af ciliary processes sem seytir augnvökva, og brárvöðva (e. ciliary muscle) sem stýrir 

lögun augasteins til að nema áreiti í ólíkri fjarlægð. Æðahimnan (e. choroid) sem 

liggur á milli hvítu og sjónhimnu þekur aftari hluta augans og færir súrefni og aðra 

næringu til æðalausrar sjónhimnunar. Innsta lag augans er sjónhimnan sem þekur 

afturhluta augans og er uppbyggð af tíu lögum, sem hafa flókið taugakerfi. Það breytir 

ljósgeyslum í rafboð, sem send eru til sjóntaugarinnar (e. optic nerve) og áfram til 

sjónsvæðis á sjónberki heila. Blindi bletturinn (e. optic disk) er svæði á sjónhimnu 

aftast í auganu þar sem æðar og taugaþræðir yfirgefa augað og þar eru engir 

ljósviðtakar, sem annars þekja sjónhimnuna. 

 

  

 

Mynd 1. Uppbygging augans. 
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Uppbyggingu og lögun augans er viðhaldið af tveimur vökvum, glervökva og 

augnvökva. Glervökvi (e. vitreous humour, vitreous body) er glær, æðalaus og 

gelkenndur enda þarf ljós að komast í gegnum hann. Hann fyllir upp í stóran hluta 

augans (e. vitreous cavity) og liggur á milli augasteins og sjónhimnunnar (Neal o.fl., 

2005). Glervökvinn er að mestu til staðar við fæðingu og endurnýjar sig ekki í kjölfar 

skaða (Neal, o.fl., 2005). Vökvinn viðheldur lögun augans og tærleika ásamt því að 

veita augasteininum næringu. Glervökvinn er samsettur úr 99% vatn ásamt 1% 

kollageni og hyaluronic sýru (Watkinson og Seewoodhary, 2007).  

 Augnvökvi (e. aqueous humour) er með sömu jónasamsetningu og 

innihaldsefni og blóðvökvi (e. plasma) en þrýstingur augnvökva er ögn hærri en 

blóðvökva (Watkinson og Seewoodhary, 2007). Hlutverk augnvökvans er að sjá 

augasteini fyrir næringu og hann sér hornhimnunni einnig fyrir öllum næringarefnum 

að súrefni undanskildu og berast þau í gegnum endothelium frumulagið (Bonanno, 

2012). Þar að auki veitir hann auganu þrýsting sem hjálpar til við að halda lögun þess 

(Etiher, Read, og Chan, 2004). Augnvökva er að finna í fremra augnhólfi (e. anterior 

chamber) sem er svæðið milli hornhimnu og augasteins og aftara augnhólfi (e. 

posterior chamber) sem er milli lithimnu, augasteins og brárbaugs (Ethier, o.fl., 2004). 

Legu augnhólfanna má sjá á mynd 1. Augnþrýstingur stjórnast af magni augnvökva 

sem framleiddur er af þekjuvef brárbaugs og viðnámi á útflæði. Frárennsli augnvökva 

úr auganu er eftir tveimur leiðum; annars vegar um æðanet í bjálka (e. trabecular 

meshwork) í gegnum Schlemm göngin og aqueous æðina og í episcleral æðakerfið út 

í blóðrás og hins vegar í gegnum æðahjúpsbrautir (e. uveal meshwork; Watkinson og 

Seewoodhary, 2007). 
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Hornhimna 

Hornhimnan er tær himna sem liggur fremst á auganu og er fyrsti snertiflötur fyrir 

sjónáreiti sem kemur inn í taugakerfið. Tærleiki hornhimnunnar er nauðsynlegur til 

þess að sjónskynjun sé góð enda er hornhimnan ábyrg fyrir 2/3 hluta ljósbrots augans 

(Joyce, 2003).Við of mikinn augnþrýsting getur hornhimnan orðið bólgin en það getur 

gengið til baka sé þrýstingnum aflétt (Maurice, 1957). Hornhimna fullorðinna er 

samsett af þremur frumulögum; epithelium, stroma og endothelium sem eru aðskilin 

með tveimur grunnhimnum: Bowmans og Descemets himnum sem sjá má á mynd 2. Í 

kringum hornhimnuna er limbus sem er um 1,5mm breiður hringur á æðaríku svæði á 

mótum hornhimnu og hvítunnar (Boulton og Albon, 2004). Slímhúð augans (e. 

conjunctiva) er til hliðar við limbus og er æðarík og inniheldur slímfrumur (e. goblet 

cells) sem halda yfirborði augans röku.  

 

Mynd 2. Fimm lög hornhimnu (Morgan, 2004). 

 

 Ysta lag hornhimnunnar, sem mætir umhverfinu, er epithelium lagið sem er  

5-7 frumur á þykkt og er um 10% af heildarþykkt hornhimnunnar (Ahmad o.fl., 

2010). Epithelial frumulaginu er mætt af Bowmans himnu að aftan. Minnstu 

breytingar í samsetningu frumna á þessu svæði geta haft mikil og slæm áhrif á 
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sjónskerpu og vörn augans. Undir Bowmans himnunni liggur stroma sem er æðalaust 

lag og tæplega 90% af heildarþykkt hornhimnunnar. Aðal uppbygging stroma eru 

kollagentrefjar, vatn og dreifðar sérhæfðar bandvefsfrumur (e. keratocytes). Aftan við 

stromað er Descemet himnan sem er þunn grunnhimna uppbyggð af kollageni af 

tegund IV (Hyun-Ju, Yang-Hwan, Jae-Il, Jeong-Keuk og Jae-Chan, 2006).  

 Endothel frumur mynda einfalt frumulag sem skilur milli stroma og fremra 

augnhólfs (Joyce, 2003). Frumurnar stjórna flæði uppleystra efna og vatns með dælu 

yfir um aftari hluta hornhimnunnar og gegna einstöku hlutverki í að viðhalda tærleika 

hornhimnunnar. Endothelium frumur seyta kollageni sem myndar Descemets himnu 

sem er grunnhimna. Í fullorðnu fólki er himnan tvöföld og aðskilin. Hlutinn sem 

verður til fyrir fæðingu er fremri hluti himnunnar og er rákóttur (e. banded). Himnan 

er mjög þunn við fæðingu en þykknar með aldri og í gegnum lífið viðhalda 

endothelium frumur himnunni með því að seyta kollageni, en kollagenið sem bætist 

við eftir fæðingu er ekki rákótt. Grunnlægur hluti endothelium frumna liggur á 

Descemet himnunni (Bourne, 2003). 

