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1 BEVEZETES

1.1 A human kénny

A konnyfilm megfeleld mennyiségi és mindségi Osszetétele elengedhetetlen a tokéletes
latasélesség [1], a szaruhartya és kotOhartya védelme és taplalasa szempontjabol [2], [3]. A
szem elillsd0 szegmentjében 1évé konnyfilm-réteg szamos fehérjét tartalmaz, melyek

differencialis megjelenése, illetve mennyiségi valtozasa jellemz0 lehet az egyes betegségekre

[4], [3].

A human konny viztiszta, enyhén lagos (pH: 7,2-7,4), sos izl folyadék. Egyenletes, kb.
3,442,6 um vastag filmréteg formajaban fedi a szaruhartya (cornea) és kotéhartya (conjunctiva)
felszinét. Termeléséért a f6 konnymirigy (glandula lacrimalis), a jarulékos konnymirigyek,
valamint a kotShartya kehelysejtjei egyiittesen teheték feleléssé. Atlagos termelésiik mértéke
megkozelitdleg 2 ul/perc [6]. A konnyfilm a pislogas révén néhany masodpercenként képzodik
ujra. Egyenletes eloszlatasat - a szaruhartya €s a kotohartya felszinén - a szemhéjak zarasa
biztositja, mely elengedhetetlen a konnyfilm konnyutak felé torténd tereléséhez és
elvezetéséhez [7]. A pislogasok kozti idGintervallum jelentds mértékben meghatarozza az
evaporacié mértékét.

A konnyfilmnek harom rétegét kiilonboztetjilk meg. A szaruhartya epitél rétege feldl
kifel¢ haladva az els6 a mucin réteg, mely kb. 0,02-0,05 um vastag, glikoproteinek,
proteoglikanok, glikolipidek alkotjak. Eredetét tekintve a kotohartya kehelysejtjeibdl, a Manz-
féle mirigyekbdl és a Henle-kriptakbol szarmazik. A szaruhartya felszinéhez a hamsejtek
mikrobolyhai kotik, minek eredményeként a hidrofob hamfelszinek hidrofillé alakulnak, és
ezaltal valnak alkalmassa a vizes réteg megkotésére. Ezen nedvesités hatasara az epitél sejtek
kozti egyenetlenségek kitoltddnek, ami elengedhetetlen a tokéletes refrakcid szempontjabol. A
masodik a vizes fazis, mely a konnyfilm kb. 90%-t teszi ki. Egyik hatdra sem éles - ezért
tekintjiik kétfazisinak a konnyfilmet -, mind a mucin, mind a lipid fazissal keveredhet. A
konnyfilm jelentds része (kb. 98%) viz, kb. 1%-ban tartalmaz anorganikus sdkat (NaCl, KCI),
ionokat (Mg?*, Ca®*), nyomokban Fe?*-t, organikus anyagokat, fehérjéket (0,2-0,6%), melyek
elsésorban immunglobulinok (IgA, IgG, IgE), albumin, lizozim. Ehgyomri cukor tartalma 3,6
mg/100 ml (0,2 mmol/l), cukorbetegség esetén atlag 16,6 mg/100 ml (0,92 mmol/l) értékre
tehetd [8]. Eredetét tekintve a kotéhartya stromajaban elhelyezked6 jarulékos konnymirigyek -
Krause és Wolfring- féle mirigyek - termelik. Barrier funkcigjan tal, felel a szaruhartya

hidrataltsagaért, antibakterialis hatdsu és biztositja az avaszkularis szaruhartya anyagcseréjét.

7
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A harmadik a lipid fazis, kb. 0,15-0,2 pm vastag, apolaros viaszészterek és polaros
zsirsavészterek alkotjak. Termeléséért elsésorban a Meibom mirigyek, valamint kisebb
mértékben a Zeiss- és Moll-mirigyek felelosek. Legfontosabb feladata, a konnyfilm
evaporaciojanak a megakadalyozasa, a szaruhartya felszinének védelme a kiszaradastol [9].

A termelés szempontjabol kétféle kivalasztasi mechanizmust kiillonboztethetiink meg:
alap és reflexes szekréciot. Az alapszekrécid akarattol fiiggetlen és foként a jarulékos mirigyek
termelése felelds érte. A Meibom mirigyek termelése ketts; mind neuronalis mind hormonalis
regulacid alatt all. A lipidtermelés szempontjabdl a hormonalis regulacié a meghatdrozd. A
reflexes szekrécio neuronalis beidegzésii; a szaruhartya és a kotGhartya szenzoros idegei vegyi,
mechanikus, termikus hatasara aktivalédnak, és a f0 konnymirigyet ¢és a kotOhartya
kehelysejtjeit beidegzd paraszimpatikus €s szimpatikus efferens rostokon keresztiil mucin - és
folyadéktermelést inditanak [8], [9].

A konnyfilm megfelel6 mennyiségi €s mindségi Osszetétele elengedhetetlen a
kotOhartya €s a szaruhartya védelme szempontjabol, melyben a konnyfehérjék jatszanak
elsddleges szerepet. A konny fehérjéi a konnymirigyek altal termelt, a szaruhartya és a
kotéhartya sejtjei altal szekretalt és a vérbdl atkeriilé fehérjékbdl allnak [10]. Elektroforetikus
modszerrel Gachon és mtsai kb. 60 féle fehérjét azonositottak a kénnyben [11], majd a nagy
hatékonysagu folyadékkromatografias (HPLC) ¢és tomegspektrometrids (MS) modszerek
megjelenésével tobb mint 1500 fehérjét ismerhettiink meg [12]-{14]. Ezen fehérjék harom 6
csoportba sorolhatoak: 1) a szérumban is azonosithato fehérjék i1) csak a konnyben azonosithatéd
fehérjék, iii) a konnyben és epitél sejtekben is detektalhato fehérjék. A konnyben detektalhatd
fehérjék legjelentdsebb képviseldi: a lizozim, a laktoferrin és a konnyspecifikus prealbumin
[15].

