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Utdrattur

Skadi & hornhimnu vegna slysa og sjikdoma er ein algengasta orsok blindu og
algengasta lifferaigraedslan. Skortur & hornhimnum fra latnum gj6fum kallar & nyjar
leidir til ad lagfeera hornhimnur. Hér var leitad leida til ad endurbaeta hornhimnur med
stofnfrumum ar mennskum fosturvisum. Markmid pessarar rannsoknar var ad skoda
hvort ad stofnfrumur ar fosturvisum tjadu ensimid Na/K'-ATPase eftir reektun 4
Descemet himnu. Stofnfrumur af stofnfrumulinu SA181 r mennskum fosturvisum
voru reektadar og settar 4 Descemet himnuna sem hafdi verid hreinsud ad hluta af
endothelium frumum. Frumurnar voru raektadar i allt ad 21 dag 4 Descemet
himnunni.Stofnfrumunum hafoi verid breytt erfoafreedilega til ad tja flirljomandi
grant protein og voru pvi audpekkjanlegar i gegnum reektunarferlid. Til ad greina
hvort stofnfrumurnar breyttust i endothelium frumur var monoclonal moétefni fyrir
Na'/K'-ATPase notad. Myndgreining var gerd med Nikon fliirljom smésja med
DAPI, TRITC og FITC filterum. Nidurstodur 6nemisvefjalitunar voru ad agreddu
frumurnar formudu endothelium likt frumulag og tjadu ensimid Na'/K'-ATPase.
Nidurstodurnar syna ad mogulegt er ad graeda stofnfrumur Ur fosturvisum 4 Descamet
himnu pegar endothelium frumur hafa verid fjarleegdar ad hluta, og haegt er ad fa
pessar frumur til ad sérhefast i endothelium likar frumur in vitro.

Lykilord: Endothel frumur, stofnfrumur ur fésturvisum, Na'/K'-ATPase, Descemet

himna, hornhimna, 6nemisvefjalitun
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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

Sjon er eitt adalskynfzeri mannsins og stor hluti heilans er tileinkadur urvinnslu
sjonareita. Margir tapa sjon ad hluta eda fullu 4 ari hverju og eiga takmarkada
moguleika 4 endurheimt hennar. Hornhimnan er abyrg fyrir 2/3 af lj6sbroti augans og
heilleiki hennar og heilbrigdi gegna veigamiklu hlutverki i sjon mannsins. Hlutverk
hennar er ad varpa 1j6si sem kemur inn i augad fra umhverfinu afram til 1j6svidtaka i
auganu. Til pess ad hornnhimnan geti gengt hlutverki sinu parf hun ad vera heilbrigd,
en ymsir sjukdomar herja 4 hana sem valda bjug, skymyndun eda 6drum meinum sem
skada getu hennar til ad varpa ljosi. Sjukdémar og averkar 4 hornhimnu valda oft tapi
a gegnsai hennar. Med stofnfrumumedferd 4 skodudum hornhimnum mé endurbyggja
paer og endurheimta gegnsaei. Markmid rannsoknarinnar var ad skoda tjaningu
Na'/K'-ATPase i igreeddum stofnfrumum 4 Descemets himnu hornhimnunnar i auga

ar manni.

Uppbygging augans

Augad er skiptist 1 prju 16g um pversnid: ytra-, mid- og innsta lag, {fra snertingu vid
ytra umhverfi og eftir pvi sem lengra gengur inn i hausktipuna, likt og sja mé i mynd
1. Ytra lagio er augnhvita (e. sclera), hvitur verndarvefur ur kollageni sem umlykur
augad nema par sem hornhimnan (e. cornea) tekur vid ad midju framanverdu auganu
(Watkinson og Seewoodhary, 2007). M6t hornhimnu og augnhvitu kallast limbus.
Hornhimnan er gegnsa, @dalaus himna fremst i auganu sem beinir 1josi til
sjonhimnunnar (e. retina) i innsta lagi augans. Hornhimnan far taugar fra fimmtu
heilataug og um 70 taugapraedir na til ysta lags hennar sem eru abyrgir fyrir skynjun
areita. Hornhimnan er byggd upp af fimm l6gum sem eru verndandi fyrir innri vefi og

varpa 4 sama tima 1j6si afram til sjonhimnunnar
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Midlag augans er lithimnan (e. iris) sem styrir l[jdsmagni sem kemst inn um
augastein (e. lens) sem beinir 1j6si afram til sjonhimnunnar (Watkinson og
Seewoodhary, 2007). Brarbaugur (e. ciliary body) umlykur linsuna og samanstendur
af ciliary processes sem seytir augnvokva, og brarvoova (e. ciliary muscle) sem styrir
liggur & milli hvitu og sjonhimnu pekur aftari hluta augans og ferir sirefni og adra
naringu til &dalausrar sjdonhimnunar. Innsta lag augans er sjdonhimnan sem pekur
afturhluta augans og er uppbyggd af tiu 16gum, sem hafa flokid taugakerfi. bad breytir
lj6sgeyslum i ratbod, sem send eru til sjontaugarinnar (e. optic nerve) og afram til
sjonsveadis a sjonberki heila. Blindi bletturinn (e. optic disk) er svaedi 4 sjonhimnu
aftast i auganu par sem @dar og taugapradir yfirgefa augad og par eru engir

lj6svidtakar, sem annars pekja sjdonhimnuna.

Ciliary
Muscle

Posterior Chambe}"‘-.\
(Agqueous Humor) /\

gili;)ry Vitreous T

o !

Cornea \ v Humor  Visual Centralis
~ " Zonular Axis /

Fibers

A e |
Anterior Chamb d Spot ™ Optic
(Aqueous Humor) e

Cortex
| Retina
\ _ Posterior \

Choroid

Iris

Mpynd 1. Uppbygging augans.
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Uppbyggingu og logun augans er vidhaldid af tveimur vokvum, glervokva og
augnvokva. Glervokvi (e. vitreous humour, vitreous body) er gler, @dalaus og
gelkenndur enda parf 1jos ad komast i gegnum hann. Hann fyllir upp i storan hluta
augans (e. vitreous cavity) og liggur 4 milli augasteins og sjonhimnunnar (Neal o.fl.,
2005). Glervokvinn er ad mestu til stadar vid faedingu og endurnyjar sig ekki i kjolfar
skada (Neal, o0.fl., 2005). Vokvinn vidheldur 16gun augans og taerleika dsamt pvi ad
veita augasteininum naringu. Glervokvinn er samsettur ur 99% vatn dsamt 1%
kollageni og hyaluronic syru (Watkinson og Seewoodhary, 2007).