 Endothelium frumulagið er í beinni snertingu við augnvökva í aftari hluta 

augans og viðheldur tærleika hornhimnunnar með því að dæla vatni út úr stroma, sem 

kemur í veg fyrir bjúg í hornhimnunni (Bonenna, 2012). Truflun í virkni endothelium 

frumna leiðir til vökvauppsöfnunar í stroma, sundrungar á kollagen þráðum og 

skýmyndurnar (e. opacification) hornhimnunnar og þar með blindu.  

 

Endothel frumur í hornhimnu 

Endothelium lag hornhimnunnar er einfalt frumulag sem liggur á Descemet himnunni. 

Endothelium frumur í ungu heilbrigðu fólki eru marghyrndar, um það bil 4-6µm 

þykkar og um 20 µm breiðar (Joyce, 2003). Frumurnar eru með hárri þéttni hvatbera, 
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en frumulagið tvístrar mjög litlu ljósi vegna takmarkaðrar þykktar sinnar. 

Endothelium frumur í mönnum fjölga sér ekki með frumuskiptingu og því hefur 

öldrun og skaði langtímaáhrif á eftirlifandi frumur og virkni þeirra. Einkennandi fyrir 

endothelium frumur er sexhyrnt sköpulag sem má sjá á mynd 3, en um 60% 

endothelium frumna eru sexhyrndar í heilbrigðu fólki (Doughty, 1998). Frumurnar 

raðast í mynstur og á milli þeirra er oft að finna heilbrigðar frumur með 4-8 hliðum. 

Mikilvægt er að greina á milli heilbrigðra ósexhyrndra frumna og frumna sem hafa 

tapað sexhyrndu lagi sínu vegna sjúkdóma eða annars skaða. 

 

Mynd 3. Endothelium frumur í heilbrigðum einstakling (Bourne, 2003). 

 Aktín þræðir á toppi endothelium frumna viðhalda lögun þeirra og miðla 

hreyfingu (Joyce, 2003). Þéttmót (e. tight junctions) eru staðsett ofanvert hliðlægt á 

himnum frumnanna og tengja þær saman en geta einnig leyft jónaflutning í 

augnvökva um frumulagið milli frumna. Gloppumót (e. gap junctions) eru staðsett 

hliðlægt á plasmahimnunum framanvert við þéttmótin og tengja umfrymi frumnanna 

saman, sem gerir tjáskipti um rafboð milli frumna möguleg  
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 Endothelium frumulagið hefur tvíþætta virkni (Joyce, 2003). Annars vegar 

virkar það sem gegndræpur þröskuldur fyrir flæði augnvökva inn í vatnssækið stroma 

lagið og hins vegar hefur það virkni sem Na+/K+-ATPase dæla sem dælir vökva út úr 

stroma laginu. Stroma hefur tilhneygingu til bjúgmyndunar og jafnvægi er ekki í 

vökvabúskap hennar nema Na+/K+-ATPase dælan og gegndræpi þröskuldurinn hleypi 

í gegnum sig jöfnu magni vökva í sitthvora áttina. Einnig er að finna fjölda annara 

tegunda jónaganga í endothelium frumulaginu (Bonanno, 2003).  

 Þéttni endothelium frumna er hæst fyrsta mánuð í lífi barns eða um 6.000 

frumur/mm2 en minnkar í 3.500 frumur/mm2 við 5 ára aldur (Bourne, 2003). Á þessu 

tímabili vex hornhimnan mikið og er að hluta ábyrg fyrir tapi á þéttni en endothelium 

frumum fækkar einnig. Með hækkandi aldri minnkar þéttnin áfram, um 0,6% á ári 

sem þýðir að meðalþéttni er 3.400 frumur/mm2 við 15 ára aldur til 2.300 frumur/mm2 

við 85 ára aldur. Til þess að endothelium lagið geti viðhaldið eðlilegri virkni sinni má 

þéttnin ekki fara niður fyrir 2.000 frumur/mm2 (Bourne, 2003) ogtærleiki hverfur 

þegar þéttni er minni en um 400-500 frumur/mm2 (Joyce, 2012). 

Hornhimnan tapar stöðugt þykkt í gegnum lífið með fækkun frumna, sem 

sýnir að frumurnar eru að fletjast út (Galgauskas, Norvydaitė, Krasauskaitė, Stech, og 

Ašoklis, 2013). Murphy o.fl. (1984) sýndu fram á að fjöldi endothelium frumna við 

fæðingu er mjög nálægt fjölda á öðrum þriðjungi meðgöngu og að ólínuleg fækkun 

endothelium frumna ætti sér stað fyrstu árin frá fæðingu. Þessi uppgötvun leiddi til 

þeirrar niðurstöðu að frumuskipting stuðli ekki að þéttni endothelium lagsins umfram 

annan þriðjung meðgöngu. 

 



TJÁNING Na+/K+-ATPase á DESCEMET HIMNU	  

	   10	  

 

Mynd 4.  Áhrif aldurs á þéttni endothelium frumna í hornhimnu frá fósturskeiði til 100 

ára aldurs (Murphy o.fl., 1984). 

 Ef skaði verður á endothelium frumulaginu sem hefur í för með sér óhóflega 

fækkun þá virkar frumulagið ekki lengur sem skil milli stroma og fremra augnhólfs 

sem hefur í för með sér að vökvaflæði augnvökvans til stroma verður stjórnlaust og 

getur valdið bjúg í hornhimnunni, minnkuðum tærleika og sjónskerpu (Joyce, 2003). Í 

öðrum vef væri smávægilegur skaði á frumum ekki vandamál, en endothelium frumur 

í hornhimnu skipta sér ekki þar sem að þær eru fastar í G1 fasa frumuhringsins 

(Joyce, 2005).  

Yfirleitt er nægt umframmagn endothelium frumna til þess að viðhalda 

vökvastjórnun endothelsins allt lífið, þrátt fyrir eðlilegan aldurstengdan frumudauða. 

Hins vegar getur komið fram minnkun í þéttni sem er umfram eðlilegar breytingar, átt 

og raskað jafnvægi Na+/K+-ATPase dælunnar (Edelhauser, 2000). Nýlegar rannsóknir 
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benda til þess að aquaporins, sem eru himnubundin prótein, gegni einnig hlutverki í 

þessari virkni (Joyce, 2003). 