A szaruhartya sebeinek gyodgyuléasa soran, illetve bizonyos betegségekben, generalizalt
korképekben a konnyfilmrétegben talalhato fehérjék megjelenése, eltlinése, illetve mennyiségi

valtozasa jellegzetes mintazatot és id6beli lefolyast mutat [16]-[19].

1.2 A konny plazminogén aktivator-plazminrendszere

A szaruhdrtya sebgyogyulasi folyamatait két nagy rendszer szabdlyozza aktivatorok és
inhibitorok utjan. A plazminogén aktivator-plazminrendszer a degradacioért és a karosodott
extracellularis matrix eltakaritasaért felelés [20], [21], mig a masik rendszer, az aktivalt
keratocitdk révén a karosodott kollagén struktirak helyére ujonnan szintetizalandod kollagén
fibrillumok 1étrehozasaért [21]-[25]. A két rendszer harmonikus miikodési egyensulya

elengedhetetlen a szaruhartya sériilését kdvetd reepitelizacio szempontjabol.

A plazminogén aktivator-plazminrendszer egyensulyanak felboruldsa a szaruhartya
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sebgyogyulasi folyamatait két irdnyba tolhatja el: egyrészrdl a szaruhartya hegesedése,
masrészrol elhuzodo sebgydgyulas, esetenként szaruhartyafekély kialakulasahoz vezethet [26]—
[28].

A plazminogén aktivatorok (PA) specifikus szerin protedzok, a plazminogén Argseo és
Valss1 aminosav alegységei kozotti kotés hasitasaval aktivaljak az inaktiv plazmint [29], [30].
A plazminogén aktivatoroknak 2 6 tipusat kiilonbdztetjiik meg, a szoveti tipust plazminogén
aktivatort (tPA) és az urokinaz tipusu plazminogén aktivatort (uPA). A normal kdnny nagy
mennyiségli urokindz antigént tartalmaz, mely valosziniileg kizarélag inhibitor-komplex
formajaban van jelen, az uPA aktivitasa kismértékii mig tPA szint nem detektalhato [31]. A
konny proteaz inhibitor (oz-antitripszin, a2-makroglobulin) tartalma igen alacsony [32].

Sejttenyészetben szamos sejttipus képes PA-t termelni [33]. A szaruhartya, a kotGhartya
¢s a konnymirigy szoveteiben is kimutathatdé PA immunhisztokémiai modszerrel [34]. A
szaruhartya PA aktivitasa urokinaz tipusu, a konnymirigy csak tPA-t képes termelni [28], [35]—
[37]. Kotohartya szovettenyészetben mindkét aktivator megtalalhato, az uPA termelésért az
epitél sejtek felelosek, mig a tPA forrasa a kotdhartya ereinek endotél sejtjei [37].

A mikodéséhez fibrin kofaktort igényld tPA elsésorban a vér fibrinolitikus
aktivitasdban jatszik szerepet. Termeléséért és a vérbe torténd szekretalasaért elsdsorban a
vaszkularis endotél sejtek felelosek. Gatlasaban legfontosabb a plazminogén aktivator inhibitor
1-es tipusa (PAI-1).

Az UPA elsédleges szerepet az extracelluléris proteolizisben jatszik és valdsziniileg a
kofaktort nem igényel [38]. Az uPA-t endotelialis sejtek, makrofagok és kiilonbozo tipusit
leukocitak szintetizaljak. Megtalalhat6 a konnyben, €s feltehetden a kdtohartya €s a szaruhartya
epitél sejtjei szekretaljak [35], [37], [39], [40]. PAI-1 antigént nem sikeriilt normal kénnyben
kimutatni [41], igy valdsziniileg mas inhibitor jatszhat szerepet a szem eliilsé szegmensében
keletkezd uPA gatlasdban, mely forrdsa vagy a konnymirigy, vagy a szem eliilsé szegmensében
talalhatd sejtek. Az urokindz potencidlis leukocita kemoattraktdnsként is ismert, és emiatt
szerepe lehet sejtadhézids, migracids, leukocita extravazacidos ¢és szoveti infiltracids
folyamatokban, gyulladasos megbetegedésekben [42], [43].

A szaruhartya és kotOhartya epitél sejtjeinek karosodasa kovetkeztében nagyobb
mennyiségli uPA keriilhet a konnybe. Patoldgias esetekben fokozddhat a kdtOhartya ereinek
permedbilitasa is, igy egyrészt protedzok proenzim formai, mdasrészt protedz inhibitorok
kertilhetnek a konnybe. Az uPA képes a kdnnybe keriild plazminogént aktivalni - tPA normal

konnyben nem detektalhatd -, mig az urokindz aktivitdst a plazma inhibitorok gatoljak (1.
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abra)[44]. A keletkez0 plazmin egyrészt inaktivalodhat, masrészt szamos folyamatot elindithat

a szem eliils6 szegmensében [45].

Plazminogén

uPA uPA : Plazminogén |—> Plazmin

Inaktiv
PA uPA : PAI

1. dbra Az uPA aktivitas kinetikai modellje a szaruhartya sebgyogyulasi folyamataban. Az inaktiv plazminogén
aktiv plazminna torténd atalakitasaért az aktivatoraik felelosek, deaktivalasukat inhibitoraik vegzik [44].

A konny proteolitikusan aktivva valhat az uPA aktivitas megnovekedésével, hiszen a
hatasara keletkez6 nagy mennyiségli aktiv plazmin felborithatja az enzimatikus egyensulyt, a
konny inhibitor készleteinek kimeritésével.

