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1. BEVEZETES

1.1 Konnyfilm

A human konny viztiszta, enyhén lagos (pH: 7,2-7,4), sos izl folyadék. Egyenletes, kb.
3,4£2,6 um vastag film formajaban fedi a szaruhértya (cornea) és kotOhartya (conjunctiva)
felszinét. Termeléséért a f6 konnymirigy (glandula lacrimalis), a jarulékos konnymirigyek,
valamint a kotéhartya kehelysejtjei egyiittesen tehetdk felel6ssé. Atlagos termelésiik mértéke
megkdzelitdleg 2 pl/perc. A konnyfilm pislogas révén néhany masodpercenként képzddik tjra,

mely idéintervallum meghatarozza az evaporacio mértékét is.

A konnyfilm megfeleld mennyiségi és mindségi dsszetétele elengedhetetlen a tokéletes
latasélesség, a szaruhdrtya és kotShartya védelme és taplalasa szempontjabol. Osszetételét a
konnymirigyek altal termelt, a szaruhartya és a kotOhartya sejtjei altal szekretalt és a vérbol
atkeriil6 fehérjék hatarozzak meg elsésorban. Elektroforetikus modszerrel Gachon és mtsai kb.
60 féle fehérjét azonositottak a konnyben, majd a nagy hatékonysagu folyadékkromatografias
(HPLC) ¢és tomegspektrometrias (MS) modszerek megjelenésével tobb mint 1500 fehérjét
ismerhettiink meg. Ezen fehérjék harom fO csoportba sorolhatéak: i) a szérumban is
azonosithato fehérjék ii) csak a konnyben fellelhetd fehérjék, iii) a kdnnyben és az epitél
sejtekben is detektalhatdo fehérjék. A konny fehérjék legjelentosebb képviseldi: lizozim,

laktoferrin, lipokalin és a lakritin.

A szem eliils6 szegmensében 1évo konnyfilmréteg szamos fehérjéjének a differencialis
megjelenése, illetve mennyiségi valtozasa jellemzi a szaruhartya sebgyogyulasi folyamatait,

tovabba jellemz0 lehet bizonyos betegségekre, korképekre is.

Jelen dolgozat a konny és cornealis biomarkerekre fokuszal, nevezetesen i) a
szaruhartya fotorefraktiv lézerkezeléseit (fotorefraktiv keratektomia (PhotoRefractive
Keratectomy, PRK és lézer-asszisztalt in situ keratomileusis (LASer- Assisted in situ
Keratomileusis, LASIK) kovet6 sebgyogyulasi folyamatokat és ii) a cukorbetegség szemészeti
szovédményei koziil a szaruhartyaban (cornea) és az ideghartydban (retina) bekdvetkezd
elvaltozasokat kiséré fehérjemintazat valtozas jellegzetességeit és tovabbi potencialis

biomarkereit vizsgalja.
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1.2  Plazminogén aktivator-plazminrendszer miikodése, és jelentosége a

konnyfilmben és a szaruhartya sebgyogyulasi folyamataiban

Ismereteink szerint a szaruhdrtya sebgyogyuldsi folyamatait két nagy rendszer
szabalyozza aktivatorok és inhibitorok utjan, melyek megfeleld muiikodése és egyensulya
elengedhetetlen a reepitelizacié szempontjabol. A plazminogén aktivator-plazminrendszer a
degradacioért és a karosodott extracellularis matrix eltakaritasaért felelés, az aktivalt
keratocitdk a karosodott kollagén struktirak helyére az ujonnan szintetizdland6 kollagén
fibrillumokat hozzak 1étre.

A plazminogén aktivatorok (PA) specifikus szerin proteazok, az inaktiv plazminogént
aktiv plazminna képesek alakitani. Két f6 tipusuk ismert, a széveti tipust plazminogén aktivator
(tPA) ¢€s az urokinaz tipust plazminogén aktivator (uPA). A normal kénny nagy mennyiségii
urokinaz antigént tartalmaz, mely molekula tomege alapjan inhibitor-komplex formajaban van
jelen, az uPA aktivitasa kismértéka és tPA gyakorlatilag nem detektalhato. A konny proteaz

inhibitor (az-antitripszin, az2-makroglobulin) tartalma igen alacsony.

Plazminogén

uPA uPA : Plazminogeén |—> Plazmin

Inaktiv
PAI uPA : PAI

1. dbra Az uPA aktivitas kinetikai modellje a szaruhdrtya sebgyégyulasi folyamatiban. Az inaktiv plazminogén
aktiv plazminna térténd atalakitasaért az aktivatoraik felelGsek, deaktivalasukat inhibitoraik végzik.

A tPA elsdsorban a vér fibrinolitikus aktivitasaban jatszik szerepet, termeléséért és a
vérbe torténd szekretalasaért elsdsorban a vaszkularis endotél sejtek feleldsek. Gatlasaban a
plazminogén aktivator inhibitor 1-es tipusa (PAI-1) a legjelentdsebb.

Az uPA-nak elsddleges szerepe az extracellularis proteolizisben van és valosziniileg
potencialis leukocita kemoattraktansként is ismert, és emiatt szerepe lehet sejtadhézids,

migraciods, leukocita extravazacids és szoveti infiltracios folyamatokban. Az uPA-t endotelialis
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sejtek, makrofagok ¢és kiilonbozo tipust leukocitak szintetizaljak. Megtalalhato a konnyben, S
feltehetden a kotdhartya és a szaruhartya epitél sejtjei szekretaljak. PAI-1 antigént nem sikertilt
normal konnyben kimutatni, igy valosziniileg mas inhibitorok jatszhatnak szerepet az uPA
gatlasaban, mely forrdsa a konnymirigy, €s/vagy a szem eliilsé szegmensében talalhaté sejtek.

A szaruhartya és kotohartya epitél sejtjeinek karosodasa kovetkeztében a konnybe
nagyobb mennyiségli uPA keriilhet. Patologias esetekben a kotéhartya ereinek permedbilitas
fokozodasa révén proteazok proenzim formai és proteaz inhibitorok is keriilnek a konnybe. A
szem eliils6 szegmensében mért urokinaz szint tehat szamos folyamat ereddjeként johet 1étre.

Ismert a konny uPA aktivitdsdnak megemelkedése a szaruhartya refraktiv 1ézersebészeti
beavatkozasait kdvetden, mely arra utal, hogy a fibrinolitikus rendszer szerepet jatszhat a
szaruhartya sebgyogyulasi folyamataiban. PRK kezelést kovetden, a harmadik posztoperativ
napon mért alacsony konny uPA aktivitasi értékek és a késGi posztoperativ subepitelialis
homaly (haze) kialakulasa k6zo6tt munkacsoportunk igazolt szignifikans 0sszefiiggést. Tervo és
mtsai immunhisztokémiai vizsgalatokkal igazoltdk az UPA erdteljes, a PAI-1 gyenge és a tPA
alig kimutathato jelenlétét a szaruhartya sebzgs teriiletében.

A szaruhartya és a kot6hartya gyulladasos korképeiben, valamint kémiai sériilések
esetén a konny uPA aktivitisa megemelkedik. Amennyiben szaruhartyafekély alakul ki az
epitél sejtek, valamint a polimorfonuklearis leukocitak is hozzajarulhatnak a konny jelentés
mértékii UPA szint emelkedéséhez. Ilyen esetekben, a konny proteaz (ag-antitripszin, o-
makroglobulin) inhibitorok mennyisége is Iényegesen megemelkedik. Az inhibitorok
valoszintileg a kotéhartya ereinek permedbilitas fokozddasa révén keriilnek a konnybe, az ou-
antitripszin esetében azonban lokalis termelés is valoszinlisithetd. Amennyiben a kdrosodas
eléri azt a mértéket, hogy az uPA aktivitds a transszudacioval a konnybe keriilé inhibitorokat
kimeriti, a konny proteolitikusan aktivva valhat a plazmin folyamatos termelddése
kovetkeztében. A széles szubsztrat specificitasu aktiv plazmin a prokollagendzt aktivalja
kollagen4zza, mely jelentds mértékili szovetkarosodast, a szaruhartya alapallomdnyédnak
proteolitikus lebontasat, akar szaruhartya fekély kialakulasat eredményezi.

A plazminogén aktivator-plazmin rendszer érzékeny egyensulya a konnyfimben tehat
hasznos és kivanatos, felborulasa esetén azonban két iranyba tolhatja el az enzimatikus
folyamatokat. Egyrészol koros sebgyogyulas (cornealis stromahomaly, haze) kialakulasat
idézheti eld, masrészrél az aktiv enzimatukus bomlds révén szaruhartya fekély, vagy akar

szaruhartya perforacio alakulhat ki.
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1.3 A szaruhartya refraktiv-lézersebészete

A szem toréerejének velesziiletett vagy szerzett hibai igen gyakoriak, hozzavetdlegesen
2,3 milliard embert érintenek a vildgon. A midpia kiilondsen a fiatal felndttek korében gyakori,
Eur6paban koriilbeliil 227,2 milliéo ember lehet rovidlato. A latasélesség tokéletes korrekcidjara
rendkiviil nagy az igény, legyen az szemiivegrendelés, kontaktlencse illesztés vagy akar miitéti
beavatkozas. Egy jol megvalasztott mutéti technika Szovodménymentes esetben az egyén
szamara idealis megoldas.

A szem fénytorésének miitéti modositasara alapvetden két lehetdség van. Az egyik,
leggyakrabban alkalmazott miitéti technika a szaruhartya torderejének modositasa, mellyel a
szem Ossztoréereje és a szemtengely hossza kozott felborult arany keriil korrekciora, annak
érdekében, hogy a szembe bejutd fénysugarak az ¢leslatds helyén egy fokuszpontban
egyesiilhessenek a retinan. A szaruhartya ,,atformélasanak™ leggyakrabban alkalmazott modja
valamilyen tipust lézeres beavatkozas, ezen kiviil alkalmazhaté mddszerek még szaruhartyaba
iiltethetd eszk6zok — gytliriik vagy lencsék — melyek ritkabb, sulyosabb fénytorési hiba esetén
jelenthetnek segitséget. A masik lehetdség, a szemlencse cseréje optimalis torderdvel
rendelkezd beiiltethetd miianyag lencsére. A mutéti technikdk teljes ismertetésének igénye
nélkiil, a leggyakrabban alkalmazott és altalunk tanulmanyozott technikak kertiilnek
ismertetésre: a PRK és LASIK kezelések.

PRK kezelés soran, a szaruhartya epitelidlis rétegeinek - meghatarozott teriileti —
eltavolitasa lokalis érzéstelenités mellett mechanikai, kémiai vagy lézeres uton torténhet,
melyet a szaruhartya lézerrel torténd atalakitasa kdvet. Miopia korrekcidja soran, a szaruhartya
relativ gorbiiletét csokkentjiik a 1ézerkezeléssel, minek kovetkeztében csokken a szaruhartya
fénytorése, €s igy a szembe beesd fénysugarak fokuszpontja az iivegtesti térbol hatrébb
helyezddik, optimalis esetben a retina felszinére (a makulédra). Hipermetropia kezelése soran
célunk éppen ellentétes, a szaruhartya relativ gorbiiletét noveljiik, és ezaltal fokozzuk refraktiv
erejét. A PRK kezelés leggyakoribb, esetenként a késOi latasélességet is csokkentd
komplikécioi a refrakcids regresszio €s a haze kialakuldsa a szaruhartydban. A PRK tipust
miitéti technika elvégzése biztonsaggal javasolt kozépes €s kis fokt midpia esetén, valamint
expozicio azonban fokozza a subepitelialis homaly és a midpias regresszio valoszinliségét is. A
haze kialakulasanak pontos pathomechanizmusa a mai napig nem ismert, de valdsziniileg a
stromaban aktivalodo keratocitdk és a bevandorld gyulladdsos sejtek tehetdk feleldssé

kialakulasaért.



dc_1780_20

Az Un. lebenyes technikak (pl. LASIK) a haze kialakulasanak kikiiszobolése céljabol
keriiltek kifejlesztésre. Az eljaras soran egy specialis, mechanikus eszkdz (mikrokeratom) vagy
femtoszekundum 1ézer segitségével képeznek lebenyt a szaruhartya felsd rétegeibdl. A
szemfelszinen képzett lebeny felhajtasat kovetden az excimer 1ézer "elparologtatja" a kivant
korrekcionak megfeleld stromalis szovet mennyiséget, majd a lebeny visszahajtasra keriil
minimalis posztoperativ fajdalom, a kisebb mértékii stromalis keratocita aktivacio és refrakcios
regresszio. A latasélesség javulasa gyors, néhany orat vagy napot vesz igénybe, bar az elsd
néhany héten a latasélesség fluktuacidja szdmos esetben megfigyelhetd. Hatranyai lehetnek
intra- és posztoperativek, melyek elsdsorban a lebeny készitésével, ill. a készitett lebennyel
kapcsolatosak. Jol ismertek a lebeny okozta nem kivant posztoperativ vizualis jelenségek: a
kaprazas (glare), csillagszoras tipusu jelenség (starburst) és a fényforras koriil megjelend
fényudvar (halo); mely akar a kezelt betegek 12%-at is érinti. A lebeny készitése tovabba a

Mindkét fent ismertetett mutéti kezelés kapcsan szamoltak mér be refraktiv
komplikéciokrol: alulkorrekcid, regresszid, asztigmia kialakulasarol. A paciens koriltekintd
kivizsgalasa €s megfeleléen megvalasztott miitéti technika esetén, mindkét refraktiv tipusu

sebészeti beavatkozas biztonsagosnak tekinthetd.

1.4  Diabétesz mellitusz

crer

valtozatos patogenezisii anyagcsere betegség. Patogenezisének két fo tipusa kiilonithetd el: 1)
az [. tipus, autoimmun vagy autoimmun jelleggel biré szindroma esetében valamilyen
immunologiai mechanizmus kovetkeztében, vagy ismeretlen okbdl abszolut inzulinhiany alakul
ki, ii) a II. tipus, metabolikus szindroma esetében relativ inzulinhiany vagy periférias inzulin
rezisztencia all a betegség kialakulasanak hatterében. A DM mindkét tipusara jellemzd, hogy a
betegség huzamosabb fennallasat kovetden kronikus szovédmények alakulhatnak ki, amely
kiilondsen igaz azon esetekben, amikor a betegség sokaig marad kezeletleniil a kés6i diagndzis
felallitisa miatt. A tartés anyagcserezavar kovetkeztében kialakuld legstlyosabb
kovetkezmények; az ér és idegrendszeri szovédmények megjelenése, kiilonbozd szervek
kéarosodasa, diszfunkcigja és akar teljes leallasa. Az alapbetegség korai felismerése és adekvat
kezelése alapveté a DM kronikus szovédményeinek megeldzésében, sulyossadganak

csokkentésében. A vércukorszint normal hatdrok kozott tartdsa az egyik legfontosabb
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befolyasolhatd tényezd, mely jelentés mértékben csokkenti a komplikacio kialakuldsanak
valdszinliségét.

A diabéteszes retinopatia (DR) a cukorbetegség egyik leggyakoribb szovédménye, mely
a cukorbetegek 90%-anal megjelenik életiik soran. A fejlett orszagok munkaképes
lakossaganak korében a DR a vaksag kialakulasanak vezetd oka. Hattere elsdsorban vaszkularis
eredeti, melyet az alabbi fundusfotd elvaltozasok jellemeznek a leggyakrabban:
mikroaneurizma (MA), vérzések, retinalis iszkémia, exszudatumok, intraretinalis
mikrovaszkularis abnormalitasok, vénas kaliber ingadozasok és neovaszkularizaciok, valamint
a vaszkularis permeabilitds fokozott jelei. A DR sulyossaga szerint tobb csoportba oszthatd, az
enyhe hattér retinopatiatol a kifejezett, nem proliferativ retinopatian at, a proliferativ retinopatia
kialakulasaig. A DR sutlyossaga szoros korrelaciot mutat a cukorbetegség fennallasanak
id6tartamaval, a vércukorszinttel és a magas vérnyomassal. Egyéb rizikofaktorok tovabba a
magas szisztolés €s diasztolés vérnyomas értékek, a diszlipidémia, a nefropatia €s a fertézések
jelenléte. A cukorbetegség talajan kialakuld retinopatia progresszidja, korai felismeréssel €s
sziikség esetén i1doben alkalmazott szemészeti kezeléssel megel6zhetd, illetve jelentds
mértékben csokkenthetd, igy korai felismerésiik és kezelésiik alapvetd fontossagi. A vaksag
kialakulasanak relativ kockazata a cukorbetegek korében kb. huszondtszor nagyobb, mint az
egészséges populacioban. A DR sziirése a fentiekbdl is kdvetkezden tarsadalmi szintii
jelentdségt.