 

Skaði á endothelium frumum 

Skaði á hornhimnu er önnur algengasta orsök blindu í heiminum á eftir skýi á 

augastein (Whitcher, Srinivasan og Upadhyay, 2001). Hornhimnan getur skaðast á 

marga vegu, svo sem með aldurstengdum breytingum, sjúkdómum, skurðaðgerðum 

og slysum. Rannsóknir á gróandi sárum á endothelium frumum sýna að í kjölfar 

fækkunar á frumum fletjast þær frumur sem eru eftir, út til að teygja sig yfir sárin 

(Kaufman og Katz, 1977) með því tapast sexhyrnd lögun þeirra.  

 

 

Mynd 5. Endothelium frumur í einstakling sem gengið hefur með linsur í mörg ár. 

Frumurnar hafa tapað sexhyrndu sköpulagi sínu og eru af margbreytilegri stærð 

(Bourne, 2003). 
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Í kjölfar áverka getur endothelium haldið áfram að tapa frumum hraðar en eðlilegt 

erog orsakað truflun í endothelium frumulaginu mörgum árum eftir að skaðinn á sér 

stað (Joyce, 2003). Dæmi um slík tilvik er þegar hornhimnuskipti heppnast vel en 

skýmyndun hefst án sjáanlegrar ástæðu mörgum árum síðar (Kaufman og Katz, 

1977).  

 

Sjúkdómar í endothelium frumum 

Skaði á endotheli vegna orsaka sem eiga sér grunn í frumunum sjálfum skiptist í 

fjórar meginorsakir. Í dag er algengasta meðferðin við öllum þessum sjúkdómum 

hornhimnuskipti, en slík aðgerð hefur í för með sér höfnun í allt að 21% tilfella yfir 5 

ára tímabil auk annara fylgikvilla (Rahman, o.fl., 2010), til dæmis minni virkni 

Na+/K+-ATPase (Bourne, 1998). Framfarir í stofnfrumumeðferðum gætu leyst 

hornhimnuskipti af hólmi í mörgum tilvikum. 

 Nokkrir ólíkir sjúkdómar herja á endothelium frumur. Róf erfðasjúkdóma sem 

kallast posterior polymorphous dystrophy (PPD) eru raskanir sem hafa áhrif á bæði 

augu (Bourne, 2003). Í þessum sjúkdómi er að finna epithelial-líkar frumur milli 

endothelium frumna, sem eru óeðliegar og gera verið á ýmsum stöðum í endothelium 

laginu. Annar sjúkdómurinn er meðfædd arfgeng visnun endothelium frumna (e. 

congenital hereditary endothelial dystrophy; CHED), sem herjar á bæði augu. Allt 

endothelium frumulagið er undirlagt við fæðingu með þeim afleiðingum að 

hornhimnan er skýjuð. Mögulegt er að allar þrjár raskanirnar eigi sameigilegan 

erfðafræðilega grunn, en ljóst er að PPD og CHED eru tengdar bæði að uppruna og 

meinafræði.  

 Þriðja meginorsökin er sjúkdómurinn iridocorneal endothelial heilkenni, safn 

þriggja sjúkdóma sem nú er viðurkennt að séu einn og sami sjúkdómurinn, en þá taka 
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endothelium frumur á sig mörg einkenni epithelium frumna; essential iris atropy, 

Chandler's einkenni og Cogan-Reese iris nevus heilkenni (Mergler og Pleyer, 2007). 

Sjúkdómurinn kemur fram á milli þrítugs og fimmtugs og herjar yfirleitt á annað 

augað. Engin erfðafræðileg orsök sjúkdómsins hefur fundist. Skaði á endothelium 

frumum sem ekki fellur undir þessa þrjá sjúkdóma auk Fuchs visnunar hafa saman 

verið kallaðir primary endothelium sjúkdómar (e. primary corneal endotheliopathies) 

af óljósri gerð (e. indeterminate type) eða milli gerða (e. intermediate forms; Bourne, 

2003).  

 

Fuchs visnun og áhrif hennar á endothelium frumur 

Algengasti sjúkdómurinn í endothelium frumum er erfðasjúkdómurinn Fuchs visnun 

(e. dystrophy) sem herjar á bæði augu með þeim afleiðingum að endothelial frumur 

fara smám saman að starfa óeðlilega (Bourne, 2003). Þéttni endothel frumna minnkar 

og frumurnar fletjast út og seyta of miklu magni af óeðlilegri rákaðri (e. banded) 

Descemet himnu sem myndar dropalaga vörtur (e. guttae) aftan á Descemet himnunni. 

Mynd 6 sýnir stórar vörtur sem aflaga sköpulag endothelium frumnanna. Einkennandi 

guttae sjúkdómsins byrja í miðju lagi endothelium frumnanna og dreifist síðar til 

jaðranna sem endar með því að endothelium frumurnar verða polymorphic og 

pleomorphic (Schemdt, Silva, Ziaei og Jurkunas, 2012) 

Rannsóknir (Bourne, 2003) benda til þess að skaði verði fyrst á endothelium 

frumum og síðan minnki hindrunarvirkni frumnanna sem veldur bjúgmyndun í 

hornhimnunni sem tapar tærleika sínum. Sjúkdómurinn orsakast líklega af 

stökkbreytingu í geni sem kóðar fyrir kollagen týpu VIII, sem myndar grunnhimnu 

endothelium frumna, Descemet himnu (Mergler og Pleyer, 2007). Sjúkdómurinn 

kemur fram um 40 ára aldur og er algengari hjá konum en körlum (Iliff, o.fl., 2012) 
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Mynd 6. Fuchs visnun er greinileg á mynd af endothelium frumum þar sem stórar 

vörtur eru á frumunum og raska sköpulagi þeirra (Sheppard, 2012). 

	  
Skemmdir vegna Fuchs visnunar eru fyrst greinanlegar í endothelium lagi 

hornhimnunnar en þegar lengra gengur á sjúkdóminn má greina merki hans í öllum 

lögum hornhimnunnar (Scmedt, o.fl., 2012). Ferli hans er að þéttni endothelium 

frumna minnkar og flæði vökva um hornhimnuna truflast sem veldur bjúgi í 

hornhimnunni og að lokum blindu. Ekki er með fullu vitað hvað veldur sjúkdómnum 

en við rannsóknir á fjölskyldum þar sem sjúkdómurinn kemur fram í mörgum 

kynslóðum, og á aðskildum tilvikum hefur komið í ljós að ákveðin gen eru tengd 

sjúkdómnum og chromasomal loci sem leiðir líkur að um sé að ræða Mendelískt 

erfðamynstur eða flókin erfðamynstur (Biswas, o.fl, 2011; Iliff, Riazuddin og Gottsch, 

2012).  