A széles szubsztrat specificitasu aktiv plazmin, mar nemcsak a fibrint, hanem az intakt
kollagén kivételével az extracellularis matrix fehérjéit (laminin, fibronektin) is képes hasitani
[38]. A szaruhartya reepitelizaciojat a fibronektin lebontasa segiti el6, ezaltal valik lehetévé az
epitél sejtek bekuszasa a periféria fel6l a centrum iranyaba. A plazmin-indukalta szignalizacios
hatas a monocitak, makrofagok és egyéb gyulladasos sejtek funkcidira is hatassal van. In vitro
¢és in vivo tanulmanyok igazoltak, hogy a plazmin képes stimulalni a citokinek, reaktiv
oxigéngyokok (ROS) és egyéb gyulladasos mediatorok termelddését [46]. A plazmin tulzott
aktivacidja kronikus gyulladasban vagy autoimmun megbetegedésekben stlyosbithatja a
gyulladasos sejtek aktivaciojat és a betegség patogenezisét [47].

Az aktiv plazminogén aktivatorok deaktivalasat inhibitoraik végzik. Tézsér és Berta
els6ként mutattak ki patologids human konnyben az uPA természetes inhibitorait: PAI-1 ¢és -2
[48]. Mindkét inhibitor a szerpin csaladba tartozik, szerkezetiik és miikodésiik hasonlo, azonban
eltéré bioldgiai funkciokkal rendelkeznek. A PAI-1 szekretalddd inhibitor; a vérlemezkék, a
vaszkularis simaizomsejtek és a majsejtek termelik [49]. A PAI-2 jelentés része nem
szekretalodik [50], termeléséért els6sorban a trofoblasztok feleldsek és az UPA terhesség alatti
gatlasaban jatszik fontos szerepet [51], tovabba kiilonféle raktipusokban (mell- és tiidorak)
ismert prognosztikus szerepe [52], [53]. PAI-2 expresszioét human szaruhartya epitél sejtekben

[54], valamint a kotéhartya sejtjeiben is sikeriilt kimutatni [55].
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1.2.1 Enzimkaszkad a szaruhartya sebgyogyulasi folyamataiban

A szaruhartya sebgyogyulasi folyamataiban traumas sériilést kovetéen ismert a konny
plazminogén aktivator-plazminrendszerének jelentdsége [39], [56]-[59]. A karosodott epitél
sejtekbdl felszabadulo, plazminogént aktivaldo enzimek hasznosak, azonban amennyiben
enzimszintjiik valamilyen ok miatt magasan marad a sebgyogyulasi folyamat hosszasan
elhtizodhat, vagy esetenként be sem kovetkezik [28].

A plazminogén aktivator-plazminrendszer aktivalodasanak kiemelt szerepe van a sejt-
és szovettormelékek eltakaritdsaban, valamint a karosodott kollagén €s extracellularis matrix
kijavitdsaban. A konny uPA aktivitdsa a refraktiv sebészeti beavatkozasokat kovetden is
megemelkedik, mely arra utal, hogy a fibrinolitikus rendszer szerepet jatszik a szaruhartya
sebgyogyulasi folyamataiban (is) [60]. Human konnymintakban a fotorefraktiv keratektomia
(PRK) beavatkozast kovetden, a harmadik posztoperativ napon mért alacsony uPA aktivitasi
érték és a sebgyodgyulas késoi (3-6 honap) posztoperativ iddszakdban észlelt szubepitelidlis
homaly (haze) kialakulasa kozott szignifikans Osszefiiggés igazolt [60]. Tobb, a szaruhartya
reepitelizaciojaval foglalkozo vizsgdlat szamolt be az uPA ¢és receptorai jelenlétérdl
keratinocitakban [61], [62]. Tervo és mtsai immunhisztokémiai vizsgalatokkal igazoltak az uPA
eroteljes, a PAI-1 gyenge €s a tPA alig kimutathat6 jelenlétét a szaruhartya sebzés teriiletében
[57]. A plazminogén aktivator-plazminrendszer feltehetden szerepet jatszik a fibrin és
elOsegiti az inaktiv kollagenaz felszabaduléasat a szaruhartya epitél sejtjeibdl, valamint aktivalja
azt [26].

Szaruhartyafekély esetén a paciensek konnymintaiban a proteaz (ag-antitripszin, ow-
makroglobulin) inhibitorok szintje jelentésen megnd, mely fokozatosan tér vissza a normal
értékre a sebgyogyulas folyaman [63]-[65].

A szaruhartya és a kotéhartya stlyos gyulladasos korképeiben, illetve mészsériilések
esetén jelentds a konny uPA aktivitas emelkedése [28], [66], melyhez a fekélyesedd szaruhartya
epitél sejtjei, valamint a polimorfonuklearis leukocitak is hozzajarulhatnak [28]. A szem eliils6
szegmensében mért urokindz szint szdmos folyamat ereddjeként johet 1étre.

Az inhibitorok a kot6hartya ereinek permeabilitas fokozodasa révén keriilhetnek a
az au-antitripszin esetében azonban a lokalis termelés sem zarhato ki [63]-[65]. Amennyiben a
kérosodas olyan mértéket olt, hogy az uPA aktivitds a transszudacioval a konnybe keriild
inhibitorokat kimeriti, a konny proteolitikusan aktivva valhat a folyamatos plazmin termelddés
kovetkeztében. Az aktiv plazmin, mar széles szubsztrat specificitdsii proteindz, mely a
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prokollagenazt aktivalja. Az aktiv kollagendz szOvetkdrosodéast, a szaruhartya
alapallomanyéanak proteolitikus lebontasat eredményezheti, ezaltal meghatarozo szerepet tolt
be a szaruhartyafekélyek kialakulasaban [26]. A konnyfilm plazmin koncentracidja és az
ulcerativ folyamat stlyossaga kozti korrelacio ismert [66]. A gyulladasos folyamatok
kifejlodésével a plazmin aktivitds megnd és a kdnnyben mért 1 pg/ml koncentracio értéknél az
inflammatorikus sejtek a szaruhartya stroma allomanyaban is kimutathatoak. Magas plazmin
aktivitas (2,5-3,0 pg/ml) esetén szaruhartyafekély képzodés figyelheté meg és allatkisérletben
bizonyitottan sikerrel alkalmazhaté a sebgyogyulasi folyamat eldsegitésére lokalisan
alkalmazott plazmin inhibitor (Aprotinin, Gordox 10.000 KIE/ml) [59], [66], [67].