Szamos szemészeti szlrOprogramot inditottak vildgszerte a DR iddben torténd
felismerésére, azzal a céllal, hogy a rendszeres szemészeti sziirdvizsgalat elérhetd legyen a
paciensek szamara. A sziirés elsddleges célja, hogy sziikség esetén a cukorbeteg paciensek
idoben részesiilhessenck szemészeti szakellatasban. A szlir6rendszerek leterheltsége az
automatizalt sziirOprogramok klinikai alkalmazasat siirgetik, melyre szamos informatikai
megoldas sziiletett mar tobb-kevesebb sikerrel. A klinikai gyakorlatba torténi betiltetésiiket
sokaig, a human képolvasohoz viszonyitott gyengébb szenzitivitasi és specificitasi paraméterei

gatoltak.

A konny biomarkerek vonatkozdsdban DR-ban jelenleg nagyon kevés adat all a
rendelkezésiinkre. Azonban ismert, hogy a szem eliils6 felszinét boritd konnyfilmréteg szamos
illetve annak stddiumaira. A laktoferrin és a lizozim C szintek vizsgalatat emliti a szakirodalom
I-es tipusi DM-ban szenvedd betegek mintdiban. A konnymintdk laktoferrin szintje

szignifikansan nem valtozik, a lizozim C vonatkozéasdban pedig ellentmondasos adatok allnak
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rendelkezésiinkre. A DR eldérehaladdsaval Kim ¢s munkacsoportja két abundans fehérje
(lipokalin-1, HSP27) mennyiségi csokkenését irta le és ismert a f2-makroglobulin szintjének
erdés novekedése is. A ll-es tipusi cukorbetegeken két hdsokk fehérje (HSP) szintjének
megemelkedését talaltak szignifikansnak a konnyben; a HSP 60-at, illetve a HSP70-et azon

betegeknél, akiknél minimum 8 éve all fenn cukorbetegség.
1.5 Potencialisan alkalmazhaté Gj szemészeti sziiromodszerek

Az in vivo konfokalis cornea mikroszképia (confocal corneal microscopy, CCM) a
szaruhartya ¢él0ben torténd vizsgalatara alkalmas, nem-invaziv moddszer, segitségével a
szaruhartya szerkezete a hagyomanyos szovettani vizsgéalathoz hasonléan tanulmanyozhato. A
DM esetében az intenziven vizsgalt DR mellett a cukorbetegség egyéb mikrovaszkularis ill.
neuropatias szovédmeényei a szemgolyd Osszes szovetét érintik. A szaruhartya cukorbetegség
okozta érintettsége régdta ismert, de a diabéteszes keratopatia jelentOsége, - részben, mint
onallo korkép, részben, mint az alapbetegség prognosztikai markere - az utobbi években kertilt
elotérbe. A diabéteszes keratopatia jelentdsége a cukorbetegség korai felismerésében, a

betegség és egyes szOvodményei progresszidjanak objektiv megitélésében is felmeriilt.

A P200C AF ultraszéles latoszogii pdsztazo lézer oftalmoszkép (OPTOS PLC,
Dubfermline, UK) megjelenésével lehetévé valt a gyors (0,25 masodperc), nagy latoszogi
retinalis képkészités (200°), mely biztosithatja az érzékeny, nehezen kooperalo betegek fundus
vizsgalatat is. Szamos, a retinat érint6 betegség (pl.: idéskori makuladegeneracié (age-related
macular degeneration AMD, DR) kialakulasa és korlefolyasa szempontjabol, a kbzépperiféria
allapotanak megitélése mellett a periférian elhelyezkedd elvaltozasok is kiemelkedd
jelentdséggel birnak. Ezen korképek esetében a kezelési stratégiak kialakitdsa szempontjabol
kritikus szerepet tolthet be a retina periféridjanak allapota. A periféridra lokalizalodo
elvaltozasok vizsgalata ¢és kovetése nélkiilozhetetlen a korképek etiologidjanak
megismerésében, vagy akar a kezelési sémak felallitasaban és hatdsossaganak megitélésében.
A periféridk standard vizsgdlata céljabol alakitottak ki az un. hét-mezdjii fotodokumentaciok
protokolljat, melynek koszonhetéen a fundus kb. 75°-0s latoszoge valik lathatova
(hagyomanyos funduskamerak latoszoge 45°-0s). Mind a hagyomanyos funduskamerak, mind
az ultraszéles 1atdszogl 1ézer oftalmoszkop megfelel a mindségi kritériumoknak, azonban az
ultraszéles 1atoszogli 1ézer oftalmoszkop fundusfotdinak a teriileti lefedettsége jelentdsen eltér

(200° vs. 45°/75°), igy az ultraszéles kamera diagnosztikus potencialja magasabb lehet.
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2. CELKITUZESEK

Célul thztik ki a konnyfilm plazminogén aktivator- és inhibitor szintjeinek,
valamint azok valtozasainak megismerését - lehetdség szerint befolyasolasat - a
szaruhartya sebgyogyulasi folyamataiban. Egyfeldl a leggyakrabban alkalmazott
refraktiv 1ézersebészeti (PRK és LASIK) eljarasokat kovetden, masfeldl a
szaruhartya elhuzodo sebgyogyulasi folyamataiban, a kémiai sériilések esetén/
fekeély képzédés soran. A konny proteolitikus aktivitdsanak mélyrehato
tanulmanyozasa révén célunk volt Gjabb ismeretanyagot szerezni a szaruhartya
sebgyogyulasi folyamatainak pontosabb megértéséhez €s esetlegesen 0j terapias

alkalmazas kidolgozéasahoz.

1.1. Szubepitelialis lokalizacioju homalyok (haze) hattérmechanizmusanak
tanulmanyozasa, indukalasa és gatlasa dllatmodellben.

1.2. Plazminogén aktivator inhibitorok (PAl) vizsgdalata humdn kénnyben,
jelentoségiik a haze kialakuldasaban.

1.3. A plazminogén aktivatorok és inhibitorok valtozdasainak tanulmanyozasa
varandossag soran.

1.4. Rekombindns plazminogén aktivator inhibitor-2 fuzios fehérje eloallitasa
és alkalmazhatosaganak vizsgalata szaruhartyafekélyek gyogyitasaban.

A cukorbetegség progresszidjaval megjelend konny fehérjék és cornedlis sejtes,
valamint idegi paraméterek azonositasa és ezek potencialis biomarkerként torténd

alkalmazhatdsaga a diabétesz szemszévodményeiben.

2.1. ll-es tipusu diabéteszes betegek konny fehérje-profiljanak meghatarozasa.

2.2. Azonositott kénny fehérjék sziiroprogramokban torténd
alkalmazhatosaganak vizsgalatai.

2.3. Proteomikai vizsgalatok kombindlasa képfeldolgozo algoritmusokkal DR
sziirésében.

2.4. Cornedlis konfokalis mikroszkdpia és a P200C AF ultraszéles latoszogii
pasztazo lézer oftalmoszkop helye a diabeteszes sziirésében, beteg kdvetésben.
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3. ANYAGOK ES MODSZEREK

3.1 Refraktiv célu lézersebészeti beavatkozasokkal kapcsolatos kisérletek
3.1.1 A szaruhartya refraktiv 1ézersebészeti kezelései

PRK kezelés soran a refrakcids hibak korrigalasa excimer 1ézerkezeléssel (Keratom 11
ArF (193 nm) Schwind, Kleinostheim, Németorszag) tortént 2003-ig, majd ezt kdvetden a
lézerkésziilék cseréjébdl kifolydlag az Inpro Argon-Fluorid excimer lézert (Intraocular
Prosthetic GmbH) alkalmaztuk.

A mitét utani kezelés: antibiotikum tartalmi szemcsepp alkalmazasaval, (Ciloxan,
Ciprofloxacin HCI 0,3%, Alcon) tortént, mégpedig o6ranként az operacid elsé napjan, melyet
napi 5x-i cseppentés kovetett tovabbi 6t napig, ami miikonny kezeléssel egésziilt még ki (Tears
Naturale, Dextran/Hidroxipropil Metilcelluloz, Alcon). Az elsé 6t nap utan szteroid tartalmu
Flucon (Fluorometolon 0,1%, Alcon) szemcsepp és Tears Naturale miikkonny hasznalatara
tértiink at. Ezeket az els6 honapban napi 5x-i, a masodik honapban napi 4x-i, majd a harmadik
honapban napi 3x-i cseppentés mellett alkalmaztuk. Pacienseink kdvetése minimum 1 éven
keresztiil tortént.

Az allatok (3,0-3,5 kg-os 0j-zélandi fehér nyal) PRK kezeléseit a human protokollt
kovetve végeztiik, azzal a modositassal, hogy az allatokon a miitéteket altatasban végeztiik.

A kisérletben a haze értékelése a Hanna féle stddium beosztds szerint tortént. Az
értékelést végzo személy nem rendelkezett eldzetes ismerettel a konny uPA aktivitasarol.

LASIK kezelés soran a szaruhartyalebeny (flap) készitése Hansatome Model HT 230
mikrokeratom (Chiron) segitségével tortént, lokalis érzéstelenitésben a fentiek szerint
ismertetett 1ézerkezelés szerint. A posztoperativ terapia, a PRK kezelésnél ismertetett protokoll

szerint zajlott. Pacienseinket egy éven keresztiil kovettiik, ellendriztiik.

3.1.2 Konnymintavételek és a kapcsolodo biokémiai vizsgalatok

A human kénnymintak gyiijtése, a szemhéjsz¢l alsé marginalis vonalanak kozelében a
precornedlis konnyfilmbdl tortént, kdzvetleniil a refraktiv sebészeti beavatkozas eldtt és utan,
valamint az elsé posztoperativ kontrollok alkalmaval. A PRK kezelés esetében a 3. és 5.
posztoperativ napokon, LASIK kezelés esetében pedig az els¢ posztoperativ napon. A
mintavételeket ingerlés nélkiil, livegkapillaris segitségével végeztiik az als6 athajlasban. A
késbi posztoperativ kontrollok az 1., 3., 6. és a 12. honapban torténtek mindkét miitéti tipus
esetében, ekkor konnyminta gyiijtésére mar nem keriilt sor. Az 6sszes mintat centrifugaltuk

(1800-as fordulatszamon) kozvetleniil a mintavétel utan, és a feliiliszot -80°C-on taroltuk
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felhasznalasig. Felolvasztasukra kozvetleniil a méréseket megel6zden egyetlen alkalommal
kertilt sor. Kontroll mintaink esetében az operalt szem mintavételeivel azonos idében és modon
tortént a kdnnymintak gytjtése.

Az adllati (3,0-3,5 kg, uj-zélandi fehér nyal) konnymintik gyiijtése ingerléssel tortént,
i.m. pilokarpin hidroklorid (5 mg/kg) alkalmazasaval a fentiekben ismertetettek szerint.

Az UPA aktivitasanak meghatdrozasa a konnybol spektrofotometrids modszerrel
tortént, human plazminogén ¢és plazmin-specifikus kromogén peptid szubsztrat
felhasznalasaval. Az uPA aktivitds €és plazminszerli aktivitas meghatdrozasat Shimada és
munkatdrsai modszerének modositdsaval végeztikk, a kovetkezok szerint: 5 ul konnyet,
standard urokinazt vagy plazmint inkubaltunk 37°C-on 100 ul 0,05 M Tris-HCI pufferben (pH
7,4), 0,5 mM S-2251 kromogén szubsztrat (D-Val-L-Leu-L-Lys-p-nitroanilid) és 1 uM human
plazminogén jelenlétében. Mintdinkat 4 6ra inkubalas utdn 405 nm-en fotometraltuk (Multiscan
MS, Labsystem, Helsinki, Finland). A konnymintdk uPA aktivitdsanak a meghatarozasa
urokinaz higitasi sor alapjan készitett logaritmikus diagram alapjan tortént.

A konny PAI-1 és PAI- 2 mennyiségének a meghatdarozdasahoz enzimhez kapcsolt
immunoszorbens vizsgalatot (ELISA/Immubind ELISA, American Diagnostica GmbH)
végeztiink a gyarto utasitdsainak megfeleléen. A modszer mind a szabad, mind a proteaz-kotott

formak kimutatasara alkalmas.

3.1.3 Allatkisérletek a haze tanulmanyozasara és a kapcsolédé biokémiai vizsgalatok
3.1.3.1 Allatmodell a haze indukalasara és gatlasara, a varandossag, mint rizikofaktor

Allattanulmanyunkba 30 egészséges allatot (1j-zélandi fehér nyil) vontunk be, melybél
27 allat mindkét szemén PRK kezelést végeztiink - altatasban, 6,0 dioptria (D) midpias
korrekcionak megfelelden -, harom allatot nem operaltunk annak érdekében, hogy egészséges
kontrollként szolgalhassanak a kisérlet folyaman. Az operalt allatok koziil 9 volt vemhes. A

PRK kezelés koveto elsé hét posztoperativ protokolljat az 1. tablazat szemlélteti.

Az allatok uPA terdpidja, a PRK kezelés human protokolljanak megfeleléen zajlott az
alabbiakban részletezett modositassal, mely szerint az alkalmazott antibiotikum - Ciloxan
(Ciprofloxacin HCI 0,3%, Alcon) - 50 IU/ml uPA-t (Ukidan, Serono SpA; Unterschleissheim,
Germany) is tartalmazott az elsé posztoperativ hét kezelése soran. Ezt kdvetden az éallatok
posztoperativ terapiaja mindkét szem esetében a human protokollal egyezett meg.

Az allatok aprotinin kezelése a PRK human protokollja szerint zajlott az alabbiakban

részletezett modositassal, mely szerint az alkalmazott antibiotikum - Ciloxan (Ciprofloxacin

11



dc_1780_20

HCI 0,3%, Alcon) - mellett egy csepp 10.000 KIU/ml aprotinin (Gordox, Richter Gedeon Rt.,
Budapest) alkalmazasara is sor keriilt az elsd posztoperativ hét folyaméan. Ezt kdvetden az

allatok kezelése mindkét szem esetében a human protokollnak felelt meg.

Csoport Vemhesség  Szem (db) Koénnyminta
Aprotinin kezelés + - 2 +
Aprotinin kezelés + + 1 +
Aprotinin kezelés — (ellenoldali szem) - 2 +
Aprotinin kezelés — (ellenoldali szem) + 1 +
Nem operalt kontroll - 6 +
uPA kezelt - 16 -
UuPA kezelt + 8 -
uPA nem kezelt kontroll (ellenoldali szem) - 16 -
uPA nem kezelt kontroll (ellenoldali szem) + 8 -

1. tablazat A PRK kezelést kovetd elsé posztoperativ hét kisérleti protokollja.
Aprotinin kezelés +: a humdan protokoll [Ciprofloxacin HCl 0,3% és Dextran/Hidroxipropil Metilcelluloz] a kezelések
alkalmaval egy csepp 10.000 KIU/ml aprotininnal egésziilt ki. Aprotinin kezelés -: human protokoll szerint. uPA kezelt: a

humdn protokoll szerint alkalmazott antibiotikum 50 IU/ml uPA-t is tartalmazott. uPA nem kezelt: a human protokollal
megegyezett.

3.1.3.1 Az urokinaz tipusu plazminogén aktivator expresszidjanak meghatarozasa

A széles szubsztrat specificitasi  szerin proteaz inhibitor az aprotinin
hatdsmechanizmusanak tanulmanyozasara tervezett allatkisérletliink soran 22 allat (j-z¢landi
fehér nyul) mindkét szemét operaltuk PRK kezeléssel; 3,0 D miopias korrekcionak
megfeleléen. Az allatok egyik szemét a human protokollnak megfeleléen kezeltiik (kontroll
szem), a masik szem kezelését pedig a fentiekben részletezett aprotinin kezeléssel egészitettiik
ki. Az allatokat a kezelést koveto kiilonbozoé idopontokban - 2 és 4 6ra, 1 €s 3 nap elteltével -
altattuk tul és mindkét szemet enuklealtuk.

A szaruhartydk trepanalasat kovetden a corneakat megfeleztiik, melyek egyik felébdl
RNS izolalast kovetden az uPA mRNS mennyiségét hatdroztuk meg, reverz transzkripcid utani
valos idejli kvantitativ PCR technikaval (qPCR), a masik felének felhasznéalasaval pedig

fagyasztas utani metszeteken in situ zimografiat végeztiink, annak érdekében, hogy a
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sebgydgyulas soran megjelend uPA kifejezddés helyét tanulmanyozzuk és meghatarozzuk a

kialakult uPA aktivitas mértékét.

3.1.4 Human vizsgalatok

3.1.4.1. A plazminogén aktivator inhibitor szintek meghatarozasa refraktiv 1ézersebészeti
beavatkozéasok soran

A PAI-1 és PAI-2 szintjeit human kdnnymintdkban vizsgaltuk, PRK és LASIK kezelés
elott és utan a korai posztoperativ idészakban. Tanulményunkban PRK kezelés 46 szemen
tortént (38 paciens, 8 esetben kétoldali kezelés, atlagéletkor 26+5 év), mig LASIK kezelést 13
szemen végeztiink (8 paciens, 5 esetben kétoldali kezelés, atlagéletkor 2849 év). Statisztikailag
szignifikans korkiilonbség a csoportok k6zott nem volt (p=0,535 t-teszttel) kimutathato. A PRK
kezelés esetén a mutét eldtti refrakcids hiba atlag értéke -4,11+£2,22 D, mig LASIK kezelés
esetében -5,13+£1,89 D volt. Az atlag ablacidos mélység a PRK csoport esetében 48420 um, a
LASIK csoportnal 59+13 pum volt. Statisztikailag szignifikans kiilonbség az abalacios
mélységben a csoportok kozott (p=0,074 t-teszttel) nem volt.