  

Endothelium skaði af öðrum orsökum 

Endothelium frumur verða fyrir skaða af ýmsum utanaðkomandi orsökum. Þar má 

nefna linsunotkun sem hefur þau áhrif á endothelium frumur að þær verða 
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fjölbreytilegri í stærð (e. polymegethism) og sköpulagi (e. pleomorphism) þar sem að 

sexhyrndum (e. hexagonal) frumum fækkar (Bourne, 2003). Breytingarnar eru taldar 

vera vegna súrefnisskorts þar sem breytingar eru ekki sjáanlegar hjá þeim sem nota 

linsur sem leyfa súrefnisflæði í gegnum sig en hornhimnan þarf einmitt súrefni frá 

ytra umhverfi þar sem að hún er æðalaus. Þrátt fyrir augljós skammtímaáhrif hefur 

ekki verið hægt að sýna fram á áhrif til lengri tíma (Bourne, Hodge og McLaren, 

1999). 

 Skurðaðgerðir á augum eru algengar, en aðallega er um að ræða tvær aðgerðir, 

vegna fjarlægingar augasteina vegna skýmyndunar og hornhimnuskipta (Bourne, 

2003). Í kjölfar augnsteinaaðgerða verður strax umtalsverður skaði og fækkun á 

endothelium frumum og síðan dregur fjórum sinnum hraðar úr fjölda frumna heldur 

en hjá heilbrigðu fólki. Í hornhimnuskiptum fær einstaklingur nýja hornhimnu úr 

látnum gjafa og þær geta verið í mismunandi ástandi, en meðhöndlun við skiptin 

skiptir miklu máli eins og hversu lengi hornhimnurnar eru geymdar í kæli. Eftir að ný 

hornhimna er grædd í augað verður mikill missir endothelial frumna þar sem að þær 

fletjast út og teygja sig yfir í sárabrúnirnar til að þekja sárin.  

Þegar hornhimnur eru teknar úr gjafa eru þær skoðaðar á margvíslegan hátt og 

meðal annars með tilliti til þéttni endothelial frumna. Hornhimnurnar eru síðan lagðar 

í banka ef þær standast skoðun og í kjölfarið bíða þær þar þar til þegi finnst. Hægt er 

að nota hornhimnur úr gömlum (85 ára og eldri) gjöfum með góðum árangri þar sem 

að þær hornhimnur tapa minni þéttni við biðtímann heldur en hornhimnur frá yngri 

gjöfum (yngri en 30 ára) og þéttni endothelium frumna verður nálægt sú sama í lok 

geymslutíma (Gain, o.fl., 2002). 

 Í kjölfar skaða á endothelium frumum verður forritaður frumudauði (e. 

apoptosis) og breytingar í virkni jónaganga (Mergler og Pleyer, 2007). Takmörkuð 
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þekking er til um raflífeðlisfræði og tjáningu jóna í endothelium frumum í hornhimnu 

en mögulegt er að jónavirkni stuðli á einhvern hátt að frumudauðanum.  

 

Endurbætur í kjölfar skaða á endothelium frumum 

Frumur líkamans skipta sér með mítósu til að bæta upp eðlilegan frumudauða í 

gegnum lífsskeið manneskjunnar. Skipting endothelium frumna er hins vegar ekki 

nægilega hröð til þess að gera við sár og einfrumulagið er ekki fært um að bregðast 

við þeim áföllum sem hornhimnan verður fyrir á sama hátt og á öðrum stöðum 

líkamans (Joyce, 2005). In vivo rannsóknir á endothelium frumum hornhimnunnar 

benda til þess að frumurnar hafi eiginleika til þess að skipta sér, en séu fastar í G1 

hluta frumuhringsins og að margir innri og ytri þættir stuðli að því (Joyce, 2003).  

 Matsubara og Tanishima (1983) sýndu fram á að mítósa gegndi aðeins litlu 

hlutverki í viðgerð á endothelium frumum og að tilfærsla frumna væri aðalleið 

endothels til viðgerðar. Síðari rannsóknir (Boulton og Albon, 2004; Joyce, 2003) hafa 

sýnt fram á að ef einungis fáar frumur skemmast þá eigi viðgerðin sér stað með 

tilfærslu með stækkun, nálægra frumna á skemmda svæðið. Tilfærslan á sér stað með 

aflögun frumnanna sem hreyfast til þar til þær ná sambandi við aðra frumu og þá 

stöðvast þær. Viðgerðin veldur því ekki einungis að frumurnar færist til, heldur 

fletjast þær einnig út og tapa sexhyrndu lagi sínu. Í stórum sárum er viðgerðin 

aðallega vegna samhæfðar stækkunar frumna nálægt sárinu og nokkrum röðum fyrir 

aftan brún sársins (Joyce, 2005). 

 

Na+/K+-ATPase dælur 

Endothelium frumur í hornhimnu þurfa að sjá æðalausri hornhimnunni fyrir næringu 

með augnvökva sem dælist inn í stroma (Joyce, 2003). Einnig þarf stroma að vera 
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hæfilega þurr til þess að hún viðhaldi eiginleikum sínum. Straumur vökva inn í stroma 

myndi orsaka bjúgmyndun ef ekki væri fyrir stöðuga dælingu vökvans aftur 

út.Na+/K+-ATPase (natríum- kalín adenósín þrífosfat) dælur er ábyrgar fyrir 

mótvæginu og eru staðsettar basolateralt á himnum endothelial frumna (Jorgensen, 

Hakansson og Karlish, 2003). Na+/K+-ATPase er að finna í plasmahimnum allra 

dýrafrumna og hlutverk þess er meðal annars að viðhalda hvíldarspennu og hafa 

stjórn á umfangi frumna.  