Augnvokvi (e. aqueous humour) er med somu jonasamsetningu og
innihaldsefni og blodvokvi (e. plasma) en prystingur augnvokva er 6gn heerri en
bléovokva (Watkinson og Seewoodhary, 2007). Hlutverk augnvokvans er ad sja
augasteini fyrir neringu og hann sér hornhimnunni einnig fyrir 61lum naringarefnum
a0 surefni undanskildu og berast pau i gegnum endothelium frumulagid (Bonanno,
2012). Par a0 auki veitir hann auganu prysting sem hjalpar til vid ad halda 16gun pess
(Etiher, Read, og Chan, 2004). Augnvokva er ad finna i fremra augnholfi (e. anterior
chamber) sem er svae0id milli hornhimnu og augasteins og aftara augnhdlfi (e.
posterior chamber) sem er milli lithimnu, augasteins og brarbaugs (Ethier, o.fl., 2004).
Legu augnhoélfanna ma sja & mynd 1. Augnprystingur stjornast af magni augnvokva
sem framleiddur er af pekjuvef brarbaugs og vidnami 4 utfleedi. Frarennsli augnvokva
ur auganu er eftir tveimur leidum; annars vegar um @danet i bjalka (e. trabecular
meshwork) i gegnum Schlemm gdéngin og aqueous @dina og i episcleral edakerfid ut
i blodras og hins vegar i gegnum @dahjupsbrautir (e. uveal meshwork; Watkinson og

Seewoodhary, 2007).
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Hornhimna

Hornhimnan er teer himna sem liggur fremst & auganu og er fyrsti snertiflotur fyrir
sjonareiti sem kemur inn i taugakerfid. Terleiki hornhimnunnar er naudsynlegur til
pess ad sjonskynjun sé gdd enda er hornhimnan abyrg fyrir 2/3 hluta lj6sbrots augans
(Joyce, 2003).Vid of mikinn augnprysting getur hornhimnan ordid bolgin en pad getur
gengid til baka sé prystingnum aflétt (Maurice, 1957). Hornhimna fullordinna er
samsett af premur frumulégum; epithelium, stroma og endothelium sem eru adskilin
med tveimur grunnhimnum: Bowmans og Descemets himnum sem sja ma 4 mynd 2. {
kringum hornhimnuna er limbus sem er um 1,5mm breidur hringur 4 &dariku svedi a
moétum hornhimnu og hvitunnar (Boulton og Albon, 2004). Slimhud augans (e.
conjunctiva) er til hlidar vid limbus og er @darik og inniheldur slimfrumur (e. goblet

cells) sem halda yfirbordi augans roku.

Epithelium

Bowman’s layer

Posterior Anterior
cornea Stroma cornea

Descemet’s membrane

Endothelium

Mynd 2. Fimm 16g hornhimnu (Morgan, 2004).

Ysta lag hornhimnunnar, sem matir umhverfinu, er epithelium lagid sem er
5-7 frumur & pykkt og er um 10% af heildarpykkt hornhimnunnar (Ahmad o.fl.,
2010). Epithelial frumulaginu er mett af Bowmans himnu ad aftan. Minnstu

breytingar i samsetningu frumna 4 pessu svadi geta haft mikil og sleem ahrif a
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sjonskerpu og vorn augans. Undir Bowmans himnunni liggur stroma sem er &dalaust
lag og teplega 90% af heildarpykkt hornhimnunnar. Adal uppbygging stroma eru
kollagentrefjar, vatn og dreifdar sérhafdar bandvefsfrumur (e. keratocytes). Aftan vid
stromad er Descemet himnan sem er punn grunnhimna uppbyggd 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
augnholfs (Joyce, 2003). Frumurnar stjorna flaedi uppleystra efna og vatns med delu
yfir um aftari hluta hornhimnunnar og gegna einstdku hlutverki i ad vidhalda terleika
hornhimnunnar. Endothelium frumur seyta kollageni sem myndar Descemets himnu
sem er grunnhimna. { fullordnu folki er himnan tvofold og adskilin. Hlutinn sem
verour til fyrir feedingu er fremri hluti himnunnar og er rakottur (e. banded). Himnan
er mjog punn vid fedingu en pykknar med aldri og 1 gegnum 1ifid vidhalda
endothelium frumur himnunni med pvi ad seyta kollageni, en kollagenid sem baetist
vid eftir fedingu er ekki rakott. Grunnlaegur hluti endothelium frumna liggur &
Descemet himnunni (Bourne, 2003).

Endothelium frumulagio er i beinni snertingu vid augnvokva i aftari hluta
augans og vidheldur terleika hornhimnunnar med pvi ad dela vatni ut r stroma, sem
kemur 1 veg fyrir bjug i hornhimnunni (Bonenna, 2012). Truflun i virkni endothelium
frumna leidir til vokvauppsofnunar i stroma, sundrungar & kollagen pradum og

skymyndurnar (e. opacification) hornhimnunnar og par med blindu.

Endothel frumur i hornhimnu

Endothelium lag hornhimnunnar er einfalt frumulag sem liggur 4 Descemet himnunni.
Endothelium frumur i ungu heilbrigdu folki eru marghyrndar, um pad bil 4-6um

pykkar og um 20 um breidar (Joyce, 2003). Frumurnar eru med harri péttni hvatbera,
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en frumulagid tvistrar mjog litlu 1j6si vegna takmarkadrar pykktar sinnar.
Endothelium frumur i ménnum fj6lga sér ekki med frumuskiptingu og pvi hefur
oldrun og skadi langtimaahrif 4 eftirlifandi frumur og virkni peirra. Einkennandi fyrir
endothelium frumur er sexhyrnt skopulag sem ma sja & mynd 3, en um 60%
endothelium frumna eru sexhyrndar i heilbrigdu folki (Doughty, 1998). Frumurnar
radast i mynstur og 4 milli peirra er oft ad finna heilbrigdar frumur med 4-8 hlidum.
Mikilvegt er ad greina 4 milli heilbrigdra 6sexhyrndra frumna og frumna sem hafa

tapad sexhyrndu lagi sinu vegna sjikdoma eda annars skada.

Mpynd 3. Endothelium frumur i heilbrigdum einstakling (Bourne, 2003).