Zhou ¢és mtsai leirtak nativ PAI-2 termelését ¢és tisztitasat Escherichia coli
baktériumsejtekbdl, azonban a fehérje inkluzios testbe keriilt, ezért csak 8 M urea oldatbol
torténd renaturacioé utan sikeriilt aktiv fehérjét nyerni [68]. A PAI-1 és mutansai mellett leirtak
hexahisztidin tartalma PAI-2 expressziojat és tisztitdsat, azonban az egylépéses affinitas
kromatografia csak nagymértékli bakteridlis szennyezd fehérjét tartalmazo frakciokat
eredményezett [69]. Bar a PAI-1 legalabb olyan hatékony az uPA blokkolasaban, mint a PAI-
2, a PAI-1 metastabil és gyorsan inaktiv konformaciot vesz fel [70], ami terapias
alkalmazhatésaga szempontjabol kifejezetten hatranyos. A PAI-2 masik eldnye, hogy
fiziologias intracellularis formaja nem glikozilalodik, ezért a bakterialisan exprimalt fehérje
teljes mértékben megegyezik az eukariota sejtek altal exprimalt intracellularis fehérjével.

A PAI-1 és PAI-2 inhibitoroknak szamos terapias alkalmazhat6sagi teriilete ismeretes.
A PAI-2 potencialis alkalmazhatésaga ismert daganatos megbetegedésekben[71], [72] és
pszoriazisban is [73].

A konnyfilm plazminogén aktivator- ¢€s inhibitor szintjeinek, valamint azok
valtozasainak ismerete tovabbi informacioval szolgalhat a szaruhartya sebgyogyulasi

folyamatarol, és a refraktiv 1ézersebészeti eljarasok biztonsagossagat is novelheti.

1.3 A szaruhartya refraktiv-lézersebészete

A szem torderejének velesziiletett vagy szerzett hibai igen gyakoriak, hozzavetdlegesen
800 millio-2,3 milliard embert érintenek a vilagon [74]. Az eurdpai, 25 és 90 év kozotti lakossag
tobb mint kétharmada ¢l valamilyen mértékii fénytorési hibaval, melynek megoszlasa az
alabbiak szerint alakul: kb. 31% kis és kozepes fokii midpia, nagyfoki midpia 3%,
hipermetropia 25% és 24% asztigmia [75]. A midpia kiilondsen a fiatal felnéttek korében
gyakori, becslések szerint Eurdpaban 227,2 milli6 ember rovidlatd. Egyes tavolkeleti
orszagokban (Korea, Tajvan, Kina) a fiatal lakossag korében a midpia prevallenciaja eléri a 84-

97%-ot [76]. A latasélesség tokéletes korrekciodjara, legyen az szemiivegrendelés, kontaktlencse
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illesztés vagy valamilyen miitéti beavatkozas, rendkiviil nagy az igény [75]. A fénytorési hibak
hagyomdnyos korrekcios lehetdsége a szemiiveg rendelése, miopids esetben konkav,
hipermetrdpias esetben konvex, asztigmia esetén cilinderes lencsével. A péciensek egy részénél
a kontaktlencse viselése jelent alternativat, melyek tipusai, alapanyagai, tulajdonsagai
tekintetében rendkiviil eltérek lehetnek.

Szamos embernek van azonban igénye vagy sziiksége hosszan tartd, segédeszkoz
nélkiili korrekciés megoldasra, munkahelyi, sport, vagy egyéb, kényelmi célbol. Szamukra
jelenthetnek megoldast a latasjavité miitéti megoldasok. Szovodménymentes esetben egy jol
megvalasztott miitéti technika 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 Ossztordereje és a szemtengely hossza kozott felborult arany keriil korrekciora, annak
érdekében, hogy a szembe bejutd fénysugarak az éleslatas helyén egy fokuszpontban
egyesiilhessenek a retinan. A szaruhartya ,,atformalasanak” leggyakrabban alkalmazott mddja
valamilyen tipusu lézeres beavatkozds, ezen kiviil alkalmazhatdé modszerek a kiilonb6zd
szaruhartyaba iiltethetd eszk6zok - gyliriik vagy lencsék - melyek ritkabb, sulyosabb fénytorési
hiba esetén jelenthetnek optimalis segitséget. A masik lehetdség, mely jelenleg egyre nagyobb
teret hodit, a szemlencse cseréje optimalis toréerdvel rendelkezd beiiltetheté miianyag lencsére.
A beavatkozas gyakorlatilag megegyezik a sziirkehalyog miitét soran végzett szemlencse
eltavolitassal (fakoemulzifikacid) és miilencse beiiltetéssel, tiszta szemlencse mellett. A jelen
dolgozat a szaruhartya felszini ,,atformalasanak™ leggyakrabban alkalmazott modjaira, a 1ézeres
beavatkozéasokra fokuszal.