 Kenningin um tvíþætta virkni endothelium útskýrir hvernig vökvastreymi er 

stjórnað í hornhimnunni. David Maurice (1972) setti fram kenninguna um Dælu-

gegndræpi endothelium (e.pump-leak), en hún sýnir fram á hvernig eðlilegri þykkt 

hornhimnunnar er viðhaldið með jafnvægi milli tíðni vökvaflæðis inn í hornhimnuna 

og dælingu umfram vökva út úr hornhimnunni. Jafnvægið helst svo lengi sem 

endothelium frumulagsins er heilbrigt.  

Endothelium þröskuldurinn er myndaður af þéttmótum samofnum 

gloppumótum og viðloðunarmótum (e. adhesion junctions) sem koma í veg fyrir 

umframflæði vökva í stroma. Endothelial dælan er mynduð afNa+/K+-ATPase og 

MG++ háðum bíkarbónat ensímum í hliðlægum plasmahimnum. Na+/K+-ATPase 

dælan stuðlar að passívu vökvaflæði út úr stromanu og aftur inn í augnvökvann 

(Joyce, 2003). Mynd 7sýnir hvernig vökvaflæði er um endothelium frumulagið og 

hvaða jónir streyma um ólík mót milli frumuhimnanna. Aquaporin, sem eru 

himnuprótein, eru einnig talin stuðla að vökvastjórnun í hornhimnunni og er að finna 

á topplægum og hliðlægum himnum endothelial frumna (Bonanno, 2012).  
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Mynd 7. Na+/K+-ATPase dæla og gegndræpur þröskuldur endothelium frumna 

Waring, Bourne, Edelhauser og Kenyon (1982). 

Þéttni Na+/K+-ATPase dælnanna eru 1,5 x 106 dælur fyrir hverja endothelium 

frumu (Huang o.fl., 2003). ATPase dælurnar virka með því að búa til jónaflæði frá 

innanfrumu til utanfrymis sem veldur himnuflæði sem dregur vatn úr stroma yfir í 

augnvökvann. Na+/K+-ATPase dælurnar eru plasmahimnu ensím sem miðla ATP 

háðum skiptum Na+ og K+ yfir plasmahimnuna sem stuðlar að lágu Na+ innan 

frumunnar og háu K+ innan frumunnar, sem einkennir flestar karyotic frumur. Með 

því að nota orku frá vatnsrofi einnar ATP sameindar flytur ensímið 3 Na+ jónir út í 

skiptum fyrir 2 K+ jónir sem eru teknar inn í frumuna. Na+ stigullinn (e. gradient) 

semNa+/K+-ATPase framleiðir útvegar orkuna sem er orkugjafi fyrir flutning vatns, 

jóna, sykurs og amínósýra yfir frumuhimnuna.  

 Að formgerð er Na+/K+-ATPase lítil sameind (e. oligomer), sem er afleiðing 

formunar tveggja megin fjölliða amínósýra (e. polypeptide), α og β undireininga 

(Huang, o.fl., 2003). α undireiningin er himnuprótein með frumumassa um það bil 

112000 Da og er ábyrgt fyrir hvata- og flutningseiginleikum ensímsíns. β 

undireiningin er pólípeptíð sem fer yfir frumu einu sinni og hefur sameindarþyngd á 

milli 40000 og 60000 Da. β undireiningin er nausynlegt fyrir eðlilega virkni Na+/K+-
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ATPase og hefur áhrif á K+ og Na+ tilhneigingu í ensíminu. β undireiningin hefur 

einnig áhrif á að α fjölliða amínósýrurnar vefjist rétt til að stuðla að flutningi til 

plasmahimnunnar. α og β undireiningarnar hafa mismunandi tjáningu og finnast á 

ólíkum stöðum sem bendir til þess að Na+/K+-ATPase samensímin (e. isoformes) hafi 

einstök lífeðlisfræðileg hlutverk og að nákvæm stjórn á tjáningu þeirra sé mikilvæg í 

stjórn virkni ensímanna.  

   

Ónæmisvefjalitun 

Ónæmisvefjalitun (e. immunohistochemistry) er aðferð við greiningu vefja og 

felur í sér notkun litmerkts mótefnis (e. antigen) út öðrum lífverum. Vefjalitunin gerir 

mögulegt að greina hvernig frumur haga sér og tjá sig.  

 

Stofnfrumur 

Stofnfrumur eru ósérhæfðar frumur sem búa yfir þeim eiginleika að geta 

endurnýjað og viðhaldið sjálfum sér en einnig geta þær þroskast í sérhæfðari frumur. 

Stofnfrumur skiptast í tvo meginflokka eftir uppruna þeirra, annars vegar stofnfrumur 

úr fósturvísum (e. embryonic stem cells) og hins vegar vefjastofnfrumur (e. adult stem 

cells, somatic stem cells, tissue stem cells; Ólafur Á. Sveinsson, Þórarinn Guðjónsson 

og Pétur Henry Petersen, 2008 ). Stofnfrumur er að finna víða um líkamann, meðal 

annars í augum þar sem limbal stofnfrumur viðhalda epithelium vefnum (Ahmad o.fl., 

2010).Vefjastofnfrumur hafa tilhneigingu til að sérhæfast strax í ákveðna gerð frumu 

en eru í grunninn marghæfar. 

 Stofnfrumur úr fósturvísum eru ólíkar öðrum stofnfrumum þar sem þær eru 

ósérhæfðar og í raun alhæfar (e. totipotent) og geta í upphafi orðið að hvaða frumum 

sem er (Ahmad o.fl., 2007; Heinz, o.fl., 2006; Thomsen o.fl., 1998). Stofnfrumur úr 
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mennskum fósturvísum eru notaðar í rannsókninni sem eru fengnar úr 

innanfrumumassa fósturvísis á frumstigi þroskunar (e. blastocyst). Fósturvísa á þessu 

stigi einkennir að fyrsta frumusérhæfingin á sér stað sem skiptir frumunum í ytra 

frumulag og innanfrumumassa. Ytra frumulagið er mikilvægt fyrir næringu 

fósturvísisins og mun á endanum þróast í fylgjuna. Ytra frumulagið umlykur 

innanfrumulagið sem samanstendur af frumum sem munu verða að fósturvísinum. 