A konnymintdk PAI-1 és PAI-2 mennyiségének meghatdrozasara enzimhez kapcsolt
immunoszorbens vizsgalatot végeztiink: PRK tipust 1ézerkezelés esetében 61 konnyminta PAI-
1 és 146 konnyminta PAI-2 mennyiségének meghatarozasa tortént. LASIK kezelés esetén 35

konnymintaban hataroztuk meg a PAI-2 szintjeit, PAl-1 meghatarozas nem tortént.

3.1.4.2 Plazminogén aktivator és inhibitor, valamint hormonszint vizsgalatok varandossag
soran

A PAI-1 és PAI-2 szintek, valamint az uPA szint meghatirozasara iranyulo
vizsgalatainkat varandos egészséges, 19-33 (atlag: 27,42+4,13) ¢év kozotti Onkéntesek
bevonasaval végeztiik. Vizsgalataink soran barmely szemészeti megbetegedést, kontaktlencse
viselést, illetve gyogyszer szedését kizard oknak tekintettiik. A konnymintdk gylijtése a
terhességi trimesztereknek megfelel6 sziilészeti kontrollok alkalmaval tortént, valamint a

gyermek megsziiletését kovetd 1 héten.

Koénnymintaink vizsgalatai soran 19 varandos betegiink 56 konnymintajat analizaltuk
PAI-2 szint meghatarozas vonatkozasaban. Tovabbi 13 varandos n6tél gyijtott 45 konnyminta
esetén tortént PAI-1 aktivitas mérés. Kontrollként (45 paciens), korban illesztett nem varandos

nd konnymintaiban tortént PAI-1 és PAI-2 szintek meghatarozas, ELISA modszerrel.
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A vizsgalni kivant hormonszinteket (6sztradiol (E2) és progeszteron (P4)) mind a
konnybdl mind a vérbdl meghataroztuk. A vérmintdk gytijtésére a konnymintavételekkel

egyiddben kertilt sor, 17 varandos paciensiink (51 minta) esetében.

A PAI-1 és PAI-2 szinteket vérplazmabol ELISA modszerrel hatdroztuk meg, 6sszesen
25 varandos paciensiink 87 mintajaban végeztiink PAI-2 és 10 paciensiink 20 mintaja esetén

PAI-1 meghatarozast.

Viarandoés pacienseink konny uPA szintjének vizsgalati felépitését 2. tablazatban

szemléltetjiik.
Nem 9-12 14 - 23 25-39 Sziilést
varandos terhességi  terhességi  terhességi kovetd
paciens hét hét hét 1 hét
Atlagéletkor 28,7 34,2 32,6 30,1 32,1
Atlagtol valo eltérés (SD) | 7,9 5,7 45 4,9 5,4
Legidésebb életkor 46 42 39 42 39
Legfiatalabb életkor 17 19 23 21 23
Résztvevok szama 18 19 30 24 10

2. tablazat. A vizsgalatba bevont nék szama, életkora az egyes terhességi korok fliggvényében.

Tanulményunkban 104 mintavétel tortént, melybdl 3 mérés eredménye keriilt kizarasra
kiugroan eltér6 értékei miatt. A mintak normalis eloszlasat és ekvivalenciajat megvizsgaltuk és
az alabbi statisztikai analizisket végeztiik el: t-tesztek, median tesztek, khi-négyzet eloszlas

alkalmazasa, Yates-korrekcio, Mann-Whitney U-tesztek és variancia analizisek.

3.1.4.3 Statisztikai analizisek a refraktiv 1ézersebészeti beavatkozasokkal kapcsolatosan

A szaruhdrtya refraktiv 1ézerkezelését kovetd sebgyogyulési folyamat sordn, az uPA
aktivitas valtozasanak elemzésére (allat és human), tovabba varandos paciensek kiilonbozo
mintavételi szakaszaiban tortént konnymintak PAI valtozdsdnak elemzésére standard
statisztikai analizist végeztiink. A kiilonb6zd betegcsoportok Gsszehasonlitasara egyenld
variancidkra alkalmazott t-tesztet hasznaltunk, a kontroll csoportokkal valé Gsszevetés pedig
parositott t-teszt alapjan tortént. Szignifikansnak tekintettiik a kiilonbségeket akkor, ha p<0,05
és kifejezett szignifikanciardl beszéltiink, ha p<0,001. Az egyes kisérletekben, a fentiektdl
esetlegesen eltérden alkalmazott statisztikai elemzési mddszerek a kisérlet leirasahoz tartozé

alfejezetekben keriilnek ismertetésre.
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3.1.5 Szaruhartyafekély képzédéséhez kapcsolédo Kisérletek

3.1.5.1 Rekombindns plazminogén aktivator inhibitor-2 eldallitasa

A fazios fehérje eldallitasa soran egy olyan vektor konstrukciot alkalmaztunk, amely
kettds segitd - fehérje/peptid - szekvenciat is tartalmaz. A termeltetett fuzids fehérje N-
terminalis részén (amely jelen esetben a PAI-2) hexahisztidin szekvencia (His6-tag)
helyezkedik el, melyet maltoz koté fehérje-szekvencia (MBP) kovet. Az MBP, His6-tag és a
PAI-2 szekvencia k6z¢é dohanymozaik virus (TEV) proteaz hasitasi helyet klonoztunk be, igy a

fuzi0s fehérje egy proteolitikus hasitassal a segitd - fehérje/peptid levalaszthatok.

3.1.5.2 Rekombindns plazminogén aktivator inhibitor-2 aktivitasa

A fent ismertetett modon eldallitott fehérje urokinaz gatld aktivitasat mikrotiter lemezes
modszerrel ellendriztiik. Az aktivitdsméréshez hasznalt oldat 6sszetevoi a kovetkezok voltak:
140 pl puffer (100 mM Tris-HCI, 300 mM NacCl, pH 8,5), 20 ul 3 mM piro-Glu-Gly-Arg-pNA
kromogén szubsztrat (S-2444, Chromogenix), 20 ul 700 IU/ml uPA (Choay). Ehhez az
elegyhez 20 pl tisztitott rekombinans PAI-2 fehérjét (illetve kontrollként desztillalt vizet)
adtunk. Az uPA aktivitasat el6zdleg S-2444 szubsztrattal kalibraltuk. A reakcioelegyeket
inkubaltuk, majd a hasitott szubsztrathoz kotheté szinvaltozast 405 nm-en Labsystems
Multiskan MS mikrolemezes leolvasoval detektaltuk.

A rekombinans PAI-2 fehérje aktivitasat SV-40-transzformalt humén cornealis epitél
sejtek (HCE-T, mely Kaoru Araki-Sasaki ajandéka, az Osaka University, School of Medicine,

Osaka, Japan, a Riken Cell Bankon keresztiil) tenyészetén is ellendriztiik.

3.1.5.3 Rekombinéns plazminogén aktivator inhibitor-2 alkalmazasa allatmodellben

A rekombinans PAI-2 fehérje tartalmt szemcsepp tanulmanyozasara 6 db kisérleti allaton
kémiai sériilést idéztiink eld. A sériilést, mindkét szem 6 mm-es atmér6ji, 0,5 M natrium-hidroxid
(NaOH) oldattal atitatott sziirGpapir korongnak 20 masodpercig a corneahoz torténé érintésével
valtottuk ki. A sériilés indukalasat kovetden a cornedt €s a kotdhartya zsdkot a lag maradéktalan
eltavolitasa céljabdl fizioldgias sdoldattal dblitettiik, melyet lakmuszpapirral ellendriztiink. Ezutan
mindkét szemet kiilonbozoképpen kezeltiik. Az allatok kontroll szemét antibiotikumot (Ciloxan,
Alcon) tartalmazd szemcseppel kezeltiik 5x-i cseppentéssel naponta, az ellenoldali szem
kezelésére Ciloxan szemcseppben oldott, 5 IU/ml uPA ekvivalens rekombinans PAI-2 fehérjét

hasznaltunk naponta 5x-i cseppentés mellett.
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A szemcsepp dozisanak megallapitdsdhoz meghataroztuk az uPA aktivitast a fentiekben
ismertetett kromogén szubsztratos modszerrel kémiai sériilés utani, inhibitorral nem kezelt

nyulszembdl nyert kdnnymintakban.

3.2 A cukorbetegek diabéteszes retinopatiajahoz kapcsolodo vizsgalatok
3.2.1 Diabéteszes retinopatiara jellemz6 konnyfehérjék azonositasa

Tanulmanyunkba 119 rendszeresen gondozott cukorbeteg (I1I-es tipust DM) péciensiink
keriilt bevonasra; a nemzetkdzi standardoknak megfelelden, szemfenéki elvaltozasaik alapjan
harom csoportba keriiltek besorolasra: 1) normal szemfenéki kép, i1) nem proliferativ
diabéteszes retinopatia ¢és 1iii) proliferativ diabéteszes retinopatia. A kontroll egészséges
csoportot 26 onkéntes medikushallgato képezte. A konnymintavétel a korabbiakban leirtaknak
megfelelden tortént. A diabéteszes betegek egyedi konnymintéit a 26 egészséges onkéntestol
gylijtott konnyminta-keverékkel ("poolozott minta") vetettiik Gssze.

A konnymintak fehérjetartalmanak meghatdrozdsahoz Bradford mddszert hasznaltunk
(BioRad). A begyjtott konnymintak kémiai jelolését (ITRAQ 4plex) végeztiik el az ABsciex
(Framingham, MA, USA) gyart6 utasitasai alapjan.

A kromatografias elvalasztashoz a mintakat Zorbax 300SB-C18 oszlopra (Agilent,
Santa Clara, CA, USA) injektaltuk 200 perces acetonitril/viz gradienst alkalmazva, ahol
acetonitrilt és 0,1% hangyasav vizes oldata volt, mig a "B" olddszer 2% viz 0,1% hangyasav
acetonitriles oldatabol allt. A vizsgalat soran 300 nl/perc-es volt az d&ramlasi sebesség.

LC-MS/MS analizist végeztiink nano HPLC-vel (Agilent 1100 series) kapcsolt 4000
QTRAP (ABSciex, Framingham, MA, USA) tomegspektrométer segitségével, NanoSpray II
Microlon forras hasznalataval.

A tomegspektrometrids adatokat ProteinPilot 2.0.1. (ABSciex) szoftverrel elemeztiik, a
UniProtKB / Swiss-Prot adatbazis hasznalataval. A fehérje azonositashoz a szoftverbe épitett
Paragon mddszer ProGroup algoritmusat hasznaltuk. A fehérjék kvantitdlasa ugyancsak a
ProteinPilot 2.0.1. szoftverrel tortént; a 114, 115, 116, illetve 117-es jel6lé anyagok gorbe alatti
terlileteibdl az azonositott fehérjék egymashoz viszonyitott, relativ mennyiségét hataroztuk
meg. Az adatok értékelésénél csak a szoftver altal szamolt szignifikdns (p<0,05) eltéréseket
vettiik figyelembe.

Az adatokat normalizalast kovet6en elemeztiik statisztikailag. Az sszehasonlitasahoz
SPSS 15.0 szoftvert (SPSS Inc. Chicago, USA) hasznaltuk, valamint a nem-paraméteres Mann-
Whitney U-tesztet. A részletesebb adatelemzés érdekében GeneSpring 7.3 szoftvert (Agilent
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Biotechnologies) hasznaltuk, mely soran a legalabb kétszeres valtozast mutato fehérjéket vettiik
szamitasba. A lehetséges azonositott biomarkerek hasznossagdnak megallapitasdhoz ROC
(Receiver Operating Characteristic Curve, ROC elemzés, kiilonb6z6 tesztek szenzitivitasanak

¢s specificitasanak osszehasonlitasara alkalmas abrazolasi modszer) analizist végeztiink.

3.2.2 Tanulo algoritmusok alkalmazhatésaga a diabéteszes retinopatia sziirésében

A konnymintak fehérje tartalmanak tanuld algoritmussal torténd vizsgalatara az el6z6
fejezetben ismertetett, a diabéteszes retinopatiara jellemzéen azonositott konnyfehérjéket
hasznaltuk.

A DR diagnézisanak és stadiumanak beosztasa az Gn. 7-mez0s fundusfotokon alapult.
A képek elemzését és a DR stadium Szerinti besorolasat két egymastol fliggetlen szemész
szakorvos végezte. A fundusfotok képfeldolgozasi modszertannal torténd vizsgalata sordn, a
tanuldalgoritmusokat alkalmazé modell bemeneti informécidit a képfeldolgozo eljarassal
vizsgalt fundusfotokon azonositott MA-ak szama adta, kimenetét a ,,van DR”, illetve ,,nincs-
DR” kategoriakba torténd besorolasa jelentette. A modellalkotés soran 6 kiilonb6z6 optimalisan
parametrizalt gépi tanuld eljardst hasonlitottuk Ossze: Support Vector Machine (SVM),
Recursive Partitioning (Rpart), Random Forest (randomForest), Naive Bayes (naiveBayes),
Logistic Regression (logReg), K-Nearest Neighbor (k-NN).

A Kombinacion alapuld tanuld algoritmusok fejlesztéséhez vizsgalataink soran
haromféle automatizalt monitorozo rendszert fejlesztettiink és teszteltiink tanulmanyunkban.
Roviden ismertetve: 1) a konny fehérje multimarkerek értékelése); i1) digitalizalt retinaképeken
jelenlévé MA-k detektalasan alapuld algoritmusok alkalmazasa; iii) kombinalt moddszer
alkalmazasa, mely a fent emlitett két mdodszer 6tvozete.

Kombinalt monitorozasi modszeriink tesztelésére osszesen 52 Il-es tipust cukorbeteg
paciensiink 74 szemét vontunk be vizsgalatunkba. Az informatikai modell felépitéséhez ¢és
teszteléséhez az un. 7-mezds fundusfotokat, és a fotodokumentécioval ugyanazon idében vett
konnymintdkat alkalmaztuk. A vizsgilatba bevont 74 szembdl 56 esetben voltak

megfigyelhetek a DR jelei.

3.2.3 Potencialisan alkalmazhat6 0j sziirémodszerek a szemészetben
3.2.3.1 In vivo konfokalis cornea mikroszkopia

Els6 vizsgalatunkba I-es tipusti cukorbetegségben szenvedd 28 betegiink (atlag életkor:

22,86%9,05 ¢év) és 17, korban illesztett kontroll, egészséges fiatal (atlag életkor: 26,53+2,43 év)
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kertilt bevondsra. Masodik, 2 éves kdvetéses tanulmanyunk soran a korabbi 28 beteg koziil 19
paciens esetében ismételtiik vizsgélatainkat. A kontrollcsoport, mind altalanos mind szemészeti
szempontbdl teljesen egészséges volt és egyik csoportban sem volt kontaktlencse viseld, vagy
el6zdleg szemészeti beavatkozason atesett paciens. Az elsé vizsgalat soran az I-es tipusi DM-
ban szenvedd betegeinket tovabbi két csoportra osztottuk: DR-ban nem szenved6 és DR-ban
szenved6k csoportjara. A kovetéses tanulmany soran 12 beteg DR-ban nem szenvedett, 7

paciens DR-ban szenvedett.

A statusz felvételt kovetéen végeztiik el a CCM vizsgalatot, pacienseink mindkét
szemén, Heidelberg Retina Tomograph I11 Rostock Cornea Module (HRT 111 RCM, Heidelberg
Engineering GmbH, Heidelberg, Germany) alkalmazéasaval, helyi érzéstelenitésben. A
Heidelberg HRT-III mikroszkop segitségével a cornea centrumanak részleteit dokumentaltuk.
Analizisre a normal kontrollok és a DR-ban nem szenvedd pécienseink jobb szemének
vizsgalati eredményei keriiltek. A DR-ban szenvedd pécienseink esetében az érintett szem
keriilt bevonasra. A bazalis epitéliumnak a Bowman membran el6tti, a poszterior stromanak a
Descemet membran el6tti harom-harom ¢éles szelet felelt meg. Tovabbi Osszehasonlito

vizsgalatainkhoz a kivalasztott képek eredményeinek atlagait hasznaltuk.