Az avaszkularis szaruhartya szovettanilag - kiviilrdl befelé haladva - tobb rétegbdl épiil
fel: a felszini ham, a Bowman membran, a stroma, a Dua hartya [77], a Descemet membran ¢és
az endotél sejtréteg. Parhuzamosan futo kollagén rostok alkotjak a stroma allomanyat, mely a
szaruhartya kb. 90%-at teszi ki és a szaruhartya formajat/alakjat, valamint stabilitasat biztositja.
A stréomat alkotd kollagén rostok atmérdje és egymas kozti tdvolsaga azonos (kb. 21-65
nanométer), elrendezddése szabdlyszerli, minek kovetkeztében a stroma atlatszo. A
szaruhartyan végzett refraktiv célu beavatkozasok a stroma allomanyat érintik, ebbdl keriil
eltavolitasra egy precizen, napjainkban gyakorlatilag kizarolag szamitogép altal megtervezett
részlet.

A szaruhartya stabilitdsaért a stromalis matrix tehetd feleldssé, elaszticitasat pedig
rostszerkezete és rostkdzi kapcsolatai hatdrozzdk meg. Normal szaruhartya struktira esetén

ezen tulajdonsagok természetes egyensulyban allnak. A szaruhdrtya szerkezetét tovabba
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rigiditasa jellemzi, mely biztositja konzisztenciajat, megakaddlyozza ellapulasat és "stabilan"
tartja szoveti szerkezetét. A szaruhartya eliilsd kétharmada a Bowman membrannak
koszonhetéen elasztikusabb, mely fontos tényezd a biomechanikai stabilitds szempontjabol
[78]. A szaruhartya stabilitasa strukturalis valtozasa esetén gyengiil, minek kovetkeztében a
szaruhartya koros kiboltosulésa tagulat, ektazia alakulhat ki. A biomechanikai stabilitast "sért6"
hatasokkal elsésorban mély ablaciok (pl. 1ézer-asszisztalt in situ keratomileusis (LASer In situ
Keratomileusis, LASIK), jelentésebb ablacios mélység (pl. jelentésebb refrakcidos hiba
korrekcioja), illetve vékonyabb visszamaradd stromadgy (pl. vékonyabb szaruhdrtya) esetében

kell szamolnunk.

1.3.1 A szaruhartya refraktiv 1ézersebészeti beavatkozasainak attekintése

A refraktiv sebészeti beavatkozasok elméleti lehetdségének a kidolgozasa Lans holland
szemorvos nevéhez flizddik, aki 1896-ban irta le a szaruhartya bemetszését, az asztigmia
korrekcios  lehet6ségeként [79]. Sato 1930-ban végezte az elsé miitéteket, mely
»,hagyomanyos” vagast jelentett a szaruhartydn a Descemet membran behasitdsaval. Az
alkalmazott modszer korilbeliill 6 Dipotria (D) midpia fénytorési hiba korrigalasat tette
lehetové. Az alkalmazott technika megitélését a szovodmények jelentdés szadma azonban
kérdésessé tette a [80]. Az els6 keratomileusist (gorog kifejezés, keras: szaru, mileusis: vésés),
a szaruhartya atformalasat Barraquer végezte 1963-ban. Ez a mutéti technika mar a
eltavolitasra, melyet fagyasztas formalt 4t, majd az ujraformalt szaruhdrtya részlet keriilt
visszaiiltetésre. Az eljaras meglehetdsen pontatlan és kezdetleges volt, azonban joval a LASIK
technika megjelenése el6tt vetette fel a mikrokeratom kidolgozasanak igényét [80]. Rutinszer(
eljarassa a Fjodorov altal 1974-ben kozolt un. radialis keratotomia valt, mely soran gyémant
késsel ejtettek radialis bemetszéseket a szaruhartyan, a kiilonboz6 fénytorési hibak korrekcidja
céljabol [80].

Az igazi attorést a refraktiv szemsebészetben a 1ézerek megjelenése eredményezte, mely
sokdig egyet jelentett az Un. excimer lézerek alkalmazadsaval. Az excimer kifejezés a lézer
tipusara utal, ,,excited dimer”, valamilyen nemesgaz (pl. xenon dimer) gerjesztésével eldallitott
1ézersugarra. Kifejlesztésének célja az 1970-as években eldszor ipari felhasznalas, mikrocsipek
nagy pontossagu eldallitasa volt. Ekkor figyelték meg, hogy az igy eldallitott 1ézerfény nagy
pontossdgu, termalis karosodds nélkiili vagasra képes, mely idedlissd teszi orvosi sebészi
beavatkozéasban torténd hasznalatat. Az excimer 1ézer szemészeti kifejlesztése az 1980-as évek
elején kezdddott. Az elsd, széles korben elterjedt és mind a mai napig alkalmazott, fotorefraktiv

keratektomia (PhotoRefractive Keratectomy, PRK) tipusu 1ézeres korrekcios mitétet 1987-ben
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Trokel végezte el [81], [82]. A médszer 1995-ban kapott engedélyt az Amerikai Elelmiszer- és
Gyogyszerellendrz6 Hatosagtol (FDA), tehat immar egy negyedszazados multra tekint vissza.
A 193 nm hulldmhosszusagu argon-fluorid excimer lézer a refraktiv hibak korrigélasat a
szaruhartya eliils6 stromalis rétegének atformalasaval végzi; a kornyezo teriiletek karositasa
nélkiil, nagy pontossaggal képes a szoveteket "elparologtatni" a szaruhartyabol, igy kivaldéan
alkalmas a fénytorési hibak megsziintetésére, csokkentésére €s egyes szaruhartya betegségek
kezelésére. A 1ézerkésziilék a szaruhartya hamtdl megfosztott stromajanak finom atalakitasaval
szlinteti meg a szem fénytorési hibajat.

A kiilonb6z6é tipusu lézeres beavatkozasok abban térnek el egymastdl, hogy a
szaruhartyanak a kezelésre alkalmas teriiletét milyen modon érjik el. A diagnosztikus
modszerek fejlddésével lehetdség nyilt a szaruhartya és a szem, mint optikai rendszer
fénytorésének még pontosabb feltérképezésére, szaruhartya topografia €s a szem in. magasabb
rendli aberracidinak mérésére. Ezen technikdkat kombinalva megfeleld szadmitogépes
tamogatassal a 1ézersugar a paciens szaruhartydjat egyénre szabottan képes ,,idealis” alakuva

formalni, igy korrigalva a fénytorési hibat.