Stofnfrumur úr fósturvísum eru fengnar úr frumuræktun úr innanfrumumassa 

fósturvísisins á frumstigi. Frumurnar eru marghæfar (e. pluripotent) þar sem þær hafa 

eiginleikann til að þróast í sértækar frumur. Samstarf milli Háskólans í Gautaborg, 

Shalgrenska háskólasjúkrahússins og Cellectis AB hefur leitt af sér að 29 mennskum 

stofnfrumulínum hefur verið komið á stofn (Caisander, o.fl., 2006; Englund o.fl., 

2010; Heins o.fl., 2004)  

Sú staðreynd að endothelium frumur í hornhimnum kanína fjölga sér sjálfar 

getur valdið vandamálum sem rannsóknarhópurinn er meðvitaður um. Í fyrri 

rannsóknum hópsins uxu stofnfrumurnar að brún kanínuvefsins en vefirnir blönduðust 

ekki, sem staðfest hefur verið með ónæmisvefjalitun.  

 Með ónæmisvefjalitun hafa fundist sértækir markers fyrir stofnfrumur, 

progenitor frumur og sérhæfðar frumur (e. fully differentiated cells; Boulton og 

Albon, 2004). Ferlið byggir á sértækum mótefnisvökum (e. epitope) á yfirborði 

frumnanna. Eitt aðal vandamálið við að bera kennsl á markera er að sami 

mótefnisvaki er oft tjáður af bæði stofnfrumum sem og early daugther transient 

amplifying frumum (Davies og Di Girolamo, 2010). Mótefni gegn sameindum sem 

eru tjáð af endothelium frumum eru notuð ásamt rafeinsamásjá (e. electron 

microscopy) til að fylgjast með þroskun stofnfrumnanna. Stofnfrumur úr fósturvísum 

eru auðþekkjanlegar þar sem þær tjá grænt flúrljómandi prótein. Sameindamótefnin 
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OCT4 og GCTM2 voru valin fyrir eiginleika þeirra til að greina mótefnisvaka á 

yfirborði ósérhæfðra stofnfrumna úr fósturvísum. Því er hægt að greina á milli 

stofnfrumna úr fósturvísum, limbal stofnfrumna og endothelium frumna.  

 Til að greina á milli endothelial og epithelial frumna er notast við 64kDa 

cytokeratin 3 (CK3) sem er almennt talinn góður aðgreinir milli þessara frumna (Pitz 

og Moll, 2002). Einnig verður CK15 notað til að greina viðurvist endothelial 

progenitor frumna. Pax6 genið er talið mikilvægt í tilurð sjónar (e. oculugenesis) og 

marker þess er því mikilvægur (Wolosin o.fl., 2004) þar sem að stökkbreyting gensins 

leiðir til augna án lithimna (e. aniridi) og skýmyndunar á hornhimnunni (Davies og Di 

Girolamo, 2010).  

 Til að bera kennsl á endothelium frumuvirkni er Na+/K+-ATPase monoclonal 

mótefni notað, marker fyrir natríum-kalíum ATPase pumpu virkni, ásamt Col8A2, 

marker fyrir alpa 2 keðju týpu af VIII kollageni, sem er stór hluti endothels 

hornhimnunnar, og ZO-1, polyclonal mótefni sem er marker fyrir þéttmót. Einnig 

verður CD31 músar monoclonal mótefni notað, en það bregst sérstaklega við 

glycopróteini sem er tjáð af endothelium frumum (Pusztaszeri o.fl., 2006).  

 

Endurbætur á hornhimnu með stofnfrumum  

Stofnfrumur hafa verið notaðar til að gera við epithelium frumur hornhimnu, 

en ekki endothelium frumur líkt og gerð er tilraun með í þessari rannsókn. Ahmad 

o.fl. (2007) ræktuðu stofnfrumur úr fósturvísum á plötum með kollageni IV, laminin 

og fibronectin með medium skilyrtum með mennskum limbal trefjakímfrumum (e. 

fibroblasts) með þeim árangri að fram komu limbal epithelial líkar frumur sem tjáðu 

próteinin CK3 og CK12 sem er merki um að þær sérhæfist rétt. Homma o.fl. (2004) 

komu stofnfrumum úr fósturvísum til að breyta sér í epithelial líkar frumur úr 
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hornhimnu eftir að frumurnar voru ræktaðar á kollageni IV. Sérhæfðu frumurnar voru 

græddar í skaðaðar hornhimnur í músum með góðum árangri. Hanson o.fl. (2013) 

hafa sýnt fram á að mögulegt er að græða forræktaðar frumur úr mennskum 

stofnfrumum á Bowmans himnu hornhimnu úr manni þar sem að frumurnar tengdust 

himnunni á áhrifaríkan hátt og mynduðu 1-4 frumulög.  

Eitt mikilvægasta undirmarkmið rannsóknarinnar er að hámarka frumuræktun. 

Margar rannsóknir þarf að keyra til að prófa mismunandi in vitro kerfi (hitastig, 

ræktunarumhverfi, mismunandi stofnfrumulínur) til að finna bestu aðstæðurnar. 

Einnig þarf að gera tilraunir með mismunandi þroskastig stofnfrumnanna þegar að 

þær eru settar á Descemet himnuna. Rannsóknarspurningin er: Tjá stofnfrumur 

Na+/K+-ATPase á Descemets himnu eftir meðhöndlun með stofnfrumum úr 

fósturvísum? 
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Aðferð og mælitæki 

Sýni 

Notast var við sex sýnisgler með tveimur aðskildum sýnum af hornhimnu skorinni til 

helminga og aðferðum Hanson o.fl. (2013) fylgt við meðferð þeirra. Hornhimnurnar 

eru fengnar frá sjúklingum sem ganga undir hornhimnuskipti vegna kerataconus eða 

hornhimnusundrunar (e. corneal decompensation) á Mölndal háskólasjúkrahúsinu í 

Gautaborg, Svíþjóð. Hornhimnuhnappurinn er 7,5-8,0 mm í þvermál og haldið í 

minimal essential medium (Invitrogen, Paisley, UK) þar til að skurðaðgerðinni er 

lokið og síðan færður á rannsóknastofu til frekari vinnslu. Fyrir hverja tilraun eru 

endothelial frumur fjarlægðar að hluta af Descemet himnunni með skurðhnífi, áður en 

stofnfrumurnar eru settar á berskjaldaða himnuna. Notkun skurðhnífs getur 

auðveldlega skaðað Descemet himnuna vegna þess að hún er mjög viðkvæm og því 

þarf að gera tilraunir til að finna út hvernig fjarlægja megi endothelium lagið með sem 

öruggustum hætti.  