Vizsgalataink sordan a sejtszdm meghatdrozasokat a miszer biztositotta szoftverrel
végeztiik, félautomata sejtstirliség meghatarozassal. Az epitélium, a keratocita és az endotél
sejteket az érdekelt teriiletbdl valasztottuk ki, amely legalabb 50 darab sejtet tartalmazott. Ezt
kovetden a sejteket manualisan jeloltiik ki, melyekbdl a szoftver automatikusan kalkulalta ki a
analizalé szoftvert alkalmaztunk (ACCMetrics, University of Manchester, Manchester, UK).
Az alabbi paraméterek keriiltek kvantifikalasra: az idegrost stirtisége (Nerve Fibre Density,
NFD) - az idegrostok szama/mm?; az idegelagazodasok siirtisége (Nerve Branch Density, NBD)
- az elsédleges elagazodasi pontok a fé idegroston/mm?; az idegrostréteg hossza (Nerve Fibre
Length, NFL) - az idegrostok teljes hossziisiga mm/mm?; idegrost teljes eldgazodasok stirtisége
(Nerve Fibre Total Branch Density, TBD) - elagazodasi pontok teljes szama/mm?; idegrost
teriilete (Nerve Fibre Area ,NFA) - az idegrostok teljes teriilete mm?/mm?; idegrostok

szélessége (Nerve Fibre Width, NFW) - atlagos idegrost szélesség mm/mm?.

Leiro statisztika alkalmazasaval hataroztuk meg az eredményeink atlagat, szorasat (SD)
és a 95%-0s megbizhatosagi tartomanyt (confidence interval, CI). A statisztikai analiziseket
MedCalc szoftver 10.2.0 és SPSS szoftver 13.0 verziojaval végeztik el. A 3 csoport

eredményeinek Gsszehasonlitasara varianciaanalizist, és post-hoc Tukey-tesztet alkalmaztunk.
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A folytonos valtozok vizsgalatara Student-féle t-tesztet hasznaltunk két csoport
Osszehasonlitdsanal, valamint az egyvaltozés paraméterekre x?-probat alkalmaztunk. A
kétvaltozos paraméterekre Pearson korrelaciot hasznaltunk. Minden esetben p<0,05 értéket

tekintettlink statisztikailag szignifikansnak.

3.2.3.2 P200C AF pasztaz6 ultraszéles latoszogu 1ézer oftalmoszkop

Munkacsoportunk a hagyomanyos 45° kameraval késziilt fundusfotokat vetette 6ssze a
P200C AF ultraszéles latoszogii pasztazo 1ézer oftalmoszkoép (OPTOS PLC, Dubfermline, UK)
kamerajanak azonos beteganyagon készitett képeivel, az utobbi késziilék validalasa érdekében.
A képalkoto eljarasokat a makula vonatkozasaban hasonlitottuk 6ssze, az AMD és az idéskori
makulopatia (ARM) patolégias eltérésein keresztiil. Osszehasonlitd vizsgalatainkat nagy
mert ilyen jelentds esetszam diabéteszes betegek vonatkozasdban nem allt rendelkezésiinkre. A
DR-ban els6ként megjelend fundusképi elvaltozas a MA (10-100 um), az AMD-ben megjelend
drusen méretével jol korrelal (kemény drusen <63 pum, a kozepes méretii drusen méret 63-125
um). Az AMD-s beteganyag alkalmazasa a fentiek ismeretében megfelelé valasztas lehet a
MA-K ultraszéles 1atoszogli pasztazd lézer oftalmoszkoppal torténd detektalhatosaganak a
megitélésében (is).

Vizsgalatainkat a "Reykjavik Eye Study" keretein beliil végeztiik; 451 paciens esetében
késziilt fundusfoto-dokumentacié két képalkoto eljarassal. Tanulmanyunkba 121 szem kertilt
bevalogatasra, az AMD elvaltozasainak teljes spektrumanak lefedésével. A fundusfotok
elemzése, az Optos V2, DX elemz6 szoftverével tortént mindkét eljaras esetében.

Az elvaltozasok méreteinek a meghatdrozasa szamitogép asszisztalt standard korok
felhelyezésével tortént. Analizisre az ARM-hez vagy AMD-hez kapcsolodo elvaltozasok
kertiltek. Az elvaltozasok fenotipusainak meghatarozasa a Nemzetkozi Klasszifikacio szerint
tortént. Az alabbi elvaltozasok keriiltek azonositasra: kemény és puha drusen, geografikus
atrofia (geographic atrophy, GA) ¢és chorioretinalis neovaszkularizacio (chorioretinal
neovascularisations, CNV). Tovabbi, részletes képelemzésre keriilt sor kemény drusen, GA és
CNV, valamint puha drusen vonatkozasaban (21 szem), mindkét képalkotoval. A drusenek
elemzése - a drusen individualis megjelolésével zajlottak, tipus és méret szerinti. Részletes
elemzésre kertiltek tovabba a retindlis pigment epitél (RPE), a CNV és GA tipusu elvaltozasok

az utobbi kettd méretének megadasaval.
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A képelemzé 6nmagahoz €s mas képelemzOhdz viszonyitott egyezésének megitélése
érdekében k-statisztikat végeztiink. A statisztikai analizisek a Stata 9.0 (STATA Data analysis

and Statistical Software, TX, USA) segitségével torténtek.
4. EREDMENYEK ES DISZKUSSZIO

4.1 Konnyenzimek tanulmanyozasa a szaruhartya sebgyogyulasi folyamataiban

4.1.1 Allatmodell alkalmazasa a haze hatismechanizmusinak megismerésére,

indukalasara és gatlasara; a vemhesség, mint rizikofaktor.

Refraktiv 1ézerkezelést kovetd cornedlis sebgydgyulési folyamatokat vemhes €s nem
vemhes allatokon tanulmanyoztuk, tekintettel arra, hogy a vemhesség alatt ismert a PAI-0k
plazma koncentracidinak emelkedése.

A PRK kezelést kovetden alkalamazott posztoperativ kezelési protokollokat és a kés6i
posztoperativ id6szakban kialakult haze stddiumait a konnyebb attekinthetdség érdekében

Osszefoglaldan szemlélteti a 3. tdblazat.

Haze (Hanna)

Csoport Vembhesség Szem (db) Konnyminta 1hé 3ho 6 ho
Aprotinin kezelés + - 2 + - 2 2
Aprotinin kezelés + + 1 + - 2 3
Aprotinin kezelés — - 2 + - - -
(ellenoldali szem)
Aprotinin kezelés — + 1 + 2 2 2
(ellenoldali szem)
Nem operalt kontroll - 6 + Nem értelmezhetd
UPA kezelt - 16 - - - -
UPA kezelt + 8 - - - -
UPA nem kezelt kontroll - 14 - - - -
(ellenoldali szem)
UPA nem kezelt kontroll - 2 - + 1-2 1-0
(ellenoldali szem)
UPA nem kezelt kontroll + 1 - - - -
(ellenoldali szem)
UPA nem kezelt kontroll + 7 - + 1-2 0,5-1
(ellenoldali szem)

3. tablazat A PRK kezelést kovetben kialakult haze az alkalmazott kezelések vonatkozdsaban. Az elsé posztoperativ hét
terapidja;
Roviditések jelentése: Aprotinin kezelés+: a humadn protokoll plusz egy csepp 10. 000 KIU/ml aprotininnal egésziilt ki a

kezelések alkalmaval. Aprotinin kezelés-: humdn protokoll szerint. uPA kezelt: a humdn protokoll szerint alkalmazott
antibiotikum 50 1U/ml uPA-t is tartalmazott. uPA nem kezelt: humdn protokoll szerint.
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Az éllatok human protokoll szerint torténd kezelése esetében, konnymintaik uPA
aktivitas értékeinek valtozasa megfelelt, a human konnymintakban korabban megfigyelt uPA
aktivitasi értékek valtozasainak a korai posztoperativ iddszakban. Részletezve, az alabbi
valtozasokat detektaltuk: uPA aktivitas szignifikdns csokkenése az elsé posztoperativ napon,
szignifikansan emelkedés a 2. posztoperativ napon, preoperativ szintre torténd visszaesés a 3-
4. posztoperativ napokra, melyet kovetden szignifikans valtozas mar nem volt kimutathato (2.
abra).

Szerin proteinaz inhibitor (aprotinin) alkalmazésa, az elsd posztoperativ hét folyaman
alkalmasnak bizonyult az allatok konnyében mért uPA aktivitas értékeinek visszaszoritasara.
Az aprotininnal kezelt allatszemek esetében, haze kialakulasa volt megfigyelheté minden egyes
esetben a késdi posztoperativ iddszakban. Vemhes allat konnymintainak vizsgalatai soran, az
aprotinin kezeléshez hasonldéan alacsony uPA aktivitasi értékek voltak detektalhatoak a

konnyfilmben (2. &bra).

____________
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Eltelt id6 (nap)
2. abra Az uPA aktivitas idébeli valtozasa PRK muitétet kovetéen nyulak kénnymintdiban.

Szaggatott zold vonal: aprotonin kezelés +, nem vemhes dllat; Vékony kék folytonos vonal: aprotinin kezelés -, nem vemhes
dllat; Vastag folytonos piros vonal: aprotinin kezelés -, vemhes dllat; Pontozott fekete vonal: kontroll szem, nem operalt.

Az uPA szemcsepp alkalmazisa megakadalyozta a haze kialakulasat a PRK kezelésen
atesett allatszemeken (100%), ezzel szemben az ellenoldali, uPA-val nem kezelt szemek
esetében 12,5%-nal alakult ki subepitelidlis homaly. Allatkisérletink eredményei
alatdmasztjak, hogy a vemhesség kockazati tényezdként szerepel a posztoperativ haze
kialakuldsaban, vemhes nyulaink esetében 49-es esélyhanyadossal novelve a kockazatot nem

vemhes tarsaikhoz viszonyitva. A humdn protokoll mellett alkalmazott uPA kezelés
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(szemcsepp formaban) profilaktikusan hatékony terapidnak bizonyult allatmodelliinkben a
késdi posztoperativ iddszakban esetlegesen kialakuld haze megeldzésére.

Human pacienseink ¢és allatmodelljeink konnymintait tanulmanyozva a 2-3.
posztoperativ napon mért uPA aktivitas értékei, valamint a késobbiekben esetlegesen kialakuld
haze szoros korrelaciét mutatott. A korai posztoperativ idészakban a konnyben mért alacsony
uPA aktivitdsi értékek Osszefiiggtek a haze késObbi kialakulasaval. Allatokon végzett
kisérleteink egyrészrdl bizonyitottdk, hogy szerin proteindz inhibitor alkalmazasaval haze
indukalhat6; masrészrél, hogy a haze kialakulasa tekintetében fokozott kockazattal rendelkez6
vemhes nyulak esetében az alkalmazott uPA kezelés a poszt-PRK subepitelialis homaly
eléfordulasat jelentds mértékben csokkenti. Allatkisérleteink alapjan a vemhes nyul hasznos
modell lehet a haze kezelésére alkalmas hatdanyagok, valamint a kezelés hatékonysaganak
vizsgalatara a PRK kezelést kovetden. A vemhes allatok PRK kezelése sordn a haze alacsony
ablacios mélység alkalmazasa esetében is kialakul (-3,0 D).

Kisérleteink eredményei alapjan valdsziniisithetd, hogy az uPA fiziologias szintjének
megemelkedése a konnyben, segit a posztoperativ iddszak sebgyogyuldsi folyamataban
fenntartani a szaruhartya transzparenciajat és az uPA lokalis szemcsepp formaban torténd
alkalmazasa kompenzalja a teljes kiiirilést ezen iddszak alatt. A fentiekbdl arra
kovetkeztethetiink, hogy az uPA lokalis alkalmazasa a korai posztoperativ id0szakban segithet
a késoéi posztoperativ iddszakban esetenként kialakuld haze mérséklésében ¢&s/vagy
megakadalyozasaban. Ismert, hogy a megfeleld dozisban alkalmazott uPA kezelés nem
gyakorol karos hatast a szaruhartyara. Tekintettel arra, hogy a haze kialakulasa elére nem

jelezhet6, ezért a paciensek profilaktikus alapon torténé kezelése is mérlehelhet6 lehet.
4.1.2 Az aprotinin hatasmechanizmusanak tanulmanyozasa allatmodellben

Az aprotinin hatasmechanizmusanak tanulmanyozasa érdekében allatmodellben
vizsgaltuk az urokinaz gatlo hatast egyrészt mRNS szinten qPCR modszerrel, masrészt aktiv
fehérje megjelenésének szintjén in situ zimografiaval.

A PRK kezelés soran kétféle Hoffer trepant alkalmaztunk az epitél sejtek
eltavolitasahoz. A 7 mm atmér6jii trepan alkalmazasaval eltavolitott epitelalis sejtrétegekben,
a csak antibiotikumos szemcseppet kapd kontroll allatok szaruhartyajaban mért uPA mRNS
relativ. mennyisége alacsony volt 2 O6raval a miitét utdn, azonban jelentds mértéki
szintemelkedést figyeltiink meg a miitétet kovetd 4. és 24. éraban. Az UPA expresszid valtozasa
eltérd volt abban az esetben, amennyiben modositottuk az alkalmazott trepan méretét. Az

epitelialis sejtréteg eltavolitasahoz hasznalt 6 mm-es atmérdjli trepannal kapott eredményeink
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a mutét utan 2 O6raval gyijtott kontroll mintdk esetén jelentésen megemelkedett uPA
transzkripciot mutattak. Az uPA szint koriilbeliil 6tddére csokkent miitét utdn 4 draval és tovabb
csokkent 24 ora elteltével.

Minden minta, mely aprotinin tartalmi antibiotikum Szemcseppel kezelt szembdl
szarmazott, a mlitét utan 4 oraval jelentds uPA mRNS csokkenést mutatott az aprotininnel nem
kezelt kontrollokhoz képest. 7 mm-es trepan alkalmazasa esetén, a kontroll és az aprotininnel
kezelt szemek uPA szintje a miitét utani 2. éraban volt dsszehasonlithaté mértéki. 6 mm-es
trepan alkalmazésa esetén, amennyiben a miitétet kozvetleniil kovetden, az allat szemét egy
csepp aprotininnel kezeltiik, az uPA szint 2 ora elteltével a kontroll értékek 60%-ara esett
vissza.

A 6 mm-es trepannal operalt allatszemek esetében, a lefagyasztott szaruhartya darabokat
in situ zimografianak vetettiik ala. Mikdzben plazminogén-fiiggetlen lizist nem tudtunk
megfigyelni, a plazminogén fliggd kazeinolizis az epitéldefektus helyére korlatozodott, és
sokkal hangsulyosabban jelent meg a vandorlo epitélium eliilsé szegélyén. A szaruhartya-
mintak uPA aktivitdsanak megallapitasahoz a lizis zonak teljes képanalizisét végeztik, és az
aprotininnel kezelt mintdk esetében jelentds csokkenést figyeltiink meg.

A kazeinolizist az in situ zimografia soran a poliklonalis anti-uPA antitest részlegesen,
mig az amilorid, - amely egy specifikus uPA inhibitor - teljes egészében képes volt gatolni.
Ugyanakkor, poliklonalis anti-tPA antitestet alkalmazva gatlast nem figyelhettiink meg, tehat a
kazein hidrolizise bizonyitottan az uPA aktivitasnak volt kdszonhetd.

A nyal vs. human kénnymintak magasabb normal uPA értékei ellenére, elfogadott
allatmodell a szaruhartya és a szem eliils6 szegmensének proteolitikus eseményel
tanulmanyozasara, a szaruhartya sebgyodgyulasi folyamataiban. Kisérleteink lancolataban, a
nyulmodell igen hasznos volt humén eredményeink igazolasdban ¢és a sebgyodgyulas folyaman
bekovetkezd uPA aktivitas valtozasainak, valamint a szaruhartya sebgydgyulasi folyamataival
kapcsolatos  korrelaciok — tanulmanyozasaban. In  situ  zimografias tanulmanyaink
alatamasztottak az uPA kifejez0dését az epitelialis defektusoknal, az irodalomban leirtaknak
megfelelden. Kvantitativ PCR segitségével bizonyitottuk, hogy a PRK kezelést kovetd
sebgyogyulas soran az aprotinin csokkenti az uPA expresszidt transzkripcios szinten (is).
Szaruhartya metszeteken in Situ zimografiaval a sebgyogyulas korai szakaszaban kimutattuk a
csokkent uPA aktivitast. Erdekes, hogy a természetes plazminogén aktivétor inhibitor-2 (PAI-
2) mennyiségének novekedését figyeltiik meg a huméan konnyben kozvetleniil a PRK és a
LASIK kezelések utan, de a PAI-2 szintek visszatértek a normalis preoperativ szintekre a

miitétet kovetd elsd posztoperativ napon.
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A teljes lizis zondk képelemzése az uPA mRNS az aktivitassal hasonlé mintézatot
mutat, az id6 eldrehaladtaval pedig az uPA szint csokkenése figyelheté meg PRK kezelést
kovetden. Ugyanakkor, az uPA mRNS relativ mennyisége a kontroll mintdk esetében jelentdsen
csokken 24 ora elteltével, mig az uPA aktivitas mértéke ekkor még jelentds. Azt feltételezziik,
hogy ez a koriilbeliil egy napos idéeltolodas és az aktivitds a mar meglévo, aktiv és még nem
degradalodott uPA az mRNS szintjének kdszonhetd. A 7 mm-es trepannal kezelt szemek
esetében az uPA mRNS szintje a mitét utani 24. oraig novekszik, ugyanakkor csokkend
tendenciat mutat a 6 mm-es trepannal kezelt szemeknél. Nem egyértelmii a magyarazat erre a
kiilonbségre. Tanulmanyunkban, a két kiilonb6z6 atmérdjii trepan alkalmazésat 6sszevetve (6
mm/7 mm) az eltavolitott epitél terliletének a vonatkozasdban 36%-os kiilonbség volt
tapasztalhato.