A fotorefraktiv kezelések leggyakrabban alkalmazott tipusai az aldbbiak:

e Felszini ablacio: fotorefraktiv keratektomia (PhotoRefractive Keratectomy, PRK); l1ézer-
asszisztalt szubepitelialis keratomileusis (LASer-assisted SubEpithelial Keratomileusis,
LASEK); epitelialis 1ézer-asszisztalt in situ keratomileusis (epi-Laser- Assisted in situ
keratomileusis, epi-LASIK); transz epitelialis-PRK (Trans Epithelial- PRK, TE-PRK).

e Lamellaris ablacio: kozismert nevén lézer-asszisztalt in situ keratomileusis (LASer-
Assisted in situ Keratomileusis, LASIK).

e Felszini lamellaris ablacio: Bowman membran alatt végzett keratomileusis (Sub-

Bowman Keratomileusis, SBK).

A miitéttechnika {6 kiilonbségei a kezelendd teriilet elérési technikdjabol fakadnak:

» PRK: az epitélium follazitasa és eltavolitasa mechanikusan, 20%-os alkohol
alkalmazasaval vagy annak mellézésével torténhet.

= LASEK: az epitélium fOllazitaisa 20%-os alkohollal torténik, melyet felemelnek,
megkimélnek és az ablalt zona teriiletére visszahelyeznek.

= Epi-LASIK: az epitéliumot mikrokeratommal emelik fol mechanikus Gton, megkimélik

majd az ablalt zona teriiletére helyezik vissza a miitét végén.
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= TE-PRK: az epitélium mechanikus eltavolitdsdra itt nem keriil sor. A refrakcids
profiltervezés, az epitélium eltavolitasara és a korrigalandé refrakcios hiba korrigalasara
egylittesen torténik. A beavatkozds egyik legfontosabb eldnye a kiszdmithatéan sima
regularis felszin, a hatranya pedig az, hogy a profil megtervezésnél jol kiszamithato,
egységes epitél réteggel szamol, mely betegenként azonban eltérd lehet. Az egyéni
variancidkbol fakadhat a bizonyos esetekben tapasztalhatd alul tervezés, vagy éppen
ennek az ellenkezdje, a tulkorrekcio.

= PTK: terapids célzattal végzett PRK kezelés. A felszin kozeli szaruhartya homalyok,
valamint bizonyos esetekben a posztoperativen kialakult lebenykomplikéacidk (mikro és
makro striak) kezelésére ajanlott eljaras. A beavatkozas elvégzése el6tt optikai koherencia
tomograf (optical coherence tomography, OCT) vizsgalat végzése feltétlentil sziikséges,

hogy a szaruhartya homalyok kiterjedését €s mélységét meghatarozzuk.

Béarmely fent nevezett miitéti beavatkozas mellett szolnak érvek és ellenérvek, vannak
elényei €s hatranyai. A megfelel6 miitéti technika kivéalasztasaban fontos tényezd a péciens
legjobban korrigalt latasélessége, magasabb rendii aberracoi, a szaruhartya vastagsaga, tovabba
a paciens fajdalomtiré képessége, ¢letvitele, és elvarasa a miitétet kovetd latasélességgel
kapcsolatban.

A disszertacié a miitéti technikak teljes bemutatasanak igényét nem célozza, elsésorban
a leggyakrabban alkalmazott és altalunk tanulmanyozott technikak ismertetésére fokuszal: a
PRK ¢és LASIK kezelésekre. A technikdk mindegyikére jellemzd, hogy a szaruhartya
felszinének 1ézerrel torténd atalakitdsaval biztonsagosan, hatékonyan ¢és kiszamithatdéan
korrigaljak a szem refraktiv torési hibait és egyontetiien elmondhatd, hogy refraktiv
kimeneteliiket tekintve tervezhetoek, eredményeik Osszehasonlithatoak, ¢és azok igen

hasonloak.

1.3.2 Fotorefraktiv keratektomia (PRK)

PRK kezelés soran, a szaruhartya epitelidlis rétegeinek - meghatarozott teriiletii -
eltavolitasa lokalis érzéstelenités mellett mechanikai, kémiai vagy lézeres uton torténhet,
melyet a szaruhdrtya 1ézerrel torténd atalakitasa kdvet. Midpia korrekcidja soran, a szaruhartya
relativ gorbiiletét csokkentjiik a 1ézerkezeléssel - 1 D refrakcids hiba korrigalasa kb. 10 um-es
ablacios mélységet igényel 5,5 mm atmérdjii kezelési teriileten[83]-, minek kovetkeztében
csokken a szaruhartya fénytorése, €s igy a szembe beesd fénysugarak fokuszpontja az iivegtesti
térbol hatrébb helyezddik, optimalis esetben a retina felszinére (a makulara). Hipermetropia

kezelése soran célunk éppen ellentétes, a szaruhartya relativ gorbiiletét noveljiik, és ezaltal
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fokozzuk refraktiv erejét (2. abra) [84], [85].

2. abra A PRK kezelés sematikus abrdja hipermetrdpia és miopia esetén.

Ahol (4) normal szem, (B) az epitélium mechanikus eltavolitasa. A szaruhdrtya felszin dtalakitdsahoz alkalmazott lézerfény profilja
(C) hipermetropia és (D) midpia esetén. Atalakitott szaruhdrtya felszin (E) hipermetrdpia (F) midpia esetén.

[Forras: Sari Erika szerkesztésével készitett sajat anyagunk] [85].