Aktin praedir & toppi endothelium frumna vidhalda 16gun peirra og midla
hreyfingu (Joyce, 2003). béttmot (e. tight junctions) eru stadsett ofanvert hlidlaegt 4
himnum frumnanna og tengja par saman en geta einnig leyft jonaflutning i
augnvokva um frumulagio milli frumna. Gloppumot (e. gap junctions) eru stadsett
hlidlaegt 4 plasmahimnunum framanvert vid péttmotin og tengja umfrymi frumnanna

saman, sem gerir tjaskipti um rafbod milli frumna moguleg
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Endothelium frumulagid hefur tvipatta virkni (Joyce, 2003). Annars vegar
virkar pad sem gegndrapur proskuldur fyrir fledi augnvokva inn i vatnssaekid stroma
lagid og hins vegar hefur pad virkni sem Na'/K'-ATPase dzla sem delir vokva ut tr
stroma laginu. Stroma hefur tilhneygingu til bjugmyndunar og jafnvegi er ekki i
vokvabuiskap hennar nema Na/K'-ATPase dalan og gegndrapi proskuldurinn hleypi
i gegnum sig jofnu magni vokva i sitthvora attina. Einnig er ad finna fj6lda annara

tegunda jonaganga i endothelium frumulaginu (Bonanno, 2003).

béttni endothelium frumna er hest fyrsta manud i lifi barns eda um 6.000
frumur/mm? en minnkar i 3.500 frumur/mm? vid 5 4ra aldur (Bourne, 2003). A pessu
timabili vex hornhimnan mikid og er ad hluta dbyrg fyrir tapi & péttni en endothelium
frumum fekkar einnig. Med hakkandi aldri minnkar péttnin afram, um 0,6% & ari
sem pydir ad medalpéttni er 3.400 frumur/mm” vid 15 ara aldur til 2.300 frumur/mm®
vid 85 éra aldur. Til pess ad endothelium lagid geti vidhaldid edlilegri virkni sinni mé
péttnin ekki fara nidur fyrir 2.000 frumur/mm?” (Bourne, 2003) ogtzrleiki hverfur
pegar péttni er minni en um 400-500 frumur/mm? (Joyce, 2012).

Hornhimnan tapar stoougt pykkt i gegnum 1ifid med faekkun frumna, sem
synir ad frumurnar eru ad fletjast ut (Galgauskas, Norvydaite, Krasauskaité, Stech, og
ASoklis, 2013). Murphy o.fl. (1984) syndu fram & ad fj61di endothelium frumna vid
faedingu er mjog nalaegt fjolda & 6drum pridjungi medgdngu og ad olinuleg faekkun
endothelium frumna etti sér stad fyrstu arin fra fedingu. Pessi uppgotvun leiddi til
peirrar nidurstodu ad frumuskipting studli ekki ad péttni endothelium lagsins umfram

annan pridjung medgdéngu.
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Mynd 4. Ahrif aldurs & péttni endothelium frumna i hornhimnu fra fésturskeidi til 100

ara aldurs (Murphy o.fl., 1984).

Ef skadi verdur 4 endothelium frumulaginu sem hefur 1 for med sér 6hoflega
faekkun pa virkar frumulagio ekki lengur sem skil milli stroma og fremra augnholfs
sem hefur i for med sér ad vokvafledi augnvokvans til stroma verdur stjérnlaust og
getur valdid bjug i hornhimnunni, minnkudum teerleika og sjonskerpu (Joyce, 2003). 1
00rum vef veeri smavagilegur skadi 4 frumum ekki vandamal, en endothelium frumur
i hornhimnu skipta sér ekki par sem ad per eru fastar i G1 fasa frumuhringsins
(Joyce, 2005).

Yfirleitt er negt umframmagn endothelium frumna til pess ad vidhalda
vokvastjornun endothelsins allt 1ifid, pratt fyrir edlilegan aldurstengdan frumudauda.
Hins vegar getur komid fram minnkun i péttni sem er umfram edlilegar breytingar, att

og raskad jafnvaegi Na'/K'-ATPase dalunnar (Edelhauser, 2000). Nylegar rannsoknir

10
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benda til pess ad aquaporins, sem eru himnubundin prétein, gegni einnig hlutverki i

pessari virkni (Joyce, 2003).

Skaoi a endothelium frumum

Skadi & hornhimnu er 6nnur algengasta orsok blindu i heiminum 4 eftir skyi a
augastein (Whitcher, Srinivasan og Upadhyay, 2001). Hornhimnan getur skadast &
marga vegu, svo sem med aldurstengdum breytingum, sjikdomum, skurdadgerdum
og slysum. Rannsoknir & gréoandi sarum 4 endothelium frumum syna ad i kjolfar
feekkunar 4 frumum fletjast peer frumur sem eru eftir, ut til ad teygja sig yfir sarin

(Kaufman og Katz, 1977) med pvi tapast sexhyrnd 16gun peirra.

Mynd 5. Endothelium frumur i einstakling sem gengid hefur med linsur i morg ar.
Frumurnar hafa tapad sexhyrndu skopulagi sinu og eru af margbreytilegri steerd

(Bourne, 2003).

11
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[ kjolfar averka getur endothelium haldid afram ad tapa frumum hradar en edlilegt
erog orsakad truflun i endothelium frumulaginu mérgum arum eftir ad skadinn & sér
stad (Joyce, 2003). Daemi um slik tilvik er pegar hornhimnuskipti heppnast vel en
skymyndun hefst 4n sjaanlegrar asteedu morgum arum sidar (Kaufman og Katz,

1977).

Sjukdomar i endothelium frumum

Skadi & endotheli vegna orsaka sem eiga sér grunn i frumunum sjalfum skiptist
fjorar meginorsakir. I dag er algengasta medferdin vid 6llum pessum sjukdémum
hornhimnuskipti, en slik adgerd hefur i for med sér hofnun 1 allt ad 21% tilfella yfir 5
ara timabil auk annara fylgikvilla (Rahman, o.fl., 2010), til deemis minni virkni
Na'/K'-ATPase (Bourne, 1998). Framfarir i stofnfrumumedferdum geetu leyst
hornhimnuskipti af hdlmi i mérgum tilvikum.

Nokkrir 6likir sjakdémar herja & endothelium frumur. Rof erfdasjikdoma sem
kallast posterior polymorphous dystrophy (PPD) eru raskanir sem hafa &hrif 4 baedi
augu (Bourne, 2003). { pessum sjukdomi er ad finna epithelial-likar frumur milli
endothelium frumna, sem eru 6edliegar og gera verid 4 ymsum stédum i endothelium
laginu. Annar sjikdomurinn er medfadd arfgeng visnun endothelium frumna (e.
congenital hereditary endothelial dystrophy; CHED), sem herjar 4 badi augu. Allt
endothelium frumulagid er undirlagt vid feedingu med peim afleidingum ad
hornhimnan er skyjud. Mogulegt er ad allar prjar raskanirnar eigi sameigilegan
erfoafreedilega grunn, en ljost er ad PPD og CHED eru tengdar badi ad uppruna og
meinafraedi.