Korabbi munkénkban a konny uPA aktivitds mérései bizonyitékul szolgaltak az uPA
aprotinin altal torténd gatldsdhoz. Ez lehetett egyrészrdl az aprotinin uPA molekulakkal torténd
gatld interakciok eredménye, madsrészr6l az uPA mRNS szint indirekt modulécidja a
transzkripcids gatlas miatt, vagy az uPA mRNS stabilitdsdnak megvaltoztatisa miatt. A
kvantitativ PCR eredmények kimutattdk, hogy az aprotinin csokkenti a szaruhartyaban az uPA
mRNS szintet, és ezaltal csokkenhetett az uPA aktivitas a konnyben €s a vizsgalt szaruhartya
metszeteken. Ezt a hatast inkabb gén szupresszio eredményének tulajdonitjuk, mint kdozvetlen
uPA gatlasnak. A kisebb uPA termelddés tovabbi kovetkezménye az uPA-plazminogén-
plazmin enzim rendszer csokkent aktivitasanak. Megallapitasaink - miszerint az aprotinin
csokkenti az uPA kifejez6dését mRNS szinten - nagyobb ralatast enged az aprotinin uPA-
plazminogén-plazmin rendszer miikodésére, és ezzel hozzajarulnak a sebgyogyulasi

folyamatok jobb megértéséhez.

4.1.3 Plazminogén aktivator inhibitorok a human konnyben, jelentéségiik a haze
kialakulasaban

Refraktiv lézersebészeti beavatkozasokat (PRK, LASIK) kovetden vizsgalt human
konnymintak PAI-1 és PAI-2 szintjeinek vizsgalatai soran megallapitottuk, hogy a PAI tartalma
PAI-2 tipusu, a PAI-1 (61 minta, PRK kezelés) mért értékei minden esetben a detektalhatosagi
hatar (4 ng/ml) alatt maradtak. Vizsgalataink sordn, a konnymintdk PAI-2 értékeiben nem
talaltunk szignifikdns kiilonbséget a két miitéti tipus vonatkozasaban. Az egyénre
vonatkoztatott kiilonbségek vizsgalata soran azonban, a miitétet kozvetleniil megelézden és azt
kovetden mért PAI-2 értékek szignifikdnsan eltértek (p < 0,001) mindkét tipusti beavatkozas

esetében. Statisztikailag szignifikans kiilonbséget nem sikeriilt kimutatnunk azonban
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semmilyen egyéb kombinacids vizsgalat soran az 1., 3., és 5. posztoperativ napok
Osszehasonlitasa vonatkozasaban (p >0,10).

A preoperativ refrakcios hiba PRK és LASIK kezelésen atesett betegeink esetében
kétmintds t-probaval vizsgdlva nem mutatott szignifikdns kiilonbséget (p=0,152). A
posztoperativ kovetési idészakban (3 hd), PRK (46 szem) kezeléseket kovetden a cornealis
sebgyogyulasi folyamat komplikaciok nélkiil zajlott 40 szemen (tiszta szaruhartya), egy esetben
alakult ki haze (Hanna, 2 stadium). Tovabbi 6t esetben igen enyhe cornealis opacifikaciot
detektaltunk. Ezen esetek koziil, egy paciensiink esetében mértiink emelkedett PAI-2 szintet a
kezelést megel6zden (2 SD érteket meghaladd) és egy esetben volt hasonloan emelkedett a mért
érték a mitétet kovetden kozvetleniil. A 3. és 5. posztoperativ napokon ezen esetekben a mért
PAI-2 szint a konnyben 1SD értéken beliil maradt. A komplikacio nélkiil zajlo (tiszta cornea)
sebgyogyulasi folyamatok esetében, a PRK kezelés el6tt és utan kozvetleniil mért PAI-2 szintek
2SD érteken beliil maradtak. A harmadik posztoperativ napon harom, az 6tddiken egy szem
vonatkozasdban mértiink 2 SD értéket meghalado konny PAI-2 szintet. Hasonl6 eloszlast (2SD
érték alatti) 146 mérés vonatkozasaban figyeltilk meg, ezért messzemend kovetkeztetést nem
lehet levonni a konnyben individualisan magasabbnak mért PAI-2 szint és a késdbbiekben
esetlegesen kialakulo cornealis subepitelialis homaly k6zott.

LASIK tipusu beavatkozast kovetden vizsgalataink soran haze nem alakult ki. A
konnyben egy esetben mértiik 2 SD értéket meghaladé PAI-2 szintet preoperativen, valamint
az elsd posztoperativ napon, statisztikai relevancia nélkiil.

Fenti eredményeink a PAI-1 hianyat - detektalhatdsagi szint 4 ng/ml alatti értékét -
bizonyitjak a human konnyben, valamint fotorefraktiv 1ézerkezelést (PRK, LASIK) kovetOen.
A PAI-2-t azonban sikerilt kimutatnunk a huméan koénnyben. A konny PAI-2 értékei és
mintazata PRK ¢és LASIK tipust beavatkozasok esetében is hasonld. A miitétet kozvetleniil
kovetéen a konny PAI-2 szintje jelentés mértékben megemelkedik, majd hamarosan
visszasiillyed a kiindulasi (preoperativ) értékre. A két miitéti tipus technikailag eltérd ugyan, -
minek eredményeként a sebgyodgyulasi folyamat pathomechanizmusa is kiilonbozhet — azonban
hasonlé folyamatokat véltiink felfedezni enzimatikus kontrolljaikban. Tovabba, az altalunk
detektalt PAI-2 mintazat, korabbi kutatasaink uPA mintazatanak komplementerének is
bizonyult. Normal sebgyogyulas esetén a detektalhato PAI-2 szint alacsony, mikozben a mért
uPA aktivitds magas a human konnyben és vice versa.

Korabbi tanulmanyaink 6sszefiiggést igazoltak a 3. posztoperativ napon mért alacsony
uPA aktivitds és a késdi posztoperativ haze kozott. Kutatasi ismereteink szerint a haze

kialakulasat okozhatja az uPA csokkent expresszidja és a PAI-2 emelkedett koncentracioja is.
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4.1.4 A plazminogén aktivator és inhibitor, valamint hormonalis szintek valtozasai
varandossag soran

Varandossag sordn a hemosztazis minden folyamataban fontos valtozasok zajlanak.
Normal varandossag alatt a koagulacios aktivitas egyensulyban van az uPA, tPA, PAI-1 és PAI-
2 vér szintjeiben bekodvetkezd jelentds valtozasok ellenére. Ezen valtozasok sziikségesek ahhoz,
hogy a varandossag elérehaladtaval a méh és koldok artéria hemodinamikaja felkésziiljon a
magzat befogadasara és sziilés kozben is biztositott legyen az anyai védelem.

A varandos ndk konnymintdiban mért PAI-2 szintek atlagértékei kozott szignifikans
kiilonbséget a kiilonboz6 varandossagi idoszakok mérési periddusaiban nem tudtunk kimutatni.
Tovabba, nem volt szignifikans kiilonbség kimutathat6 el6z6 tanulmanyunk mérési eredményei
(26,7 ng/ml) és kontroll pacienseink PAI-2 atlagértékei (20,5 ng/ml) kozott sem.

Statisztikailag szignifikans kiilonbséget varandos pacienseink vérmintdiban a 8-13. hét,
¢s a sziilést kovetd elsé hét mért PAI-2 atlag értékei kozott sem talaltunk. Meredek emelkedés
volt azonban megfigyelhet6 az atlagértékekben a 16. hét, a 23-26. és a 34-36. heteken, mely
értékek statisztikailag szignifikans eltérést mutattak egymashoz képest és a 8-13., valamint a
41. héten mért atlagértékekhez képest is.

Variancia analizist végeztiink a PAI-2 mérések dsszehasonlitdsa érdekében. A vér PAI-
2 szintjét vizsgalva a paciensek mérési eltéréseiben az 6t varanddssagi idOszakban
statisztikailag szignifikans kiilonbség nem volt kimutathaté (p=0,41), azonban szignifikans
(p<0,001) volt a kiilonbség a kiilonb6z6 varandossagi idészakokban végzett mérések kozott. A
varandossagi idoszakok mérési eltéréseit figyelembe véve €s az 6t varandossagi periddusban
mért mérési kiilonbségeket vizsgalva a konny PAI-2 szintjében nem volt szignifikans kiilonbség
(p=0,30).

A vérben mért PAI-2 szint a varandossagi kor elérehaladtaval szignifikansan magasabb
volt a konnyben mért atlag PAI-2 szinthez viszonyitva. A kdnnyben mért PAI-2 szintek nem
mutattak korrelaciot a vér PAI-2 értékeivel. A konnyben mért PAI-1 szintek, alkalmazott
modszeriink detektalhatosagi hatara alatt maradtak. A vérben mért PAI-1 atlagértékei a 11.
héten 85,829 ng/ml; a 16. héten 90,5+£32,2 ng/ml; és a 24. varandossagi héten 125,9+£26,1
ng/ml voltak. Allapotos ndi pacienseink vérmintdinak az Osztradiol- és progeszteron szint
atlagértékei a varandossagi kor elérehaladtaval meredeken emelkedtek, mely korrelalt a vérben
mért PAI-2 értékekkel, azonban a konnyben ez nem volt kimutathato.

Varandés nék konnyében, a PAI-2 szint sebzés vagy miitét hianyaban nem emelkedik a

terhességi kor elérehaladtaval. Ugyanakkor, ha a szemfelszin sériil (pl. trauma, kémiai sériilés,
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mitét stb.) a helyi PAI-2 szintemelkedésért felelds mechanizmusok erételjesebben juthatnak
érvényre a terhesség folyaman.

Vizsgélni kivant konnymintaink bimodalis uPA eloszlasa miatt eredményeinket két
csoportra osztottuk: ,,nem nulla uPA” és ,,nulla UPA” értékek a vizsgalt harom gesztacios
kategoriaban. A ,,nem nulla uPA” értékek vonatkozasaban a tehességet megel6zden és az alatt,
valamint sziilést kozvetleniil kovetéen az értékek gyakorlatilag valtozatlanok maradtak. A
Lhulla UPA”-érték vonatkozasaban azonban emelkedés volt kimutathatd a terhességi kor
elérehaladtaval, mely mind a terhességet megeléz6en, mind azt kovetéen nulla uPA értékre tért
vissza. Ezen megfigyelések feltételezheten arra utalnak, hogy az uPA vonatkozasaban a konny
lokalis forrassal is rendelkezik. Hasonlo kovetkeztetésekre jutottunk, amikor a kdnnybdl
szarmazo PAI-2 mintazatokat vizsgaltuk, és a konnymintdk PAI-2-szintjeit fliggetlennek
talaltuk a terhességi kortdl, mig a vérmintakbdl szarmazoé PAI-2 szoros korrelaciot mutatott a
gesztacios korral idejétdl

A varandossag kockazati tényezd a haze kialakulasdban PRK kezelést kovetden.
Vérandodssag alatt szemészeti miitét végzése nem ajanlott. A refraktiv sebészeti beavatkozasok
esetében minimum hdrom hoénapot javasolt varni sziilés és/vagy szoptatds utan, mert a
hormonalis valtozasok hatast gyakorolhatnak a refrakcids hibdkra ¢és a szaruhartya
sebgyogyulasi folyamatara is. Esetenként azonban a véarandds ndk szaruhdrtya miitéten
eshetnek 4t trauma miatt, vagy a varandossag igen korai, még nem azonositott szakaszaban. A
varandossag soran bekovetkezd enzimatikus valtozasokrol szerzett ismeretanyag segitheti a
cornealis sebgyogyulasi folyamatok pathomechanizmusanak pontosabb megismerését is. A
sebgyogyulasi folyamatokat szabalyozd komplex rendszer tovabbi kutatdsara van sziikség
ahhoz, hogy a varandossag soran esetlegesen sziikségessé vald szemészeti miitéteket nagyobb

biztonsaggal végezhessiink.

4.1.5 A rekombinans plazminogén aktivator inhibitor-2 alkalmazasa a szaruhartya
fekélyek gyogyitasaban, allatmodellben

Jelenlegi ismereteink szerint a PAI-1 és PAI-2 szamos gyogyaszati alkalmazasa ismert,
ugyanakkor nincs tudomasunk uPA ellenes gatloszer gyogyitasi eljarasaban torténd
hasznalatarol. A PAI-2 hatasossagat - mint uPA inhibitor - vegyi sériilések gyogyitasaban
allatmodellben kivantuk bizonyitani. Jelenlegi ismereteink szerint elséként allitottunk eld
szemcsepp forméban alkalmazhaté rekombinans PAI-2 fehérjét.

Allatmodellben bizonyitottuk, hogy a rekombinans PAI-2 fehérje hatasos a vegyi

sériilések kezelésében, hatasosabb, mint az aprotinin szemcsepp alkalmazasa. A NaOH okozta
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sériilést kovetden kialakuld haze vonatkozasban nem taldltunk szignifikdns kiilonbséget a
kontroll (Ciloxan szemcsepp) és kezelt (Ciloxan, EDTA, cisztein és aprotinin kombinalt
szemcsepp) allatok kozott egyik posztoperativ kontroll napon sem. Mindkét kezelési séma
vonatkozasaban az elsé nap stadiumahoz képest viszonyitott haze képzddés szignifikansan
csokkent a kdvetés minden egyes kontroll napjan. A Ciloxan és rekombinans PAI-2 fehérjével
lokalisan kezelt szemek esetében azonban a haze sulyossaga a kontroll (Ciloxan szemcsepp)
csoportban jelentdsebb volt. A haze sulyossaga szignifikansan kiilonbo6zott a kezelést kovetéen
az elsé (p=0,042) ¢és a 11. posztoperativ napokon (p=0,042). A kialakult haze mértéke
szignifikdnsan csokkent az els6 posztoperativ naphoz viszonyitva a sériilést kdvetd napokban
mind a kontroll, mind a kezelt szemek vonatkozasaban.

A két kezelt csoport vonatkozdsdban a haze stadiumait alapul véve, minden egyes
kontroll napon tisztabb szaruhartydkat talaltunk a Ciloxan és PAI-2 lokalis szemcsepp kezelés
esetén, szemben a Ciloxan/EDTA/cisztein/aprotinin szemcsepp kombinalt alkalmazasaval. A
kezelést kovetden kialakulo haze stadiumai kozott szignifikans kiilonbséget tudtunk kimutatni
a sériilést kovetd bizonyos napokon. Az alkalmazott PAI-2 kezelés csokkenti a kémiai sériilés
utan kialakuld haze sulyossagat és lehetdséget biztosit a gyorsabb gyogyuldsra. Doézis-
hatasgorbe felvételével figyelembe vehetjiik, hogy a normal human kdnnyben mért uPA aktivitas
lényegesen alacsonyabb, mint a nyalkdnny uPA aktivitasa, s patologids konnymintak esetében is
csak mintegy 0,5-1 IU/ml értéket ér el. Ezért az alacsonyabb PAI-2 tartalmu (0,1-1 1U/ml uPA
ekvivalens) szemcsepp alkalmazésa is terapias hatékonysagu lehet.

A munkacsoportunk altal sikeresen termelt és tisztitott rekombinans PAI-2 fzids
fehérje tovabbi vizsgalatok utan lehetdséget biztosithat a szaruhartyafekélyek gyogyitasanak

klinikai alkalmazasaban is.

4.2  Diabéteszes retinopatia sziirésére vonatkozéan elért eredményeink

4.2.1 Konny fehérjekoncentracié analizis II-es tipusi cukorbetegek konnymintaiban

A ll-es tipust DM-ban szenvedd pécienseink konnymintdit vizsgdlva a mintdk
osszfehérjekoncentracioja alacsonyabbnak bizonyult a DR elérehaladasaval. A konny
fehérjekoncentracidja nagy egyéni eltéréseket mutatott, de a DR sulyossaga szerinti
csoportbontas tekintetében szignifikans kiilonbség volt kimutathaté (p<0,05) a normal és
proliferativ, valamint a normdl és a nem-proliferativ csoportok vonatkozasaban. A
tomegspektrometrias analizis soran - minimum 95%-os megbizhatdsaggal - 53 fehérjét tudtunk
azonositani, melybdl 47-et sikeriilt kvantifikalni. Proliferativ DR esetén né¢hany fehérje relativ

mennyisége szignifikdnsan magasabbnak bizonyult a nem-proliferativ stddiumhoz képest. A
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cukorbeteg mintdk tobb mint 10 %-anal 15 "jellemzd" fehérje jelent meg az azonositott 53
fehérje koziil, melyek relativ mennyiségében emelkedés volt megfigyelhetd a betegség
elérehaladtaval.