A PRK kezelés leggyakoribb, esetenként a késoi latasélességet is befolyasold komplikacioi

a refrakcios regresszio €s a haze (3. abra) kialakulasa a szaruhartyaban [86]—[90].

3. dbra Haze kialakulasa a szaruhartyaban a posztoperativ
1. hénapot kovetéen.
[Forrads: Hassan Ziad szerzétarsam sajat képanyaga]

A haze kialakulasa a lézerkezelést kovetd elso, illetve a 3.-6. honapok kozotti
idGszakban a legvaldsziniibb [91], de késdbb kialakult szubepitelialis homalyokrol is beszamol
az irodalom [92]. Incidenciaja igen tag hatarok kozott mozog, az irodalomban 0,6%-t6] akar

29%-ig is talalunk adatokat [93]-[96]. Erre a nagy szorasra elsésorban az alkalmazott 1ézerek

17



dc_1780_20

fejlodése [89] és a pontosabban megvalasztott miitéti indikacios teriilet adhat magyarazatot,
minek eredményeként a haze eléforduldsi gyakorisdga csokken. Kialakuldsat tobb ismert
tényezé is befolyadsolja, melyek kozil a legfontosabb a sziikséges refrakcids korrekcio
nagysaga, ezaltal az ablaci6 mélysége. A korrigalandd refrakcids hiba nagysagaval a haze
kialakulasanak valoszintisége né [88]. PRK tipusti miitéti technika elvégzése biztonsaggal
javasolt kozepes és kis foku midpia esetén [97], valamint 4,25 D hipermetropia korrekcidjaig
[98]-[101]. Az életkor nem befolyasolja a haze kialakulasat [102], az UV expozicié azonban
fokozza a szubepitelidlis homaly és a midpias regresszié valdsziniiségét is [103].
Kialakuldsanak pontos patomechanizmusa a mai napig nem ismert, de a vastagodas a
szaruhartya torOerejének megvaltozasat okozza és regresszio alakul ki [92]. Hasonlo jellegii
elvaltozasok az epitéliumot is €rinthetik, mely szintén oka lehet a midpias €s hipermetropias
regresszionak [104], [105].

A szaruhartya epitél rétegének eltavolitisa, idegvégzOdései szabaddd valasat
eredményezi a korai posztoperativ iddszakban, mely fényérzékenységet, idegentest érzést,
kezdetben erdteljes konnyezést és akar kifejezett homalyos latast is eredményezhet. A
reepitelizacO mar az elsé 6 oOran belill megkezdddik, €és az alkalmazott ablacios teriilet
nagysaganak fiiggvényében PRK esetében kb. 3-5 napot, TE-PRK esetében pedig 1-3 napot
vesz igénybe [106]. A latasélesség az egyéni sebgyogyulasi folyamattol fiiggéen fokozatosan
tér vissza [91]. A potencialis komplikaciok ellenére a PRK kezelés hosszu tavi prognozisa
helyesen megvalasztott indikacio esetén, altalaban kitiné [107], [108].

A hamfosztott szaruhartya reepitelizacidja ugyan a 3-5. posztoperativ napra altaldban
befejezédik, de az epitélium teljes vastagsagat csak a 6. honapra nyeri vissza [106]. A
reepitelizaciot kovetd haze kialakulasaért valosziniileg a stroméaban aktivalodo keratocitak és a
bevandorld gyulladasos sejtek tehetok feleldssé. Ezen aktivalt keratocitak olyan kollagén
fibrillumokat termelnek, melyek struktaraja eltér a normalistol. Ezaltal a stroma megvastagszik,
hiperplaziassa valik, minek kovetkeztében a szaruhartya tordereje megvaltozik, és midpias
regresszid kovetkezik be. Természetesen a stromalis hiperplazia csak egyik lehetséges oka a
miopids ,,shift” kialakuldsanak, hiszen az epitéliumot is érintheti hasonlo jellegli elvaltozas
[104], [109].

Korabbi kutatasi eredményeink igazoltak a konny Osszetételének jelentdségét a PRK
tipusu  1ézersebészeti beavatkozast kovetd sebgyodgyulasi folyamatokban. Humén
konnymintdkban, a miitétet kovetd harmadik posztoperativ napon mért alacsony uPA aktivitasi
értek szignifikdns Osszefiiggést mutatott a sebgyodgyulds késdi iddszakaban észlelt haze

kialakulasaval [60]. A plazminogén aktivator-plazminrendszer aktivalodasa a sebgyodgyulasi
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folyamatok sordn hasznos és kivanatos, miikodése révén valdsulhat meg a szovet és
sejttormelékek eltakaritdsa, valamint a karosodott kollagén rostok és az extracellularis matrix

eliminalasa.
1.3.3 Lézer-asszisztalt in situ keratomileusis (LASIK)

Az 1n. lebenyes technikak (pl. LASIK) a haze kialakuldsanak kikiiszobolése céljabol
kertiltek kifejlesztésre. Bevezetése a gorog szarmazast Pallikaris nevéhez fiizodik (1992), FDA
engedélyt az eljaras 1998-ban kapott.

Az eljards soran egy specialis, mechanikus eszkdéz (mikrokeratom) vagy
femtoszekundum lézer segitségével képeznek lebenyt a szaruhartya felsé rétegeibdl. A
szaruhartya teljes vastagsaganak fliggvényében a javasolt képzett lebeny 160-180 um. Annak
érdekében, hogy a késébbi funkcionalis és anatomiai, illetve strukturalis stabilitast megorizziik
a kezeletlen (érintetleniil maradd) szaruhartya vastagsaga legalabb 250 pm kell, hogy maradjon.
A szemfelszinen képzett lebeny felhajtasat kovetden az excimer lézer "elparologtatja" a kivant
korrekcionak megfeleld stromalis szovet mennyiséget, majd a lebeny visszahajtasra kertil

crer

eredeti pozicidjaba a szaruhartya felszinére (4. abra).