Pridja meginorsokin er sjikdomurinn iridocorneal endothelial heilkenni, safn

priggja sjukdoéma sem nu er vidurkennt ad séu einn og sami sjukdémurinn, en pa taka
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endothelium frumur 4 sig morg einkenni epithelium frumna; essential iris atropy,
Chandler's einkenni og Cogan-Reese iris nevus heilkenni (Mergler og Pleyer, 2007).
Sjukdomurinn kemur fram & milli pritugs og fimmtugs og herjar yfirleitt 4 annad
augad. Engin erfoafradileg orsok sjuikdomsins hefur fundist. Skadi 4 endothelium
frumum sem ekki fellur undir pessa prja sjikdoma auk Fuchs visnunar hafa saman
verid kalladir primary endothelium sjukdomar (e. primary corneal endotheliopathies)
af 0ljosri gerd (e. indeterminate type) eda milli gerda (e. intermediate forms; Bourne,

2003).

Fuchs visnun og dahrif hennar da endothelium frumur

Algengasti sjukdémurinn i endothelium frumum er erfdasjukdémurinn Fuchs visnun
(e. dystrophy) sem herjar 4 badi augu med peim afleidingum ad endothelial frumur
fara smam saman ag starfa 6edlilega (Bourne, 2003). béttni endothel frumna minnkar
og frumurnar fletjast Gt og seyta of miklu magni af 6edlilegri rakadri (e. banded)
Descemet himnu sem myndar dropalaga vortur (e. guttae) aftan 4 Descemet himnunni.
Mynd 6 synir storar vortur sem aflaga skopulag endothelium frumnanna. Einkennandi
guttae sjukdomsins byrja i midju lagi endothelium frumnanna og dreifist sidar til
jadranna sem endar med pvi ad endothelium frumurnar verda polymorphic og
pleomorphic (Schemdt, Silva, Ziaei og Jurkunas, 2012)

Rannsoknir (Bourne, 2003) benda til pess ad skadi verdi fyrst & endothelium
frumum og sidan minnki hindrunarvirkni frumnanna sem veldur bjugmyndun i
hornhimnunni sem tapar terleika sinum. Sjukdémurinn orsakast liklega af
stokkbreytingu i geni sem kodar fyrir kollagen typu VIII, sem myndar grunnhimnu
endothelium frumna, Descemet himnu (Mergler og Pleyer, 2007). Sjuikdomurinn

kemur fram um 40 é4ra aldur og er algengari hja konum en korlum (Iliff, o.fl., 2012)
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Mpynd 6. Fuchs visnun er greinileg 4 mynd af endothelium frumum par sem stérar

vortur eru 4 frumunum og raska skopulagi peirra (Sheppard, 2012).

Skemmdir vegna Fuchs visnunar eru fyrst greinanlegar i endothelium lagi
hornhimnunnar en pegar lengra gengur & sjukdoéminn ma greina merki hans i 61lum
16gum hornhimnunnar (Scmedt, o.fl., 2012). Ferli hans er ad péttni endothelium
frumna minnkar og fl&di vokva um hornhimnuna truflast sem veldur bjugi i
hornhimnunni og ad lokum blindu. Ekki er med fullu vitad hvad veldur sjukdéomnum
en vid rannsoknir 4 fjolskyldum par sem sjukdémurinn kemur fram i moérgum
kynslodum, og & adskildum tilvikum hefur komid i 1j6s ad akvedin gen eru tengd
sjukdomnum og chromasomal loci sem leidir likur a0 um s¢ ad reda Mendeliskt
erfoamynstur eda flokin erfdamynstur (Biswas, o.fl, 2011; Iliff, Riazuddin og Gottsch,

2012).

Endothelium skadi af 6drum orsékum

Endothelium frumur verda fyrir skada af ymsum utanadkomandi orskum. bar ma

nefna linsunotkun sem hefur pau ahrif & endothelium frumur ad paer verda
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fjolbreytilegri i staerd (e. polymegethism) og skopulagi (e. pleomorphism) par sem ad
sexhyrndum (e. hexagonal) frumum faeekkar (Bourne, 2003). Breytingarnar eru taldar
vera vegna surefnisskorts par sem breytingar eru ekki sjaanlegar hja peim sem nota
linsur sem leyfa surefnisfl&di i gegnum sig en hornhimnan parf einmitt strefni fra
ytra umhverfi par sem ad huin er @&0dalaus. Pratt fyrir augljoés skammtimadhrif hefur
ekki verid haegt ad syna fram 4 ahrif til lengri tima (Bourne, Hodge og McLaren,
1999).

Skurdadgerdir 4 augum eru algengar, en adallega er um ad raeda tveer adgerdir,
vegna fjarleegingar augasteina vegna skymyndunar og hornhimnuskipta (Bourne,
2003). 1 kjolfar augnsteinaadgerda verdur strax umtalsverdur skadi og faekkun 4
endothelium frumum og sidan dregur fjorum sinnum hradar ur fjolda frumna heldur
en hja heilbrigdu folki. [ hornhimnuskiptum fzr einstaklingur nyja hornhimnu ur
latnum gjafa og paer geta verid i mismunandi astandi, en medhdndlun vid skiptin
skiptir miklu mali eins og hversu lengi hornhimnurnar eru geymdar i keeli. Eftir ad ny
hornhimna er greedd i augad verdur mikill missir endothelial frumna par sem ad per
fletjast Gt og teygja sig yfir i sarabranirnar til ad pekja sarin.

begar hornhimnur eru teknar ur gjafa eru paer skodadar 4 margvislegan hatt og
medal annars med tilliti til péttni endothelial frumna. Hornhimnurnar eru sidan lagdar
i banka ef per standast skodun og i kjolfarid bida paer par par til pegi finnst. Haegt er
a0 nota hornhimnur ur gémlum (85 ara og eldri) gjofum med goédum drangri par sem
ad par hornhimnur tapa minni péttni vid bidtimann heldur en hornhimnur fra yngri
gjofum (yngri en 30 ara) og péttni endothelium frumna verdur nalegt su sama i lok
geymslutima (Gain, o.fl., 2002).

[ kjolfar skada 4 endothelium frumum verdur forritadur frumudaudi (e.

apoptosis) og breytingar i virkni jonaganga (Mergler og Pleyer, 2007). Takmdrkud
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pekking er til um raflifedlisfredi og tjaningu jona i endothelium frumum i hornhimnu

en mogulegt er ad jonavirkni studli 4 einhvern hatt ad frumudaudanum.