A lizozim C, mammaglobin B és lipofilin A relativ szintjei szignifikdnsan novekedtek
a proliferativ csoportban a nem proliferativ, valamint a normal csoportokhoz viszonyitva. A
PRP4 fehérje esetében szignifikans novekedés csak a normal és proliferativ DR-as csoportok
kozott volt kimutathatd, mig a lipofilin A esetében a kiilonbség minden csoportban
szignifikdnsnak bizonyult. A cisztatin S szint szignifikansan megemelkedett a nem proliferativ
DR-as csoportban a normal csoporthoz képest, valamint szignifikdns csokkenés volt
kimutathaté a nem proliferativ- és proliferativ DR-4s csoportok kozott. Figyelembe véve, hogy
a teljes fehérje tartalom proliferativ DR esetén szignifikdnsan alacsonyabb, tovabba a
laktoferrin és lizozim C szintek a kor el6rehaladtaval is csOkkennek, a 15 azonositott
potencialis biomarkernek tekinthetdek.

A mélyebbre haté adatelemzés érdekében GeneSpring 7.3 szoftvert (Agilent
Biotechnologies) alkalmaztunk. A lakritin esetében kétszeres csokkenés volt megfigyelhetd,
abban az esetben, ha a nem proliferativ DR-as csoportot hasonlitottuk dssze a normal csoporttal
¢és két és félszeres novekedés abban az esetben, amikor a proliferativ csoportot hasonlitottuk
0ssze a nem proliferativ DR-4as csoporttal. Hasonld eredményeket figyelhettiink meg a normal
és proliferativ DR-as csoportok 6sszehasonlitd elemzése esetén is. Az Ig A lanc C régidja tobb
mint haromszoros novekedést mutatott, amikor a normal és nem proliferativ, valamint a nem
proliferativ- és proliferativ DR-as csoportok 0sszehasonlitasat végeztiik. Szignifikans volt a
kiilonbség a laktotranszferrin és lipokalin-1 esetében a normal és proliferativ DR-as csoportok
kozott, mely mindkét fehérje esetében tobb mint kétszeres novekedést mutatott. A GeneSpring
analizis mellett, a manudlis elemzés alapjan a lipofilin A és lizozim C esetében is kimutathato
volt a tobb mint kétszeres valtozas a proliferativ és normal csoportok Osszehasonlitasakor,
valamint az Ig A lanc C régidja esetében a proliferativ és nem proliferativ csoportok
Osszehasonlitasakor is.

A potencialis DR biomarkerek megfeleld specificitisa érdekében, a relevans
szakirodalom attekintésével sziirtiik ki azokat, melyek egyéb klinikai korképekkel is
Osszefliggésbe hozhatdak. Konnyproteomikai vizsgéalataink és irodalmi elemzéseink alapjan a

crer

szintjének valtozasai nincsenek kapcsolatban a szakirodalomban felsorolt és attekintett
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gyakoribb korképekkel, mig DR-ban specifikusan vannak jelen, mely alkalmassa teheti dket
biomarkerként val6 alkalmazasra.

A ProteinPilot 2.0.1. altal generalt adatok a fehérjék relativ mennyiségét adjak meg az
egészséges kontrollokban talalhatd fehérje mennyiségéhez viszonyitva, azonban nem
szolgéltatnak informdacidt a fehérjék potencidlis biomarkerként torténd alkalmazhatosagara
vonatkozoan. A lehetséges biomarkerek meghatarozasa érdekében ROC analizist végeztiink.

A ROC analizis 0,6-nal magasabb AUC értéket (Area under the curve, gorbe alatti
teriilet) mutat az Ig A-lanc C régioja €s lipokalin-1 esetében a normal és nem proliferativ DR-
as csoportok 0sszehasonlitdsakor, valamint a lakritin, laktotranszferrin és lipokalin-1 esetében
a nem proliferativ- és proliferativ DR-4s csoportok 0sszehasonlitdsa esetén.

A legmagasabb AUC értékeket a lipokalin-1 (AUC: 0,71) és a laktotranszferrin (AUC:
0,71) esetében kaptuk. A ROC analizis azt mutatta, hogy a normal és a proliferativ DR-as
csoportok kozotti kiillonbség jobban kimutathatd, mint barmely més csoport kozti kiilonbség,
illetve a csoportok elkiilonithetésége erételjesebb, amennyiben tobb biomarkert vizsgalunk.

A DR proliferativ szakaszanak az elorejelzése kritikus a vizus megmentése
szempontjabol. A proliferativ. DR kialakuldsa II-es tipusi DM esetén, a paciens
kardiovaszkularis betegségei szempontjabol is prognosztikus értékii, ezért fontos ezen

paciensek nagy kockazata csoportba torténd atsorolasa.
4.2.2 Gépi tanulé rendszerek a diabéteszes retinopatia sziirésében

A cukorbetegek szamanak jelent6s emelkedése, valamint a betegek igénye
sziuréprogramokban torténd részvételre, jelentds munkaterhet rd a sziirérendszerek
alkalmazottaira. Munkank soran olyan eljarasokon dolgoztunk, melyek alkalmasak lehetnek a
diabéteszes paciensek automatizalt eldsziirésére. A negativ - DR jeleit nem mutato - képek
kivalogatasaval kb. 60-70%-ban csokkenthetd volna azon képek szama, melyeket a
sziirécentrumokban dolgoz6 képelemzoknek kell vizsgalniuk.

A DR automatikus szlirését célzd informatikai képfeldolgozo -eljarasok, széles
publikacios multra tekintenek vissza. Teljesitményiik igéretes, azonban a klinikai gyakorlatban
a human képolvasokhoz viszonyitott alig gyengébb szenzitivitasi és specificitasi mutatoi miatt
lassan terjednek. Ezen lassu terjedesét tovabb neheziti részben tisztazatlan jogi kornyezete.

Az eldsziirés feladatdnak megvaldsitasara harom eltéré megkozelitést alkalmaztunk a
tanulo algoritmusok bemenetként felhasznalt adatféleségei szerint: i) proteomikai adatokat, ii)
digitalis képfeldolgozas soran kapott adatokat alkalmazé modellek és iii) a két adatféleséget

kombinal6 rendszerek alkalmazésa.
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4.2.2.1 A Konnyproteomikai alapu tanul6 algoritmusok eredményei

Az azonositott hat marker konnyfehérjét (lipokalin 1, laktotranszferrin, lakritin,
lizozim C, lipofilinA, Igh-lanc) hasznalva bemeneti adatként, a felépitett modellek alapjan az
Rpart osztalyozon alapuld eljaras teljesitménye felilmulta a masik 6t alkalmazott modell
teljesitményét. Az Rpart osztalyozoval szemben azonban a NaivBayes osztalyozo szenzitivitasi
értéke magasabbnak adddott, specificitas értéke viszont igen alacsony (0,38) volt. Proteomikai
adatokra épiild modelliink teljesitmény értékei szenzitivitas tekintetében 0,87; specificitasa
vonatkozasaban 0,68.

A konnymintavétel nem invaziv, gyors vizsgalatai modszer, mely ,bed-side kit”
kifejélesztésével akar olcso, rutinszerti diagnosztikai modszerré is vallhat a kozeljovOben.
Koénnyproteomikai vizsgalatokra alapozott modelliink ugyan 6nalléan nem alkalmas még a
Klinikai gyakorlatba torténd bevezetésre, azonban szamos lehetéség kinalkozik a modszer

szenzitivitdsanak €s specificitasanak fokozasara.

4.2.2.2 Képteldolgozas alapti modszerek

A retinat érintd 1ézidk nagy szdma ¢és varidbilis megjelenése miatt az automata
rendszerek fejlesztése soran kifejlesztett algoritmusok olyan elvaltozasok detektalasara
fokuszalnak, amelyek konnyen leirhatdéak, konzekvens megjelenéstick és érzékeny, korai
indikatorai a DR kialakulasanak, mint példaul a MA, mely a DR legkorabbi tiineteinek egyike
¢s jelenléte nélkiil nem allithato fel a DR diagnozisa.

A képfeldolgozas alapu dontéstdmogatd rendszeriink a megbizhatobb eredményesség és
jobb reprodukalhatosag érdekében egyféle elvaltozas felismerésére fokuszalt. Az eljaras
alkalmazasaval azonositott MA-k szama alapjan soroltuk be a vizsgalt retina képeket DR, vagy
nincs-DR csoportba. A DR csoportba sorolt képeket a sziirérendszer automatikusan szakember
altali vizsgalatra irdnyitotta. Informatikai rendszer alaptt MA modelliink teljesitmény mutatéi a
szenzitivitas 0,84; és a specificitas vonatkozasaban 0,81.

A DR sziirésének a tekintetében, szamos miikodé képfeldolgozas alapa modszer ismert,
melyek teljesitménye Osszemérhetd a humdn vizsgaloéval. A fiiggetlen betegcsoporton,
nemzetkdzi standardok szerint validalt rendszerek szdma azonban elenyészd. Abramoff és
mtsai altal kidolgozott modszertan tobbféle képfeldolgozas alapti modszertant kombinal, MA
detektor mellett a bevérzések, a gyapottépésszerii gocok, €s a kemény exszudatumok jelenlétét

detektalja. Szenzitivitasa 96,8%-o0s (95% megbizhatdsagi tartomany: 94,4-99,3) 59,4%-0s
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(95% megbizhatdsagi tartomany: 55,7-63) specificitds mellett. A rendszer hasznalhatosagat
bizonyos szempontbol behatarolja alacsony specificitas értéke.

Gotman ¢és mtsai a képadatbazis biztosan negativ képeinek kiszlirését tiizték ki célul,
annak érdekében, hogy csokkentsék a vizsgalandd képadatbazis méretét. A kombinalt
képfeldolgozas alapt modszert a MA detektaldsa mellett a foltszerli vérzések és exszudatumok
azonositasara is kidolgoztak. Céljuk a 100%-os szenzitivitds elérése volt, mely alacsony
specificitas értékkel parosult. A modszertan eldszlird eljarasként alkalmazva a képadatbazisbol
a biztosan negativ képek 26,4%-at (MA/foltszerli vérzések/exszudatumok), illetve 38,1%-at

(MA, makula centralt kép vizsgalata) volt képes eltavolitani.
4.2.2.3 Kombinalt szlirés

A kombindlt modszer kidolgozasanak az Otlete azon elméleti megkdzelitésbol
szarmazik, hogy az eltérd tipust adatforrasokbol szdrmazo6 adatok kombinalt alkalmazasaval az
altalunk kidolgozott DR sz{ird eljaras tovabb javithatd, teljesitménye fokozhato.

A munkacsoportunk altal 1étrehozott modellek alkalmasak arra, hogy a proteomikai
adatokkal parhuzamosan egyéb adatféleségeket is bemeneti informacioként alkalmazzanak a
szirdvizsgalatok soran. Ilyen bemeneti adatok lehetnek tobbek kozott az anamnesztikus
klinikai informaciok, vagy a vizsgalo altal készitett képanyagok. Az alkalmazott adatféleségek
szamanak emelése megfeleldé kombinaciok esetén az eljards teljesitményét szignifikansan
fokozhatja. Kombinalt diagnosztikai mddszertanokat mar alkalmaznak a sziird eljarasok
teljesitményének javitasara.

A fentiekben ismertetett, konnyproteomikai, illetve MA detektorokra épiilé rendszerek
bemeneteit kombinaltan felhasznalni képes j modellt épitettiink fel. A két eljaras 6tvozeteként
megalkotott kombinalt eljarasunk, mindkét korabban bemutatott modelliink teljesitményét
meghaladta feltételezhetéen a két eltérd adatféleség egymastdl fiiggetlen, egymast kiegészito
informacioinak koszonhetden, szenzitivitasa 0,93; specificitasa 0,78.

Eredményeink alapjan lathaté, hogy amennyiben modelliinket egy adatféleségre
épitettiik, teljesitménye a proteomikai alapu modszertan esetében elmaradt a MA-detektorhoz
képest. Pontossag tekintetében mindkét egyéni modell teljesitményét feliilmulta a kombinalt
modszertan. A MA-detektor specificitasi mutatoi jobbak voltak még a kombinalt modellhez
képest is.

A munkacsoportunk altal kidolgozott modellek alkalmasak arra, hogy a proteomikai
adatokkal parhuzamosan egyéb adatféleségeket is bemeneti adatként alkalmazzanak a

sziirdvizsgalatok soran. Ilyen adatok lehetnek pl. klinikai informaciok vagy akar a vizsgalo altal
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készitett képanyagok. A felhasznalt adatféleségek szamanak emelése - megfelelé kombinaciok
esetén - az eljaras teljesitményét jelentdsen fokozhatja. A képfeldolgozas és a konny fehérje
alapu markerek szlirésben torténd alkalmazédsa két alapjaiban teljesen eltérd adatforrast
reprezentalnak, igy a DR-as szemre nézve eltérd tipust informaciot hordoznak, ezaltal egymas
hibainak kikiiszobolésére képesek lehetnek.

A DR-szlirés altal (jelenleg) elérendd célértékek, a human vizsgalok altal elért 0,8-as
szenzitivitasi €s 0,95-0s specificitasi értékek. Az altalunk kombinalt alapt sziiréssel - vizsgalati
beallitasok mellett - elért eredmények 0,93-as szenzitivitds és 0,78-as specificitas, melyek
megkozelitik a humén vizsgalok teljesitményeit.

Eredményeink ismeretében javasolt a proteomikai kisérletben vizsgalt fehérjék
szamanak csokkentése. Amennyiben, a vizsgalni kivant fehérjék szama csokken az MS/MS
modszertan egyszeriibb fehérje kimutatasi modszerre (assay) felcserélhetd. Alkalmazott
sziirdmoddszerlink eldnyei, a konnymintavétel konnyl kivitelezhetdsége ¢és novelhetd
ateresztOképessége.

A szlrdvizsgalati rendszerek kifejlesztésekor érdemes a hangsulyt a szenzitivitas
fokozasara fektetni - akar a specificitas értékeinek rovasara is -, hiszen célunk nem a human

vizsgald kivaltasa, hanem munkaterheinek a csokkentése.

4.2.3 Potencialisan alkalmazhato uj vizsgalo eljarasok a DR sziirésében
4.2.3.1 In vivo konfokalis cornea mikroszkdpia

Az emberi szaruhartya érz6 idegrostokban gazdag szovet. Beidegzése fontos szerepet
jatszik a szemfelszin funkcionalis és morfologiai integritdisdnak megtartasaban, tovabba védo
¢és trofikus funkcidkat (is) szolgaltat. Eldzetes ismereteinkre alapozva mely szerint részben
ismert az abnormalis cornedlis idegrost morfoldgiai felnétt DM-ban szenvedd betegek esetében,
minimalis neuropatia jelenlétében, illetve annak hianyaban is, CCM vizsgalatokat végeztiik
fiatal, 1-es tipust cukorbetegeken.

Diabéteszes pacienseink atlagéletkoraban statisztikailag szignifikans eltérés nem volt
kimutathatd; az I-es tipusi diabéteszes betegek (T1DM) és a kontroll csoportok
Osszehasonlitasakor (p=0,08). Az T1IDM betegek csoportjaban a betegek megoszlasa a DR
vonatkozasaban az aldbbiak szerint alakult: 15 paciensnél nincs DR utal6 jel, DR- 2-es stadium
2 péciens, DR- 3-as stadium 1 esetben, és DR- 4-es stadium 7 pdciensiink esetében volt
diagnosztizalhat6. A retinopatias betegek csoportjaban, 9 esetben tortént panretinalis 1ézer

fotokoagulacid.
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A cornedlis sejtek vizsgalata soran, statisztikailag szignifikansan alacsonyabb volt a
T1DM péciensek bazalis epitél (p<0,001) és endotél (p=0,001) sejtszamai a kontroll csoporthoz
viszonyitva. A poszterior stromaban a keratocita sejt striiséget szignifikdnsan magasabbnak
talaltuk (p=0,001) a TIDM betegek esetén a kontroll csoporttal dsszehasonlitva. A bazalis
epitélium (p<0,0001) és az endotél (p=0,02) sejtstirliség szignifikdnsan alacsonyabbnak, mig a
keratocita sejt stirliség (p=0,02) magasabbnak bizonyult a retinopatia nélkiili TLDM betegeknél
a kontroll személyekkel 6sszehasonlitva. Az epitél (p=0,04) és az endotél (p=0,004) sejtsiiriiség
aretinopatias T1DM esetén szignifikdnsan alacsonyabbnak bizonyult a nem retinopatias TIDM
paciensekkel 6sszehasonlitva.