 

Frumuræktun 

Ósérhæfðar stofnfrumur úr fósturvísum eru undirbúnar af Cellectis AB (Gautaborg, 

Svíþjóð) með aðferðum sem áður hefur verið lýst ítarlega (Lyngholm o.fl., 2008). Í 

stuttu máli eru stofnfrumur úr mennskum fósturvísum af stofnfrumulínu SA181 

(Cellectis, Gautaborg, Svíðþjóð; Heins ofl, 2004) breytt erfðafræðilega eins og lýst 

var af Thyagarajan o.fl. (2008), til að tjá alltaf flúrljómandi grænan lit undir EF1 - α 

promoter. Sýnt hefur verið fram á að frumurnar halda eiginleikum sínum í gegnum 

innleiðingar (e. transfection) ferlið. Græni liturinn er notaður til að auðvelda 

auðkenningu ígræddu frumnanna í time-lapse kerfi og í greiningu með 

ónæmisvefjalitun.  
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 Í upphafi eru stofnfrumurnar ræktaðar í Cellectis DEF-Culture kerfi (DEF-CS; 

Cellectis) sem inniheldur hvorki feeder frumur né neina tegund himnu. Áður en 

frumurnar eru fluttar á Descemet himnu er einsleitum óaðgreindum stofnfrumum úr 

fósturvísum leyft að hefja sérhæfingu (e. differentiation). Frumurnar eru síðan 

ræktaðar í VitroHES (Vitrolife, Gautaborg, Svíþjóð) í 5% Fetal bovine serum (Gibco, 

Paisley, UK) og 10 µg/ml Hygromycin (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) í allt að 22 

daga. Til að leiðbeina stofnfrumunum til að breytast í endothelium frumur 

hornhimnunnar munu þær verða forræktaðar á nanóyfirborði þöktu sameindum sem 

mynda Descemet himnuna. Nanóyfirborðin eru gerð eftir pöntun af Cliene Scientific.  

 Daginn sem stofnfrumurnar eru fluttar á hornhimnuna er sérhæfingarmiðillinn 

(e. differentation medium) fjarlægður og frumurnar hreinsaðar tvisvar með 1× PBS 

+Ca/Mg+ áður en medium er bætt við [VitroHES, 5% FBS og 5 µm af ROCK 

Inhibitor (Y-27632; Sigma-Aldrich, Stokkhólmi, Svíþjóð)]. 

 Frumurnar eru síðan ræktaðar á Descemet himnu, sem hefur verið að fullu eða 

hluta hreinsuð af öllum frumum, í 14-21 daga. Þessi aðferð gefur kost á að skrá 

stofnfrumu þyrpingar og þenslu yfir á Descemet himnuna. Á þessu tímabili er 

samvirkni milli ígræddu og viðtaka frumnanna skráð í gegnum time lapse ljósmyndun 

sem gefur mikilvægar upplýsingar um vaxtarhraða og mynstur. Time-lapse kerfinu 

hefur verið lýst áður (Hardarson o.fl., 2004) en í stuttu máli er kerfið byggt í kringum 

lítinn hitakassa sem er staðsettur á smásjá á hvolfi, tengdri bæði forblönduðu gasi (6% 

CO2, 5% O2, og 89% N2) og ytri hita til þess að skapa lífeðlislegar ræktunar aðstæður. 

Myndir eru teknar á 10 mínútna fresti allt ræktunar tímabilið og notaðar til að búa til 

time lapse myndband sem skráð er á tölvu. Medium er skipt út reglulega, á 2-3 daga 

fresti allan ræktunar tímann.  
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  Eftir ræktun eru hornhimnurnar græddar í kanínur til að athuga hvernig virkni 

þeirra er in vivo og hvernig gegnsæi er. Í fyrri rannsóknum voru hornhimnurnar í 

kanínum í 1- 4 daga til að komast hjá ónæmisviðbrögðum. Núna verður tímaramminn 

lengdur þar sem komið hefur í ljós að mögulegt ætti að vera að hafa ígræddu 

hornhimnurnar í kanínum í allt að 14 daga. Dýrunum verður síðan fórnað og 

hornhimnurnar fjarlægðar. Allar aðferðir verða í samræmi við lög og reglur og 

dýravernd og notkun dýra í tilraunum.  

 Eftir festingu (e. fixation) eru gjafahornhimnurnar skornar í helminga, 

hlutarnir settir í botn málmíláts sem er fyllt með parafíni. Plastgrind er síðan fest við 

ílátið og fyllt upp að brún með parafíni. Sýnið er síðan sett í frysti við -20°C.  

 Þverskurðir um það bil 5 µm eru gerðir með vefjaskera (Slide 2002 Compact, 

Produkte fur die Medizin AG, Berlín, Þýskaland) og settir á 76x26 mm varmastöðug  

sýnisgler (Thermo Scientific, Gerhard Menzel GmbH, Braunschweig, Þýskalandi). 

Sýnisglerin eru sett í hitakassa (B8054, Termaks, Bergen, Noregi) við 57ºC í eina 

klukkustund. Vefjaþynnurnar eru hreinsaðar af parafíni með því að setja þær tvisvar í 

kaf í 99% Isopropanol í 5 mínútur er hvort skipti, einu sinni í 95% Isopropanól í 5 

mínútur, einu sinni í 70% Isopropanól í 5 mínútur og síðan eru sýnin sett í eimað vatn 

í 5 mínútur. Ferlið er síðan endurtekið og að lokum eru sýnisglerin þurrkuð varlega. 

 Sýnin á glerjunum eru hringuð með parafíni. Síðan eru vefjasýnin hreinsuð 

með fósfat buffer (e. phosphate buffer saline) tvisvar í 5 mínútur í hvort skipti. Síðan 

eru þær meðhöndlaðar með Proteinase K (Sigma-Aldrich, St. Louis, Bandaríkin) í 10 

mínútur og í kjölfarið hreinsaðar með fósfat buffer. Eftir það er 5% lausn af normal 

geita sermi (Vector Laboratories Inc, Burlingame, Bandaríkin) í buffer sett á í 30 

mínútur. Í kjölfar þessara skrefa eru fyrsta stigs mótefnin sett á og sýnin í kæli í 



TJÁNING Na+/K+-ATPase á DESCEMET HIMNU	  

	   26	  

rökum ljósheldum kassa yfir nótt. Fyrsta stigs mótefnið er monoclonalNa+/K+-ATPase 

mótefni og er í blöndinni 1/100 í fósfat buffer.  