Endurbcetur i kjolfar skada a endothelium frumum

Frumur likamans skipta sér med mitosu til ad baeta upp edlilegan frumudauda i
gegnum lifsskeid manneskjunnar. Skipting endothelium frumna er hins vegar ekki
nagilega hrod til pess ad gera vid sar og einfrumulagid er ekki feert um ad bregdast
vid peim afollum sem hornhimnan verdur fyrir 4 sama hatt og 4 6drum stédum
likamans (Joyce, 2005). In vivo rannsoknir 4 endothelium frumum hornhimnunnar
benda til pess ad frumurnar hafi eiginleika til pess ad skipta sér, en séu fastar i G1
hluta frumuhringsins og ad margir innri og ytri paettir studli ad pvi (Joyce, 2003).
Matsubara og Tanishima (1983) syndu fram 4 ad mitésa gegndi adeins litlu
hlutverki 1 vidgerd 4 endothelium frumum og ad tilfersla frumna veri adalleid
endothels til vidgerdar. Sidari rannsdknir (Boulton og Albon, 2004; Joyce, 2003) hafa
synt fram 4 ad ef einungis faar frumur skemmast pa eigi vidgerdin sér stad med
tilfeerslu med steekkun, nalaegra frumna a4 skemmda sva0id. Tilferslan & sér stad med
aflogun frumnanna sem hreyfast til par til paer nd sambandi vid adra frumu og pa
stodvast paer. Vidgerdin veldur pvi ekki einungis ad frumurnar ferist til, heldur
fletjast paer einnig Ut og tapa sexhyrndu lagi sinu. I storum sarum er vidgerdin
adallega vegna samhafdar stekkunar frumna néalegt sarinu og nokkrum rédum fyrir

aftan brun sarsins (Joyce, 2005).

Na'/K'-ATPase dzlur

Endothelium frumur i hornhimnu purfa ad sja @dalausri hornhimnunni fyrir naeringu

med augnvokva sem dalist inn i stroma (Joyce, 2003). Einnig parf stroma ad vera
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haefilega purr til pess ad hun vidhaldi eiginleikum sinum. Straumur vékva inn i stroma
myndi orsaka bjigmyndun ef ekki veeri fyrir stdduga delingu vokvans aftur
t.Na'/K'-ATPase (natrium- kalin adenosin prifosfat) deelur er abyrgar fyrir
moétvaginu og eru stadsettar basolateralt 4 himnum endothelial frumna (Jorgensen,
Hakansson og Karlish, 2003). Na"/K"-ATPase er ad finna i plasmahimnum allra
dyrafrumna og hlutverk pess er medal annars ad vidhalda hvildarspennu og hafa
stjorn & umfangi frumna.

Kenningin um tvipatta virkni endothelium utskyrir hvernig vokvastreymi er
stjornad i hornhimnunni. David Maurice (1972) setti fram kenninguna um Dzlu-
gegndrepi endothelium (e.pump-leak), en hun synir fram 4 hvernig edlilegri pykkt
hornhimnunnar er vidhaldid med jafnveaegi milli tidni vokvaflaedis inn i hornhimnuna
og delingu umfram vokva Ut ur hornhimnunni. Jafnvaegid helst svo lengi sem
endothelium frumulagsins er heilbrigt.

Endothelium proskuldurinn er myndadur af péttmotum samofnum
gloppumoétum og vidlodunarmétum (e. adhesion junctions) sem koma i veg fyrir
umframflaedi vokva i stroma. Endothelial dzelan er myndud afNa'/K'-ATPase og
MG++ hadum bikarbénat ensimum i hlidleegum plasmahimnum. Na/K'-ATPase
delan studlar ad passivu vokvaflaedi ut ar stromanu og aftur inn i augnvokvann
(Joyce, 2003). Mynd 7synir hvernig vokvafledi er um endothelium frumulagid og
hvada jonir streyma um 6lik moét milli frumuhimnanna. Aquaporin, sem eru
himnuproétein, eru einnig talin studla ad vokvastjornun i hornhimnunni og er ad finna

a toppleegum og hlidleegum himnum endothelial frumna (Bonanno, 2012).

17



TJANING Na'/K"-ATPase 4 DESCEMET HIMNU

STROMA =
B No*  HCOj3
ENDO =T H,0
BARRIER /7 :i2itoec:s
Rz '_.:a_‘:_ NS

BARRIER PUMP =
#<GAP JUNCTION
TIGHT JUNCTION ~ EXTRACELLULAR
PATHWAY

Mynd 7. Na'/K'-ATPase dala og gegndrapur proskuldur endothelium frumna

Waring, Bourne, Edelhauser og Kenyon (1982).

béttni Na'/K -ATPase daelnanna eru 1,5 x 10° daelur fyrir hverja endothelium
frumu (Huang o.fl., 2003). ATPase delurnar virka med pvi ad bua til jonafladi fra
innanfrumu til utanfrymis sem veldur himnuflaedi sem dregur vatn ur stroma yfir i
augnvokvann. Na'/K'-ATPase daelurnar eru plasmahimnu ensim sem midla ATP
hadum skiptum Na+ og K+ yfir plasmahimnuna sem studlar ad 1agu Na+ innan
frumunnar og hau K+ innan frumunnar, sem einkennir flestar karyotic frumur. Med
pvi ad nota orku fra vatnsrofi einnar ATP sameindar flytur ensimid 3 Na+ jonir Gt i
skiptum fyrir 2 K+ jonir sem eru teknar inn i frumuna. Na+ stigullinn (e. gradient)
semNa'/K'-ATPase framleidir Gitvegar orkuna sem er orkugjafi fyrir flutning vatns,
jona, sykurs og aminosyra yfir frumuhimnuna.

Ad formgerd er Na'/K'-ATPase litil sameind (e. oligomer), sem er afleiding
formunar tveggja megin fjollida aminosyra (e. polypeptide), a og B undireininga
(Huang, o.f1., 2003). o undireiningin er himnuproétein med frumumassa um pad bil
112000 Da og er abyrgt fyrir hvata- og flutningseiginleikum ensimsins. 3
undireiningin er pdlipeptid sem fer yfir frumu einu sinni og hefur sameindarpyngd a

milli 40000 og 60000 Da. p undireiningin er nausynlegt fyrir edlilega virkni Na'/K -
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ATPase og hefur ahrif & K+ og Na+ tilhneigingu i ensiminu. § undireiningin hefur
einnig ahrif 4 ad a fjollida amindsyrurnar vefjist rétt til ad studla ad flutningi til
plasmahimnunnar. a og B undireiningarnar hafa mismunandi tjaningu og finnast &
6likum stédum sem bendir til pess ad Na'/K'-ATPase samensimin (e. isoformes) hafi
einstok lifedlisfraedileg hlutverk og ad nakvaem stjorn 4 tjdningu peirra s¢ mikilvaeg i

stjorn virkni ensimanna.

Onzmisvefjalitun

Onamisvefjalitun (e. immunohistochemistry) er adferd vid greiningu vefja og
felur 1 sér notkun litmerkts motefnis (e. antigen) ut 60rum lifverum. Vefjalitunin gerir

mogulegt ad greina hvernig frumur haga sér og tja sig.