A cornea idegrost réteg valtozasainak a vizsgalata soran statisztikailag szignifikans
eltérést talaltunk az idegrostok stirlisége (nerve fibre density, NFD; (p=0,004)), az
idegelagazodasok stirtisége (nerve branch density, NBD; (p=0,004)), az idegrostréteg hossza
(nerve fibre length, NFL; (p=0,001)) és az idegrost teljes elagazddasainak stirtisége (nerve fibre
total branch density, TBD; (p=0,04)) értékek a TIDM betegek Gsszehasonlitva a kontroll
személyekével. Az idegrost teriilet (nerve fibre area, NFA) érékeit tekintve nem talaltunk
szignifikans eltérést a 3 csoport Osszehasonlitisanak a vonatkozasdban (p=0,144).
Szignifikdnsan magasabbnak taldltuk az idegrost szélességet (nerve fibre width, NFW,
(p=0,04)) azonban a T1DM esetén a kontrollal 6sszevetve. Post-hoc analizissel az NFD
értékeiben nem talaltunk eltérést (p=0,256), de alacsonyabb NBD (p=0,02) és NFL (p=0,04)
értékeket talaltunk a nem retinopatias TIDM esetén a kontrollokkal 6sszehasonlitva. Az NFD
(p=0,003), az NBD (p=0,001), az NFW (p=0,03) és a TBD (p=0,05) értékek szignifikansan
alacsonyabbnak bizonyultak retinopatias TIDM betegek esetén a kontrollokhoz képest. Az
NFD (p=0,03) értékekben is szignifikans eltérést talaltunk a retinopatids €s a nem retinopatias
T1DM pacienseket 6sszehasonlitva.

A retinopatias T1DM pacienseknél szignifikans forditott korreldciot véltiink felfedezni
az NFD (r=-0,428; p=0,029) és az NFL (r=-0,387; p=0,046) értékekben. A T1DM betegek
szérum koleszterin szintje forditott korreldcioban all az NFL (r=-0,511; p=0,025) és az NFW
(r=-0,450; p=0,047) értékekkel. A cukorbetegség fennallasa, a HbA1c, a szérum triglicerid, a
HDL koleszterin és az eGFR értékeket dsszevetve a morfoldgiai elvaltozasokkal azonban nem
tudtunk szignifikdns korrelaciot kimutatni (p>0,05).2 éves kovetéses vizsgalatunk nem mutatott
jelentds valtozast az epitél, keratocita és endotél sejtszamban, valamint a centralis szaruhartya
vastagsagban sem a diabéteszes és kontrollcsoportok kozott. Szintén nem allapitottunk meg
szingifikans eltérést a cornealis idegrost morfoldgiai paraméterekben a DR-ban nem szenvedd

T1DM betegek és az egészséges személyek kozott. A NFL szignifikdnsan alacsonyabb értéket
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mutatott DR-ban szenvedd betegeknél, mint az egészségeseknél (p=0,002). A 2 éves kovetés
alatt a NBD (p=0,03) és NTBD (p=0,04) szignifikdnsan csokkent a NFA (p=0,08) ¢s NFW
(p=0,07) paraméterekkel egyiitt a DR-ban nem szenvedd betegeknél. A NFD (p=0,04) szintén
szignifikansan alacsonyabbnak adodott a DR-ban szenvedd betegek csoportjaban. A szérum
trigliceridek forditottan korrelaltak a NFW értékével (r=—0,339, p=0,04), de nem volt
szignifikans 0sszefliggés a diabétesz fennallasa, a HbAlc, a HDL, és eGFR, valamint barmely
cornealis idegi paraméter kozott a TIDM csoportokban.

Széles korli cornedlis mikroszerkezeti valtozast mutattunk ki I-es tipusu diabéteszes
betegeken, mely DR esetén szignifikansan megvaltozott. DM esetén, mind gyermek mind
felndtt vizsgalati csoportokban a bazalis epitélium, valamint az endotél sejtek szama
lecsokkent. Tanulmanyunkban a poszterior stromaban 1évd keratocita sejtstirliséget magasabb
szamban detektaltuk I-es tipust diabéteszes betegeknél az egészséges kontrollokhoz képest.
Ezzel ellentétben, mas vizsgalok nem taléltak szignifikans kiilonbséget a keratocita sejtszdmban
a kontroll, és a Il-es tipusu diabéteszes beteg csoportokat Osszehasonlitva. A keratocitak
felelések a stromalis extracellularis matrix fenntartdsaért, és kulcsszerepet jatszanak a
szaruhartya sebgyogyuldsdban. Az inzulin felgyorsithatja a cornedlis stroma fenntartasat
sebzést kovetden. Kordbban mar talaltak némi kiilonbséget a normal ¢és a diabéteszes
keratocitak génexpresszidjaban a jelatviteli utvonalakkal kapcsolatban. Ezek a megvaltozott
jelatviteli utak talan nagyobb jelentdséggel is birnak, mint a keratocitdk sejtstirtisége.
Tanulményunkban kimutattuk a cornedlis idegrostrétegek rendellenességeit (is): alacsonyabb
szamu idegelagazodast és hosszusagot talaltunk a fiatal diabéteszes retinopatids betegekben,
illetve mikroalbuminuriat, megerdsitve ezzel a korabban leirt eredményeket az I-es és a II-es
diabéteszes betegeknél. Tovabba, az automata analizis segitségével a diabéteszes betegeknél
kevesebb foidegrost elagazodasi pontot tudtunk detektalni, megerdsitve ezzel a korai
idegelagazodasi pontok elvesztését, a nagyobb idegrost szélességgel €s a tavolabbi agak
elvékonyodasaval dsszhangban. Erdekes modon a teljes idegrostteriilet hasonld képet mutatott
a kontroll és a diabéteszes betegek esetében, feltehetéen a fobb idegrostok Kkorai relativ
megkiméltsége, €s az elagazddasok szdmanak csokkenése kovetkeztében.

Tanulmanyunk eredményei Osszhangban voltak a kordbbi publikalt ismeretekkel,
miszerint a cornedlis idegrostok elvéltozasai Osszefiigghetnek a retinopatia sulyossagéval,
illetve a retinopatia jelenlétével. Vizsgalataink eredményei alapjan a CCM alkalmas lehet az I-
es tipust diabéteszes betegek szubklinikai allapotdnak a vizsgéalatdra, a betegség korai

stadiumaban torténd szlrési célzattal torténd alkalmazasra.
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4.2.3.2 Az ultraszéles pasztazo lézer oftalmoszkdpia

Az ultraszéles 1atoszogi 1ézer scanning oftalmoszkop (P200C AF) sziirés céljara torténd
alkalmazhatdsagi vizsgalatanak az érdekében kétlépcsds analizist végeztiink. Els6 1épésként a
makula patologias elvaltozasait osztalyoztuk; 121 szem hagyomanyos digitalis és a P200C AF
ultraszéles latoszogl 1ézer scanning oftalmoszkop altal készitett képeinek vonatkozasaban,
ugyanazon beteganyagon. A hagyomanyos digitalis technikaval késziilt képek koziil, kilenc kép
nem volt alkalmas mindségileg az analizisre, még a széles 1atoszogl képek vonatkozasaban
ilyen probléma nem mertilt fel.

A két képalkotd eljaras Osszehasonlitdsira a maradék 112 szem fundusfotod
dokumentécioit hasznaltuk. Végallapott AMD esetében (19 szem) a két eljaras
Osszehasonlitdsakor 96,43%-0s egyezést (k=0,93) talaltunk, melyet egyetlen kép
eredményezett. Drusen kategoéridban; a hagyomanyos digitalis képek alapjan 77 szemet, még a
P200C AF képek osztilyozasa alapjan 74 szemet soroltunk. A két képalkotod eljaras kozti
kiilonbségért ebben a csoportban harom szem volt a felelds, melyeket a P200C AF képalkoto
alapjan normalként osztalyoztunk, 96,11% egyezéssel (k=0,00). Normdal fundusképek
Osszehasonlitasakor eltérést nem talaltunk a két modalitas elemzése kozott.

Masodik 1épésként két fliggetlen képolvasd végzett részletes képelemzést az alabbi
elvaltozasok vonatkozasaiban (5-5 fundusfoto): kemény drusen, GA, CNV, valamint puha
drusen (6 fundusfoto). Klinikailag relevans eltérés nem volt kimutathatdo a két képolvasod
vizsgalati eredményei kozott, igy az altaluk végzett részletes osztalyozasokat egységesként
kezeltiik és a két képalkoto eljarast hasonlitottuk 6ssze. A képolvasok megbizhatésaga mindkét
képalkoto eljaras vonatkozasaban erételjes szignifikanciat mutatott, kivéve a kemény drusen (<
63 um) és a kozepes méretii lagy drusen (63 - 125 um) eseteit. A képolvasd6 dnmagahoz
viszonyitott megbizhatosaganak a megallapitasahoz az altala vizsgalt és osztalyozott képeket
Ujraclemezte. A képolvasd6 Onmagahoz viszonyitott megbizhatosdga minden vizsgalt
kategoridban magas volt, kivéve a drusenek egyes esetei. Ezt az eltérést kovetkezetesen egy
fundusfotd eredményezte, melyet az elsd osztalyozas alkalmaval maga az elemzd sem tartott
megfeleld mindséglinek és nem elemezhetd, rossz mindségii kép kategoéridba osztalyozta.

Tanulmanyunk azonos fenotipusokra vonatkoztatva nagyon magas egyezést mutatott a
vizsgalt képi modalitasok kozott. A P200C AF ultraszéles 14toszogli oftalmoszkop altal
készitett képek megbizhatoan alkalmazhatdéak a szemfenéki elvaltozasok detektdlasara és az
elvaltozasok meghatarozasara. A képolvasok egymashoz viszonyitott és a képolvasod

onmagahoz viszonyitott variabilitdsa alacsony volt (magas egyezés) mindkét képalkoto eljaras
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esetén. A két képalkoto eljaras altal készitett, és a képelemzdk altal osztalyozott fundusfotok
egyezése magas volt, kiugro K értékekkel. Kivételt azon esetek képeztek, ahol tal kevés
kategoria allt rendelkezésre az 0sszehasonlitdshoz. A képelemzés kezdeti szakaszaban, a kis
kemény drusenek azonositasa okozott nehézséget (elsGsorban), melyet feltételezhetden a
drusen ¢és a pixel méretek kozotti hasonldésag eredményezett az ultraszéles 1atoszogl
oftalmoszkop altal készitett képeken. Ezt tiikkrozi az alacsonyabb egyezés és K érték.

A makula vizsgélata soran végzett, hagyomanyos (45°) €s ultraszéles latoszogu
(200°) digitalis képek osztdlyozasa szignifikdns egyezést mutatott az altalunk vizsgalt
elvaltozasok eseteiben. Ezen vizsgélat a jovObeni alapjat képezi az ultraszéles 1latoszogl képek
periférikus retindlis elvaltozasainak elemzéseinek, melyek kordbban fel nem ismert
rendellenességeket tarhatnak fel a retina periférigjan, tovabba hozzajarulhatnak a kiilonb6zo

korkeépek (pl. AMD ¢és DR) kialakulasanak és patoldgiai rendellenességeinek megértéséhez.

5. UJ EREDMENYEK

5.1 A szaruhartya sebgyogyulasi folyamatainak vonatkozasaban

e Megallapitottuk, hogy a szaruhartya refraktiv lézerkezelését kovetd
sebgyogyulasi folyamatok soran a paciensek konnymintainak urokinaz uPA
szintje jellegzetes mintdzatot mutat a korai posztoperativ idészakban, és ez a
mintazat szignifikansan kiilonb6zik normal, illetve komplikalt sebgyogyulas
(haze) sordan, mely utobbirdl igazoltuk, hogy szerin proteinaz inhibitor
alkalmazasaval indukalhato.

e [gazoltuk az éallatmodell és a human konnymintdk uPA mint4dzatanak
hasonlosagat — normal, illetve komplikalt sebgyogyulas esetén - és
bizonyitottuk, hogy a nyual kivald6 modell a cornedlis sebgyogyulasi
folyamatok tanulményozasara, mikozben vemhessége a posztoperativ haze
kialakulasanak valoszinliségét jelentés mértékben fokozza. A haze
kialakulasat egyarant eredményezheti az uPA csokkent expresszioja és/vagy a
PAI-2 emelkedett koncentracioja, és szignifikansan csokkenthetd kialakulasi
valdszinlisége az uPA lokalis (szemcsepp) poOtlasaval.

e Rekombinans PAI-2 szemcseppet allitottunk eld, mely allatkisérletben vegyi

sériilést kovetden alkalmazva csdkkenti a haze stilyossagat.
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5.2 A diabétesz okozta szemszovodmények sziirésének vonatkozasaban

Els6ként azonositottuk a DR-ban szenvedd betegek konnyfilm-rétegében
megjelend specifikus fehérjéket és izolaltuk koziilik azokat, amelyek a
konnybdl torténd DR szlirésére potencidlisan alkalmazhatoéak, valamint
igazoltuk, hogy az automatizalt sziiréprogramok kombinalasa a konny-
proteomikai elemzéssel javithatja a szirOprogramok talalati pontossagat.
Kombinalt eljarasunk vizsgalati koriilmények kozott elérte 0,93-as
szenzitivitas €s 0,78-as specificitas értekeit, mely kozeliti a human vizsgalok
szlrési célértékeit (0,80-as szenzitivitds és 0,95-as specificitas).

In vivo cornealis konfokalis mikroszkopiaval 1-es tipust diabétesz
mellituszban szenved$ fiatalok szaruhartyainak vizsgalatakor morfologiai
eltéréseket allapitottunk meg, amelyek Osszefiiggést mutattak a retinopatia
jelenlétével, illetve sulyossagaval. Tovabba, elséként dokumentaltuk fiatal
diabéteszes betegek longitudinalis vizsgalata sordn a korai és progressziv
cornedlis idegrost morfologia karosodasat.

A makula vizsgalata soran végzett, hagyomanyos (45°) és ultraszéles
latoszogi (200°) digitalis képek osztalyozasa szignifikans egyezést mutatott
az altalunk vizsgalt elvaltozasok eseteiben. Ezen vizsgalat a jovObeni alapjat
képezi az ultraszéles latoszogli képek periférikus retinalis elvaltozésainak
elemzéseinek, melyek korabban fel nem ismert rendellenességeket tarhatnak
fel a retina periféridjan, tovabba hozzajarulhatnak a kiilonb6z6 koérképek (pl.

AMD ¢és DR) kialakulasanak és patoldgiai rendellenességeinek megértéséhez.
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6 AZ EREDMENYEK GYAKORLATI JELENTOSEGE

6.1 A szaruhartya sebgyégyulasi folyamatainak vonatkozasaban

Eredményeink koziil a szaruhdrtya refraktiv 1ézersebészeti beavatkozasat kovetden a

klinikai gyakorlatdban kozvetleniil is hasznosithatonak az alabbiakat gondoljuk:

A 3. posztoperativ napon mért alacsony uPA aktivitas a kés6i posztoperativ
szakban kialakul6 haze prediktiv jele lehet.

Az uPA lokalis (szemcsepp) poétlasa csokkentheti az esetenként kialakulod
posztoperativ haze valoszinliségét.

Az altalunk szabadalmaztatott eljarassal eldallitott rekombinans PAI-2 fizids
fehérje tovabbi allatkisérletes és klinikai vizsgéalatok utdn Ilehetdséget
biztosithat szaruhartyafekélyek gydgyitasdban torténd felhasznalasara a

klinikai gyakorlatban.

6.2 A diabéteszes szemszovodmények sziirése vonatkozasaban

Eredményeink koziil a diabétesz szlirésében, a klinikai gyakorlatban koézvetleniil is

hasznosithatonak az alabbiakat gondoljuk:

A konny proteomika alapu vizsgalatokat digitalizalt retina képek automatizalt
feldolgozasaval kombinalva a cukorbetegségben szenvedd, de DR eltérését
nem mutatd paciensek eldszlirése. A kombinalt eljaras bemeneti adatforrasai
a digitalis fundusfoton azonositott MA-k szama, valamint a konny fehérjék
koncentraci6 értékei. A vizsgalo eljaras pontossaga (0,93/0,78-as
szenzitivitas/specificitds) erdsen kozeliti azt a minimum értéket, melyet a
British Diabetic Association a sziirOprogramok szamara meghataroz
(0,80/0,95-6s szenzitivitas/specificitas).

Az in vivo konfokalis mikroszkopia alkalmas az I- es tipusi diabéteszes
betegek, szubklinikai allapotanak a vizsgalatara, a betegség korai stddiumaban
torténd szlirésére, valamint az 1) terapids modalitasokbdl szarmazo
egészségnyereség monitorozasara.