 Morguninn eftir eru vefjasýnin hreinsuð með buffer í 5 mínútur tvisvar. Seinni 

mótefnin (Alexa Flour goat anti-mouse eða antirabbit ab; Invitrogen, Eugene, OR, 

Bandaríkin) eru sett á í 3 klukkustundir í blöndunni 1/200 í buffer. Sýnisglerin eru 

síðan hreinsuð einu sinni enn með buffer áður en að lítill dropi af mounting medium 

fyrir flúrljómun með DAPI (Vectashield, Vector Laboratories Inc, Burlingame, USA) 

er settur á og vefurinn innsiglaður með þunnu sýnisgleri. Á hverju sýnisgleri eru tvö 

aðskilin sýni og annað þeirra er control, sem er meðhöndlað eins að öllu leiti nema að 

í stað fyrsta stigs mótefnis er notast við fósfat buffer. 

 

Myndgreining 

Sýnisglerin eru skoðuð og mynduð með Nikon flúrljóm smásjá með DAPI, TRITC og 

FITC filterum (360, 490 og 570 nm). Rafeindasmásjá verður notuð á sýnisglerin til að 

greina merki þess að frumurnar séu að taka á sig endothelial sköpulag eða tengjast 

saman, til dæmis um gloppumót. Einnig mun sérfræðingur í Möndal augnbankanum í 

Svíþjóð skoða hornhimnurnar og leita eftir merkjum um að ígræddu stofnfrumurnar 

hafi tekið á sig hefðbundið sexhyrnt lag endothelial frumna. 

 

Framkvæmd 

Tilraunirnar voru framkvæmdar að Borgum á Akureyri í húsnæði 

Náttúrufræðistofnunar Íslands. 
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Niðurstöður 

Markmið þessarar rannsóknar var að skoða hvort Na+/K+-ATPase tjáðist á 

Descmet himnu eftir meðhöndlun með mennskum fósturvísum. Ónæmisvefjalitun 

leiddi í ljós að stofnfrumurnar höfðu fests við Descemet himnuna og byrjað að tjá 

Na+/K+-ATPase. Myndir 8-11 sýna ónæmisvefjalitaða hornhimnuhnappa í þversniði. 

Frumurnar voru ræktaðar á Descemet himnunni í 14-21 daga. 

	  

 

Mynd 8. Hornhimna mynduð með DAPI filter. Kjarnar frumnanna eru bláir og raðast í 

1-4 frumulög á Descemet himnuna. 

 

Mynd 8 sýnir Descemet himnu myndaða með DAPI filter sem bindst DNA frumum 

án þess að bindast við umfrymið. Blái liturinn sýnir kjarna frumnanna sem raðast í 1-4 

frumulög á Descemet himnuna. Frumurnar eru af margbreytilegri stærð og lögun og 

raðast ekki í eitt lag heldur allt að fjögur.  
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Mynd 9. Hornhimna mynduð með XFITC filter sem sýnir flúrljómandi ágræddu 

stofnfrumurnar og hvernig þær dreifast á Descemet himnuna. 

 

Græni liturinn á mynd 9 sýnir flúrljómandi stofnfrumur úr fósturvísum. Græni liturinn 

greinir á milli frumna sem voru settar á Descamet himnuna og ræktaðar þar og á milli 

þeirra sem fyrir voru.  
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Mynd 10. Tjáning Na+/K+-ATPase á Descemet himnu. Rauði liturinn er mótefnið sem 

sýnir að ágræddu frumurnar tjá mótefni sem eru einkennandi fyrir endothelium 

frumur. 

Rauði liturinn á mynd 10 sýnir að frumurnar tjá eftir ræktun mótefni Na+/K+-

ATPasesemer merki um að stofnrumurnar hafi þroskast og umbreyst í endothelium 

frumur og jónadælurnar raðist í á plasmahimnurnar á endothelium frumunum. Bæði 

stofnfrumur og frumur sem voru fyrir tjá Na+/K+-ATPase.  
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Mynd 11. Samsett mynd úr myndum teknum með DAPI, FITC og TRITC filterum 

sýnir hvernig frumurnar raðast í næstum eitt frumulag fyir miðju og upp í fjórfalt 

frumulag efst. Stofnfrumurnar eru ekki jafnt dreifðar á allan hornhimnuhnappinn. 

	  

Mynd 11 er samsett mynd sem sýnir myndir með öllum filterunum lagðar saman til að 

sýna hvar stofnfrumur eru með ljósari lit og hvernig þær raðast með tilliti til 

frumukjarnanna sem eru bláir.  
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Umræða 

Niðurstöður rannsóknarinnar sýna að ágræddar stofnfrumur á Descemet himnu 

hornhimnunnar tjá Na+/K+-ATPase eftir að hafa verið meðhöndlaðar með 

stofnfrumum úr mennskum fósturvísum. Myndgreining leiðir í ljós að frumurnar 

mynda 1-4 frumulög á Descemet himnunni, en dreifast ekki alveg jafnt á hana. Til að 

hornhimnan virki sem skyldi þarf endothelium frumulagið að vera einfalt líkt og 

venjulegt endothelium frumulag er. Niðurstöðurnar sýna að mögulegt er að búa til 

endothelium frumur úr stofnfrumum in vivo, en frekari rannsóknir þarf til að 

fullkomna aðferðirnar.   

Hanson o.fl., (2013) hafa sýnt fram á að hægt er að græða forræktaðar frumur 

úr mennskum fósturvísum á Bowmans himnu hornhimnunnar og fá þær til að þroskast 

í epithelial líkar frumur. Ljóst er að miklar framfarir eru í rannsóknum með 

stofnfrumum og brátt verður vonandi hægt að rækta öll lög hornhimnunnar úr 

stofnfrumum. Framfarir í stofnfrumumeðferðum eru mikilvægar til að bregðast við 

auknum hornhimnuskorti við augnsjúkdómum. Verði hægt að fullkomna 

stofnfrumumeðferðir við augnsjúkdómum þá eru þær mun æskilegri heldur en 

hornhimnuskipti með tilheyrandi frumutapi og bið fyrir líffæraþega eftir heppilegri 

hornhimnu. Mikilvægt er að finna leiðir sem tryggja að stofnfrumurnar þroskist á 

eðlilegan og fyrirsjáanlegan hátt í öllum lögum hornhimnunnar áður en hægt verður 

að nýta aðferðirnar við aðgerðir á mönnum.  
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