Stofnfrumur

Stofnfrumur eru 6sérhafdar frumur sem bua yfir peim eiginleika ad geta
endurnyjad og vidhaldid sjalfum sér en einnig geta paer proskast i sérhaefdari frumur.
Stofnfrumur skiptast 1 tvo meginflokka eftir uppruna peirra, annars vegar stofnfrumur
ur fosturvisum (e. embryonic stem cells) og hins vegar vefjastofnfrumur (e. adult stem
cells, somatic stem cells, tissue stem cells; Olafur A. Sveinsson, Porarinn Gudjonsson
og Pétur Henry Petersen, 2008 ). Stofnfrumur er ad finna vida um likamann, medal
annars i augum par sem limbal stofnfrumur vidhalda epithelium vefnum (Ahmad o.fl.,
2010).Vefjastofnfrumur hafa tilhneigingu til ad sérhefast strax i akvedna gerd frumu
en eru i grunninn margheefar.

Stofnfrumur ur fosturvisum eru dlikar 60rum stofnfrumum par sem par eru
6sérhafdar og 1 raun alhafar (e. totipotent) og geta 1 upphafi ordid ad hvada frumum

sem er (Ahmad o.fl., 2007; Heinz, o.fl., 2006; Thomsen o.fl., 1998). Stofnfrumur Gr
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mennskum fosturvisum eru notadar i rannsoékninni sem eru fengnar tr
innanfrumumassa fosturvisis & frumstigi proskunar (e. blastocyst). Fésturvisa a pessu
stigi einkennir ad fyrsta frumusérhaefingin 4 sér stad sem skiptir frumunum i ytra
frumulag og innanfrumumassa. Ytra frumulagid er mikilvegt fyrir neringu
fosturvisisins og mun 4 endanum proéast i fylgjuna. Ytra frumulagid umlykur
innanfrumulagid sem samanstendur af frumum sem munu verda ad fosturvisinum.
Stofnfrumur ur fosturvisum eru fengnar Gr frumuraktun ur innanfrumumassa
fosturvisisins 4 frumstigi. Frumurnar eru marghaefar (e. pluripotent) par sem par hafa
eiginleikann til ad proast i sérteekar frumur. Samstarf milli Haskolans i Gautaborg,
Shalgrenska haskoélasjukrahtssins og Cellectis AB hefur leitt af sér ad 29 mennskum
stofnfrumulinum hefur verid komid 4 stofn (Caisander, o.fl., 2006; Englund o.fl.,
2010; Heins o.11., 2004)

St stadreynd ad endothelium frumur i hornhimnum kanina fjolga sér sjalfar
getur valdid vandamalum sem rannsoknarhépurinn er medvitadur um. I fyrri
rannsoknum hopsins uxu stofnfrumurnar ad brin kaninuvefsins en vefirnir blondudust
ekki, sem stadfest hefur verid med 6namisvefjalitun.

Med 6namisvefjalitun hafa fundist sértaekir markers fyrir stofnfrumur,
progenitor frumur og sérhefdar frumur (e. fully differentiated cells; Boulton og
Albon, 2004). Ferlio byggir & sértekum moétefnisvokum (e. epitope) 4 yfirbordi
frumnanna. Eitt adal vandamalid vid ad bera kennsl 4 markera er ad sami
motefnisvaki er oft tjadur af badi stofnfrumum sem og early daugther transient
amplifying frumum (Davies og Di Girolamo, 2010). Moétefni gegn sameindum sem
eru tjad af endothelium frumum eru notud asamt rafeinsamasja (e. electron
microscopy) til ad fylgjast med proskun stofnfrumnanna. Stofnfrumur ur fosturvisum

eru audpekkjanlegar par sem paer tja grent flurljdomandi prétein. Sameindamétefnin
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OCT4 og GCTM2 voru valin fyrir eiginleika peirra til ad greina métefnisvaka a
yfirbordi 6sérhefora stofnfrumna r fosturvisum. bvi er haegt ad greina 4 milli
stofnfrumna Ur fosturvisum, limbal stofnfrumna og endothelium frumna.

Til a0 greina & milli endothelial og epithelial frumna er notast vid 64kDa
cytokeratin 3 (CK3) sem er almennt talinn godur adgreinir milli pessara frumna (Pitz
og Moll, 2002). Einnig verdur CK15 notad til ad greina vidurvist endothelial
progenitor frumna. Pax6 genid er talid mikilvegt i tilurd sjonar (e. oculugenesis) og
marker pess er pvi mikilvaegur (Wolosin o.l., 2004) par sem ad stokkbreyting gensins
leidir til augna 4&n lithimna (e. aniridi) og skymyndunar 4 hornhimnunni (Davies og Di
Girolamo, 2010).

Til ad bera kennsl 4 endothelium frumuvirkni er Na'/K"-ATPase monoclonal
motefni notad, marker fyrir natrium-kalium ATPase pumpu virkni, &samt Col8A2,
marker fyrir alpa 2 kedju typu af VIII kollageni, sem er stor hluti endothels
hornhimnunnar, og ZO-1, polyclonal métefni sem er marker fyrir péttmot. Einnig
verdur CD31 musar monoclonal motefni notad, en pad bregst sérstaklega vid

glycoproteini sem er tjad af endothelium frumum (Pusztaszeri o.f1., 2006).

Endurbeetur @ hornhimnu meo stofnfrumum

Stofnfrumur hafa verid notadar til ad gera vid epithelium frumur hornhimnu,
en ekki endothelium frumur likt og gerd er tilraun med i pessari rannsokn. Ahmad
o.fl. (2007) raektudu stofnfrumur ur fosturvisum a plétum med kollageni IV, laminin
og fibronectin med medium skilyrtum med mennskum limbal trefjakimfrumum (e.
fibroblasts) med peim arangri ad fram komu limbal epithelial likar frumur sem tjadu
proteinin CK3 og CK12 sem er merki um ad par sérhaefist rétt. Homma o.f1. (2004)

komu stofnfrumum ur fosturvisum til ad breyta sér i epithelial likar frumur ur
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hornhimnu eftir ad frumurnar voru reektadar 4 kollageni I'V. Sérhafdu frumurnar voru
graeddar i skadadar hornhimnur { miisum med gédum arangri. Hanson o.fl. (2013)
hafa synt fram 4 a0 mogulegt er ad grada forrektadar frumur Gr mennskum
stofnfrumum 4 Bowmans himnu hornhimnu Gr manni par sem ad frumurnar tengdust
himnunni 4 dhrifarikan hatt og myndudu 1-4 frumuldg.