A P200C AF ultraszéles 1atoszogii pasztazo 1ézer oftalmoszkop (OPTOS PLC,
Dubfermline, UK) altal készitett fotodokumentaciok a ,,gold standard®
hagyoméanyos kamera (45°) rendszerek 4ltal készitett képeknek

megfeleltethetoek és alkalmazhatoak rutin Klinikai ellatasban.
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7. MTMT tudomanymetriai adatok

Csutak Adrienne tudomanyos és oktatasi kézleményeinek 6sszefoglalasa
MTA V. Orvostudomanyi Osztaly (2020.07.02)

T 2 s T s Szama Hivatkozasok"
udomanyos és oktatasi kzlemények —~ - — —
Osszesen Reészletezve Flggetlen Osszes

. Folyéiratcikk? 45 - - -
szakcikk nemzetkazi folyoiratban, idegen nyelvii - 35 414 485
szakcikk, hazai idegen nyelvii - 1 0 0
szakcikk, magyar nyelvii - 6 1 1
szakcikk, sokszerzés, érdemi szerzéként® s 1 1 1
osszefoglalo kézlemeény - 2 27 31
rovid kézlemény - 0 0 0

Il. Konyv 1 — - -
a) Szakkonyv, kézikonyv, tankonyv szerzoként 0 — -— -
idegen nyelvii - 0 0 0
magyar nyelvi - 0 0 0
aa) Felsooktatasi tankonyv - 0 0 0
b) Szakkonyv, kézikonyv, konferenciakétet, tankonyv 1 - - 5
szerkesztokent
idegen nyelvii -— 0 -— -—
magyar nyelvi -— 1 -— -
bb) Felséoktatasi tankonyv -— 0 - -

lll. Konyrészlet 2 — - -
idegen nyelvii -— 0 0 0
magyar nyelvi -— 2 0 0
cc) Felséoktatasi tankonyvfejezet - 0 0 0

IV. Konferenciakézlemény? 6 - 42 53
Oktatasi kozlemények 6sszesen (Il.aa,bb-lll.cc) - 0 0 0
Tudomanyos kézlemények 6sszesen (I-IV.) - 54 485 571
Tudomanyos és oktatasi kozlemények osszesen (I-1V.) 54 — 485 571

V. Tovabbi tudomanyos miivek 17 — - -
Tovabbi tudomanyos mivek, ide értve a nem teljes
folyoiratcikkeket és a nem ismert lektoraltsagu folyoiratokban -— 4 0 1
megjelent teljes folyoiratcikkeket is
Szerkesztoségi levelezés, hozzaszolasok, valaszok - 0 0 0
Oltalmak, szabadalmak - 13 0 0

VI. Hivatkozott absztraktok® 1 = 1 1

Osszes hivatkozas' -— - 486 573

Hirsch index® 16 e i e

g index® 24 - - s

| Specialis tudomanymetriai adatok Szama Osszes hivatkozas

Elsé szerzés teljes folyoiratcikkek szama? 12 74

Utolso szerzos teljes folyiratcikkek szama? 9 96

A tudomanyos fokozat (PhD) elnyerése utani (2002) teljes

tudomanyos folyoiratcikkek szama 29 467

Az utolso 10 év (2010 - 2020) tudomanyos, teljes, lektoralt

tudomayos folydiratcikkeinek szama 92 403

A legmagasabb hivatkozottsagl k6zlemény hivatkozasainak o

szama (az osszes hivatkozas szazalékaban) 9% 18,75%

Hivatkozasok szama, amelyek nem szerepelnek a WoS/Scopus s 105

rendszerben

Jelentés, guideline 0 0

Csoportos (multicentrikus) kozleményben kollaboracios 0 0

kozremiikods’

40



dc_1780 20

Megjegyzések:

a disszertacio és egyéb tipusu hivatkozas nélkiili, a WoS ésivagy Scopus rendszerben nyilvantartott adatok

lektoralt, tudomanyos folydiratban

a szerz6 irasban nyilatkozik, hogy érdemi szerzéi hozzajarulasaval késziitek szerzoként jegyzett kozleményei, és az érdemi hozzajarulast
dokumentalni tudja

konferenciakézlemény folydiratban, kényvben vagy egyéb konferenciakétetben

nem-hivatkozott absztrakt itt nem keriil az 6sszesitésbe

a disszertacio és egyéb tipusu hivatkozas nélkili 6sszes hivakozassal szamolva. A Hirsch és a g index definicioja

kozremiikodés esetén a csoportos szerzéségli kozlemeények hivatkozottsaga killon értékelendd, és nem szamithato be az 6sszesitett
hivatkozasok kézé

WN =

NO O A

n.a. = nincs adat

Keszllt: 2020. julius 2. 11:41

41



dc_1780_20

9. PUBLIKACIOK

Az értekezés alapjaul szolgalo in extenso kozlemények, szabadalmak

Kozlemények:

E. Deék, E. Szalai, N. T6th, R.A. Malik, A. Berta, A. Csutak

Longitudinal Changes in Corneal Cell and Nerve Fiber Morphology in Young Patients With
Type 1 Diabetes With and Without Diabetic Retinopathy: A 2-Year Follow-up Study
Invest. Ophthalmol. Vic. Sci. 1;60(2):830-837, 2019

DOI: 10.1167/iovs.18-24516.

IF: 3.812 (2018)

A. Csutak, Z. Steiber, J. Tézsér, A. Jakab, A. Berta, D.M. Silver
Plasminogen activator activity in tears of pregnant women.

PloS One. 12(5): 0177003, 2017.

DOI: 10.1371/journal.pone.0177003

IF: 2.766

E. Szalai, E. Dedk, L. Mddis, G. Németh, A. Berta, A. Nagy, E.N. Felszeghy, R. Képoszta, R.
A. Malik, A. Csutak

Early Corneal Cellular and Nerve Fiber Pathology in Young PatientsWithType 1 Diabetes
Mellitus Identified Using Corneal Confocal Microscopy.

Invest. Ophthalmol. Vis. Sci.57 (3), 853-858, 2016.

DOI: http://dx.doi.org/10.1167/iovs.15-18735

IF: 3.303

Z. Steiber, J. Tézsér, D.M. Silver, A. Jakab, G. Németh, A. Berta, A. Csutak
Plasminogen activator inhibitor type 2 in human tears and blood during pregnancy.
Int. J. Ophthalmol. Eye Res.3 (7), 121-125, 2015.

DOI: 10.19070/2332-290X-1500026

Z. Torok, T. Petd, E. Cs6sz, E. Tukacs, A. Molnar, A. Berta, J. Tézsér, A. Hajdu, V. Nagy, B.
Domokos, A. Csutak

Combined methods for diabetic retinopathy screening, using retina photographs and tear fluid
proteomics biomarkers.

J. Diabetes Res, 501: Paper 623619. 8 p. 2015.

DOI: 10.1155/2014/623619

IF: 2.431

Z. Torok, T. Petd, E. Cs6sz, E. Tukacs, A. Molnar, Z. Maros-Szabo, A. Berta, J. T6zsér,
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A. Hajdu, V. Nagy, B. Domokos, A. Csutak

Tear fluid proteomics multimarkers for diabetic retinopathy screening.
BMC Ophthalmol.13 (1), 2013.

DOI:10.1186/1471-2415-13-40

IF: 1.075

E. Cs6sz, P. Boross, A. Csutak, A. Berta, F. Toth, S. Poliska, Z. Torok, J. Tézsér
Quantitative analysis of proteins in the tear fluid of patients with diabetic retinopathy.
Journal of Proteomics.75 (7), 2196-2204, 2012.

DOI: 10.1016/j.jprot.2012.01.019

IF: 4.088

A. Csutak, D.M. Silver, T. Sperka, J. Kadas, G. Vereb, A. Berta, J. Tézsér
Urokinase down-regulation by aprotinin in rabbit corneal cells after photorefractive
keratectomy.

Curr. Eye Res.35 (9), 806-811, 2010.

DOI: 10.3109/02713683.2010.490319

IF: 1.36

A. Csutak, D. M. Silver, J. Tézsér, Z. Steiber, P. Bagossi, Z. Hassan, A. Berta
Plasminogen activator inhibitor in human tears after laser refractive surgery.

J. Cataract. Refract. Surg.34 (6), 897-901, 2008.

DOI: 10.1016/j.jcrs.2008.02.024

IF: 2.508

A. Csutak, D.M. Silver, J. Tézsér, A. Berta

Wound Healing, Haze and Urokinase Plasminogen Activator After Laser Vision Correction
Surgery.

Johns Hopkins APL Tech. Dig.27 (2), 198-207, 2007.

IF: 0.132

A. Csutak, D.M. Silver, J. Tézsér, Z. Hassan, A. Berta

Urokinase-Type Plasminogen Activator to Prevent Haze after Photorefractive Keratectomy,
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Invest. Ophthalmol. Vis. Sci.45 (5), 1329-1333, 2004.
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Cim: Rekombinans plazminogén aktivator inhibitor-2 fuzios fehérje eldallitasa és
szemcseppként torténd alkalmazasa kornedlis szaruhartya fekélyek gyogyitasaban
Ugyszam: P0700769

Benyujtas éve: 2007.-Kozzététel éve:2009

A szerzok kontribucidja azonos mértéki

J. Tézsér, A. Berta, A. Csutak, G. Miklossy

Cim: Use of urokinase type plasminogen activator inhibitors for the treatment of corneal
disorders
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A szerzOk kontribucidja azonos mértékii

Az értekezésben nem szereplé in extenso kozlemények

Egyetemi doktori (PhD fokozat) megszerzése utani in extenso kozlemények

Sokszerzos vagy csoportos szerzéségi szakcikk
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IF: 3.722
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Csutak Adrienne

feltalaloi tevékenységéhez kapcsoldo egyes iparjogvédelmi eljardsok

Magyar szabadalmi bejelentések (Szellemi Tulajdon Nemzeti Hivatala, SZTNH)

BERTA A, CSUTAK A , SPERKA T, TOZSER J

Cim: Eljaras és kit a fibrinolitikus rendszer allapotanak mérésére
Ugyszam: P0600891

Benytijtas éve: 2006. — Kozzététel éve: 2008.

TOZSER J, MIKLOSSY G, BERTA A, CSUTAK A

Cim: Rekombindns plazminogén aktivatorinhibitor-2 fuziés fehérje elballitasa és
szemcseppként torténé alkalmazasa kornedlis szaruhértya fekélyek gyogyitiasdban

Ugyszam: P0700769

Benytjtas éve: 2007. — Kozzététel éve: 2009.

TOZSER J, BERTA A, CSUTAK A

Cim: Peptidaldehid inhibitor hasznalata a szem eliils6 szegmentjében lejatsz6d6é urokinaz
medidlta proteolitikus degradacios folyamatok blokkolasara

Ugyszam: P0700770.

Benyujtas éve: 2007. — Kozzététel éve: 2009.

Eurépai szabadalmi bejelentések (European Patent Office, EPO)

SILVER DM, CSUTAK A, BERTA A, TOZSER J

Cim: Plasminogen activator to prevent corneal and subepithelial haze after laser vision
correction surgery

Els6bbségi év: 2000. Benyujtas éve: 2001.

Kozzététel éve: 2009. Kozzététel szama: EP1324767 B1

Lajstromszam: EP 1324767

BERTA A, CSUTAK A, SPERKA T, TOZSER J

Cim: Process and kit for measuring the condition of the fibrinolitic system
Elsobbségi év: 2006. Benyujtas éve: 2007.

Kozzététel éve: 2009. Kozzététel szama: EP2097011 A2

TOZSER J, BERTA A, CSUTAK A, MIKLOSSY G

Use of urokinase type plasminogen activator inhibitors for the treatment of corneal disorders
Els6bbségi év: 2007. Benyujtas éve: 2008.

Kozzététel éve: 2012. Kozzététel szama: EP2224949 B1

Lajstromszam: EP 2224949
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USA-beli szabadalmi bejelentések (US Patent and Trademark Office, USPTO)

SILVER DM, CSUTAK A, BERTA A, TOZSER J

Plasminogen activator to prevent corneal and subepithelial haze after laser vision correction
surgery

Els6bbségi év: 2000. Benyujtas éve: 2001.

Kozzététel éve: 2007. Kozzététel szama: US7179461 B2

Lajstomszam: US Patent 7,179,461

SILVER DM, CSUTAK A

Method and apparatus for reducing visual aberrations
Bejelentés szama: US 11/497,063

Els6bbségi év: 2005. Benytjtas éve: 2006.

Kozzététel éve: 2007. Kozzététel szama: US20070025118 Al
Lajstomszam: US Patent 7,455,408

BERTA A, CSUTAK A, SPERKA T, TOZSER J

Process and kit for measuring the condition of the fibrinolitic system
Bejelentés szama: US 12/474,705

Els6bbségi év: 2006. Benyjtas éve: 2009.

Kozzététel éve: 2010. Kozzététel szama: US20100068745 Al

TOZSER J, BERTA A, CSUTAK A, MIKLOSSY G

Use of urokinase type plasminogen activator inhibitors for the treatment of corneal disorders
Bejelentés szama: US 12/745,165

Elsobbségi év: 2007. Benyujtas éve: 2008.

Kozzététel éve: 2011. Kozzététel szama: US20110028397 Al

A fenti adatok megegyeznek a Debreceni Egyetemen vezetett szabadalmi nyilvéntartas
adataival és az interneten elérhet6 publikus szabadalmi adatbazisok (EPO, USPTO) adataival.
A lista nem tartalmazza a szabadalmi bejelentések / szabadalmi oltalmak statuszat.
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kozpontvezetd

Debrecen, 2016. junius 27. e 0114 ¥ .
2eztnn gamv°°

H-4028 Debrecen, Kassai ut 26. Kancellaria II. épiilet, 1. emelet 105. Tel.: +36 52 518 640
tto@unideb.hu www.techtransfer.unideb.hu

52



dc_1780_20

KOSZONETNYILVANITAS

Szeretném koszonetemet kifejezni egykori fonokdmnek és mentoromnak, Berta Andras
Professzor Urnak, hogy bevezetett a konnykutatis témakorébe és a szemészeti szakma
szépségeibe, hasznos tandcsaival segitette mind kutatéi mind szemészeti palyafutdsom.
Biztatott az egyetem egyik els6 spin-off cégének 1étrehozasaban, és §sztonzott arra, hogy ez az
értekezés 1étrejojjon.

Kiilon koszonom Tozsér Jozsef Professzor Urnak, a Biokémiai és Molekularis Biologiai
Intézet igazgatojanak a laboratoriumi munka csodaival valé megismertetést, hasznos tanacsait,
mellyel mindvégig segitette kutatd munkainkat. Kiilon koszondm, hogy spin-off cégilink
létrehozasaban ¢és miikodtetésében mindvégig tdmogatott kitartd munkajaval. A nehézségek
soran mellettem allt, wjabb ¢és 1jabb palyazatok benyujtdsara biztatott, melyek
megvalodsitasaban elengedhetetlen segitséget nytjtott.

Barati koszonettel tartozom David Silver Professzor urnak (Johns Hopkins University,
APL, Baltimore, USA) statisztikai elemzéseiért, kozleményeink és szabadalmaink
elkészitésében nyujtott elengedhetetlen segitségéért.

Hassan Ziad doktor tGrnak, hogy biztositotta szamomra a human tanulmanyok és az
allatkisérletek elvégzéséhez sziikséges refraktiv sebészeti feltételeket. Ezen vizsgalatok
elvégzésében mérhetetlen segitséget nyujtott szamomra Sefcsik Istvan, a Debreceni Egyetem
allatorvosa.

A konnymintak proteomikai vizsgalataiért Csész Evanak a Proteomika Szolgaltatd
Laboratorium vezetdjének tartozom koszonettel, és halas vagyok a sorsnak, hogy munkaink
egyre szorosabban fonddhattak Ossze az évek soran. Nagy megtiszteltetés szamomra, hogy
kozdsen alapithattuk meg a proteomikai munkacsoportunkat €s konnykutatasaink ezaltal egyre
szélesebb korli proteomikai platformra helyezddtek.

Koszondom Hajdi Andrasnak, az Informatikai Tansz¢k igazgatdjanak, hogy
érdekldédésemet a cukorbeteg paciensek fundusképéinek elemzését illetden informatikai sikra
terelte, €és az altalunk tanulmanyozott két kutatasi teriiletet 0sszefonva is vizsgalhattuk.

Ezen vizsgalatok 6sztonzésében kiemelt tdmogatast kaptunk egykori fénokdmtol, Petd
Tiinde Professzor Asszonytol (Ophthalmology Department, Queen’s University, Belfast),
akinek barati kdszonettel tartozom a diabéteszes retinopatia szlirésébe torténd bevezetésért.

Halas vagyok Szalai Eszter kollégandmnek, hogy érdeklddésemet a szemfenéki képek

vizsgalatairol a szaruhdrtydra irdnyitotta, és k6z0s kutatasainkat szakmai tudasaval segitette eld.
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Ko6szonom a Debreceni és a Pécsi Szemklinika, a Debreceni Biokémiai és Molekularis
Biologiai Intézet, a Proteomika Szolgaltatdé Laboratorium, az Informatikai Kar,
Kutatocsoportunk, Tarsszerz6im, PhD hallgatéim, ¢és az InnoTears Kft. valamennyi
dolgozdjanak tdmogatasat, hasznos tanacsaikat, sokoldali szakmai tAmogatasukat.

Végezetiil, de nem utolsé sorban mindenek felett halas vagyok sziileimnek, hogy
feltételek nélkiil tamogattak palyafutdsom soran és mindvégig mellettem alltak az élet nehéz
pillanataiban. Ezen batoritas és tdmogatas eredménye ez a munka is. K6szonom csaladomnak,

férjemnek és gyermekeimnek, hogy szeretetiikkel mindvégig mellettem alltak.
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