Eitt mikilveegasta undirmarkmid rannsoknarinnar er ad hamarka frumuraktun.
Margar rannsoknir parf ad keyra til ad profa mismunandi in vitro kerfi (hitastig,
reektunarumhverfi, mismunandi stofnfrumulinur) til ad finna bestu adstadurnar.
Einnig parf ad gera tilraunir med mismunandi proskastig stofnfrumnanna pegar ad
peer eru settar & Descemet himnuna. Rannsdknarspurningin er: Tja stofnfrumur
Na'/K'-ATPase 4 Descemets himnu eftir medhéndlun med stofnfrumum tr

fosturvisum?
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Adferod og meelitaeki

Syni
Notast var vid sex synisgler med tveimur adskildum synum af hornhimnu skorinni til
helminga og adferdum Hanson o.fl. (2013) fylgt vid medferd peirra. Hornhimnurnar
eru fengnar fra sjuklingum sem ganga undir hornhimnuskipti vegna kerataconus eda
hornhimnusundrunar (e. corneal decompensation) & Molndal haskolasjikrahusinu
Gautaborg, Svipj6d. Hornhimnuhnappurinn er 7,5-8,0 mm i pvermal og haldid i
minimal essential medium (Invitrogen, Paisley, UK) par til ad skurdadgerdinni er
lokid og sidan feerdur 4 rannsdknastofu til frekari vinnslu. Fyrir hverja tilraun eru
endothelial frumur fjarleegdar ad hluta af Descemet himnunni med skurdhnifi, 4dur en
stofnfrumurnar eru settar 4 berskjaldada himnuna. Notkun skurdhnifs getur
audveldlega skadad Descemet himnuna vegna pess ad hun er mjog vidkvaem og pvi
parf ad gera tilraunir til ad finna Ut hvernig fjarlegja megi endothelium lagid med sem

oruggustum heetti.

Frumuraktun

Osérhaefdar stofnfrumur tr fosturvisum eru undirbunar af Cellectis AB (Gautaborg,
Svipjod) med adferdum sem adur hefur verid lyst itarlega (Lyngholm o.fl., 2008). i
stuttu mali eru stofnfrumur ar mennskum fosturvisum af stofnfrumulinu SA181
(Cellectis, Gautaborg, Sviopjod; Heins ofl, 2004) breytt erfoafradilega eins og lyst
var af Thyagarajan o.fl. (2008), til ad tja alltaf flurljdomandi graenan lit undir EF1 - a
promoter. Synt hefur verid fram 4 ad frumurnar halda eiginleikum sinum i gegnum
innleidingar (e. transfection) ferlid. Graeni liturinn er notadur til ad audvelda
audkenningu igreeddu frumnanna i time-lapse kerfi og i greiningu med

onzmisvefjalitun.
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[ upphafi eru stofnfrumurnar raktadar i Cellectis DEF-Culture kerfi (DEF-CS;
Cellectis) sem inniheldur hvorki feeder frumur né neina tegund himnu. Adur en
frumurnar eru fluttar 4 Descemet himnu er einsleitum 6adgreindum stofnfrumum tr
fosturvisum leyft ad hefja sérhafingu (e. differentiation). Frumurnar eru sidan
reektadar i VitroHES (Vitrolife, Gautaborg, Svipjod) i 5% Fetal bovine serum (Gibco,
Paisley, UK) og 10 pg/ml Hygromycin (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) i allt ad 22
daga. Til a0 leidbeina stofnfrumunum til ad breytast i endothelium frumur
hornhimnunnar munu per verda forreektadar 4 nandyfirbordi poktu sameindum sem
mynda Descemet himnuna. Nanoyfirbordin eru gerd eftir pontun af Cliene Scientific.

Daginn sem stofnfrumurnar eru fluttar & hornhimnuna er sérhaefingarmidillinn
(e. differentation medium) fjarleegdur og frumurnar hreinsadar tvisvar med 1x PBS
+Ca/Mg+ 40ur en medium er baett vid [VitroHES, 5% FBS og 5 um af ROCK
Inhibitor (Y-27632; Sigma-Aldrich, Stokkh6lmi, Svipj60)].

Frumurnar eru sidan rektadar 4 Descemet himnu, sem hefur verid ad fullu eda
hluta hreinsud af 6llum frumum, i 14-21 daga. Pessi adferd gefur kost & ad skra
stofnfrumu pyrpingar og penslu yfir 4 Descemet himnuna. A pessu timabili er
samvirkni milli igreeddu og vidtaka frumnanna skrdd i gegnum time lapse ljosmyndun
sem gefur mikilvaegar upplysingar um vaxtarhrada og mynstur. Time-lapse kerfinu
hefur verid lyst 4dur (Hardarson o.fl., 2004) en i stuttu mali er kerfid byggt i kringum
litinn hitakassa sem er stadsettur 4 smasja 4 hvolfi, tengdri badi forblondudu gasi (6%
COz, 5% O, og 89% N») og ytri hita til pess ad skapa lifedlislegar raektunar adstedur.
Myndir eru teknar & 10 minutna fresti allt reektunar timabilid og notadar til ad bua til
time lapse myndband sem skrad er 4 télvu. Medium er skipt ut reglulega, 4 2-3 daga

fresti allan raktunar timann.
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Eftir reektun eru hornhimnurnar graddar i kaninur til ad athuga hvernig virkni
peirra er in vivo og hvernig gegnsai er. I fyrri rannsoknum voru hornhimnurnar i
kaninum 1 1- 4 daga til ad komast hja dn@misvidbrogdum. Nina verdur timaramminn
lengdur par sem komid hefur 1 1j6s ad mogulegt @tti ad vera ad hafa igreddu
hornhimnurnar i kaninum { allt ad 14 daga. Dyrunum verdur sidan férnad og
hornhimnurnar fjarleegdar. Allar adferdir verda i samreemi vid 10g og reglur og
dyravernd og notkun dyra i tilraunum.

Eftir festingu (e. fixation) eru gjafahornhimnurnar skornar i helminga,
hlutarnir settir i botn malmilats sem er fyllt med parafini. Plastgrind er sidan fest vid
ilatid og fyllt upp ad briin med parafini. Synid er sidan sett i frysti vid -20°C.

bverskurdir um pad bil 5 um eru gerdir med vefjaskera (Slide 2002 Compact,
Produkte fur die Medizin AG, Berlin, Pyskaland) og settir 4 76x26 mm varmastodug
synisgler (Thermo Scientific, Gerhard Menzel GmbH, Braunschweig, Pyskalandi).
Synisglerin eru sett i hitakassa (B8054, Termaks, Bergen, Noregi) vid 57°C i eina
klukkustund. Vefjapynnurnar eru hreinsadar af parafini med pvi ad setja paer tvisvar i
kaf 1 99% Isopropanol i 5 minatur er hvort skipti, einu sinni 1 95% Isopropanél 1 5
mintur, einu sinni 1 70% Isopropandl i 5 minttur og sidan eru synin sett i eimad vatn
i 5 minutur. Ferlid er sidan endurtekid og ad lokum eru synisglerin purrkud varlega.

Synin 4 glerjunum eru hringud med parafini. Sidan eru vefjasynin hreinsud
med fosfat buffer (e. phosphate buffer saline) tvisvar i 5 minttur 1 hvort skipti. Sidan
eru per medhondladar med Proteinase K (Sigma-Aldrich, St. Louis, Bandarikin) i 10
minUtur og i kjolfarid hreinsadar med fosfat buffer. Eftir pad er 5% lausn af normal
geita sermi (Vector Laboratories Inc, Burlingame, Bandarikin) i buffer sett 4 1 30

minutur. [ kjolfar pessara skrefa eru fyrsta stigs métefnin sett 4 og synin i kzli i
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rokum ljosheldum kassa yfir nétt. Fyrsta stigs motefnid er monoclonalNa /K -ATPase
motefni og er 1 blondinni 1/100 1 fosfat buffer.

Morguninn eftir eru vefjasynin hreinsud med buffer i 5 minatur tvisvar. Seinni
motefnin (Alexa Flour goat anti-mouse eda antirabbit ab; Invitrogen, Eugene, OR,
Bandarikin) eru sett 4 i 3 klukkustundir 1 blondunni 1/200 i buffer. Synisglerin eru
sidan hreinsud einu sinni enn med buffer adur en ad litill dropi af mounting medium
fyrir flarljémun med DAPI (Vectashield, Vector Laboratories Inc, Burlingame, USA)
er settur 4 og vefurinn innsigladur med punnu synisgleri. A hverju synisgleri eru tvo
adskilin syni og annad peirra er control, sem er medhondlad eins ad 6llu leiti nema ad

i stad fyrsta stigs motefnis er notast vid fosfat buffer.

Myndgreining

Synisglerin eru skodud og myndud med Nikon flurljém smasja med DAPI, TRITC og
FITC filterum (360, 490 og 570 nm). Rafeindasmasja verdur notud a synisglerin til ad
greina merki pess ad frumurnar séu ad taka 4 sig endothelial skdpulag eda tengjast
saman, til demis um gloppumét. Einnig mun sérfredingur i Mondal augnbankanum i
Svipjod skoda hornhimnurnar og leita eftir merkjum um ad igraeeddu stofnfrumurnar

hafi tekio 4 sig hefobundid sexhyrnt lag endothelial frumna.

Framkvemd

Tilraunirnar voru framkvamdar ad Borgum & Akureyri i husnadi

Nattarufradistofnunar Islands.
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Niourstoour

Markmid pessarar rannsoknar var ad skoda hvort Na'/K'-ATPase tjadist 4
Descmet himnu eftir medhondlun med mennskum fosturvisum. Onamisvefjalitun
leiddi 1 1jos ad stofnfrumurnar h6fou fests vid Descemet himnuna og byrjad ad tja
Na'/K"-ATPase. Myndir 8-11 syna énzmisvefjalitada hornhimnuhnappa i pversnidi.

Frumurnar voru raektadar & Descemet himnunni i 14-21 daga.

Mynd 8. Hornhimna myndud med DAPI filter. Kjarnar frumnanna eru bléir og radast i

1-4 frumuldg & Descemet himnuna.

Mynd 8 synir Descemet himnu myndada med DAPI filter sem bindst DNA frumum
an pess a0 bindast vid umfrymid. Blai liturinn synir kjarna frumnanna sem radast i 1-4
frumuldg 4 Descemet himnuna. Frumurnar eru af margbreytilegri staerd og 16gun og

radast ekki i eitt lag heldur allt ad fjogur.
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Mynd 9. Hornhimna myndud med XFITC filter sem synir flurljdomandi agraeddu

stofnfrumurnar og hvernig paer dreifast 4 Descemet himnuna.

Greeni liturinn 4 mynd 9 synir flurljdémandi stofnfrumur Gr fésturvisum. Graeni liturinn
greinir 4 milli frumna sem voru settar & Descamet himnuna og raktadar par og 4 milli

peirra sem fyrir voru.
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Mynd 10. Tjaning Na'/K'-ATPase 4 Descemet himnu. Raudi liturinn er métefnid sem
synir a0 agreddu frumurnar tja métefni sem eru einkennandi fyrir endothelium

frumur.

Raudi liturinn 4 mynd 10 synir ad frumurnar tja eftir reektun motefni Na'/K'-
ATPasesemer merki um ad stofnrumurnar hafi proskast og umbreyst i endothelium
frumur og jonadelurnar radist i & plasmahimnurnar 4 endothelium frumunum. Badi

stofnfrumur og frumur sem voru fyrir tja Na'/K'-ATPase.
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Mpynd 11. Samsett mynd Gr myndum teknum med DAPI, FITC og TRITC filterum
synir hvernig frumurnar radast i nestum eitt frumulag fyir midju og upp i fjorfalt

frumulag efst. Stofnfrumurnar eru ekki jafnt dreifdar 4 allan hornhimnuhnappinn.

Mynd 11 er samsett mynd sem synir myndir med 6llum filterunum lagdar saman til ad
syna hvar stofnfrumur eru med ljosari lit og hvernig paer radast med tilliti til

frumukjarnanna sem eru blair.
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Umraeo0a

Nidurstodur rannsdknarinnar syna ad agreddar stofnfrumur & Descemet himnu
hornhimnunnar tja Na'/K'-ATPase eftir ad hafa verid medhondladar med
stofnfrumum r mennskum fosturvisum. Myndgreining leidir i ljos ad frumurnar
mynda 1-4 frumuldg 4 Descemet himnunni, en dreifast ekki alveg jafnt 4 hana. Til ad
hornhimnan virki sem skyldi parf endothelium frumulagid ad vera einfalt likt og
venjulegt endothelium frumulag er. Nidurstodurnar syna ad mogulegt er ad bua til
endothelium frumur Ur stofnfrumum in vivo, en frekari rannsoknir parf til ad
fullkomna adferdirnar.

Hanson o.f1., (2013) hafa synt fram 4 ad hagt er ad graeda forrektadar frumur
ur mennskum fosturvisum 4 Bowmans himnu hornhimnunnar og fa per til ad proskast
i epithelial likar frumur. Ljost er ad miklar framfarir eru i rannsoknum med
stofnfrumum og bratt verdur vonandi haegt ad rakta 6l 16g hornhimnunnar Gr
stofnfrumum. Framfarir i stofnfrumumedferdum eru mikilveagar til ad bregdast vid
auknum hornhimnuskorti vid augnsjukdémum. Verdi haegt ad fullkomna
stofnfrumumedferdir vid augnsjukdémum pa eru peer mun @skilegri heldur en
hornhimnuskipti med tilheyrandi frumutapi og bid fyrir liffeerapega eftir heppilegri
hornhimnu. Mikilveaegt er ad finna leidir sem tryggja ad stofnfrumurnar proskist &
edlilegan og fyrirsjdanlegan hatt i 6llum 16gum hornhimnunnar adur en hagt verdur

ad nyta adferdirnar vid adgerdir & monnum.
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