4. abra A LASIK kezelés egyszeriisitett abrdja.
Ahol  (A) normadl szem, (B) szaruhartya lebeny készités
mikrokeratommal (C) a szaruhatya felszin lézeres dtalakitasa, (D) a

lebeny visszahelyezése.

[Forras: Sari Erika szerkesztésével készitett sajat anyagunk] [85].
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A LASIK kezelés elonye a PRK-val szemben, a minimalis posztoperativ fajdalom, a
kisebb mértékii stromalis keratocita aktivacid €s refrakcids regresszio [110]-[117]. LASIK
kezelést kovetd haze kialakulasardl alig szamol be az irodalom [118], [119]. A latasélesség
javulasa gyors, néhany orat vagy napot vesz igénybe, bar az els6é néhany héten a latasélesség
fluktuacidja szamos esetben megfigyelhetd [120]. Hatranyai lehetnek intraoperativek,
leggyakrabban a lebeny készitésével kapcsolatosak; vékony, irregularis, "gomblyuk",
inkomplett, torz vagy szabad lebeny alakulhat ki. A lebenyes technikabol kifolyolag az
Osszefekvd rétegek kozott Gn. "interface" komplikaciok alakulhatnak ki (fertdzéses eredetii
keratitisz, diffuz lamellaris keratitisz, centralis toxikus keratitisz, marginalis steril szaruhartya
infiltracio). A gyulladas elérheti a 12,4%-ot és a posztoperativ szakban a latasélesség
csokkenését eredményezheti [113]. Hosszabb tavon, igen ritkan az epitél sejtek stromaagyba
vandorlasa kovetkeztében epitelialis bendvés (a lebeny és a stromadgy kozotti sebfelszinen)
depozitumok alakulhatnak ki, melyek a szaruhartya atlatszosagat veszélyeztethetik [112].
Lebeny okozta ismert, nem kivant posztoperativ vizualis jelenségek: a képrazas (glare),
csillagszoras tipusu jelenség (starburst) és a fényforras koriil megjelend fényudvar (halo); mely
akar a kezelt betegek 12%-at is érinti [114]-[116]. A lebeny készitése tovabba a szaruhartya
kiviil szdmoltak mar be alulkorrekciorol, regressziorol, asztigmidrol €s igen ritkan ektdzia
kialakulasarol is. Az Egyesiilt Allamokban a LASIK kezelés a preferaltabb refraktiv miitéti
eljaras [121], melynek hatterében kulturalis kiilonbségek is allhatnak.

1.4 A diabétesz mellituszrol roviden

A diabétesz mellitusz (DM) etioldgidjat tekintve egy tobb okra visszavezethetd,
valtozatos patogenezisii anyagcsere betegség. Patogenezisének két f6 tipusa kiilonitheto el: 1)
az . tipus, autoimmun vagy autoimmun jelleggel bir6 szindroma esetében valamilyen
immunologiai mechanizmus kovetkeztében, vagy ismeretlen okbdl abszolut inzulinhidny alakul
ki, i1) a II. tipus, metabolikus szindroma esetében relativ inzulinhiany vagy periferidlis inzulin
rezisztencia all a betegség kialakulasanak hatterében.

A DM a 21. szdzad krénikus népbetegsége, melynek globalis prevalencidja 9.3-ra
tehetd és 2030-ra varhatoan eléri a 10,2%-ot. A csokkent gliikdztolerancia eléfordulasi
gyakorisaga a Vilagban 2019-ben 7,5% (374 milli6), mely 2030-ra elérheti a 8,0% -ot (454
millio ember) [122]. Az l-es tipusi DM az asztma utan a masodik leggyakoribb kronikus
gyermekbetegség [123]. A ll-es tipusi DM el6fordulasi gyakorisaganak emelkedése mind a
fejlett (kb. 20%-0s emelkedés), mind a fejlodd (kb. 69%-0s emelkedés) orszagokat érinti,

melynek hatterében megvaltozott életstilusunk, étkezési szokésaink és lecsokkent fizikai
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aktivitasunk allhat [124].

Az Egészségiigyi Vilagszervezet (WHO) a cukorbetegséget ugy definidlja, hogy a vénas
vérplazma ¢éhomi gliikéz koncentracidja >7,0 mmol/l, vagy a vénds vérplazma glikoz
koncentracioja >11,1 mmol/l, melyet 75 g gliikkdz széjon keresztiil torténd elfogyasztasa utan
mérnek 2 oraval [125]. A cukorbetegség legfontosabb ismérvei: a kronikusan magas
vércukorszint, a szénhidrat-, zsir- és fehérje-metabolizmus zavarai, illetve random 11,1 mmol/Il
feletti vércukor érték klinikai tiinetekkel tarsulva; melyek hatterében az inzulin szekrécid vagy
az inzulin hatas, esetleg mindketté zavara all [126], [127]. A DM mindkét tipusara jellemzo,
hogy a betegség huzamosabb fennallasat kovetden kronikus szovédmeények alakulhatnak ki,
amely kiilondsen igaz azon esetekben, amikor a betegség sokdig marad kezeletlentil a késoi
diagnozis felallitdsa miatt. A tartés anyagcserezavar kovetkeztében kialakuld legsulyosabb
kovetkezmények; az ér és idegrendszeri szovédmények megjelenése [128], [129], kiilonb6zo
szervek karosodasa, diszfunkcidja és akar teljes leallasa [130].

Az alapbetegség korai felismerése és adekvat kezelése alapvet6 a DM kronikus
szovodményeinek megel6zésében, stlyossaganak csokkentésében [131], [132]. A
vércukorszint normal hatarok kozott tartasa az egyik legfontosabb tényezd, mely jelentds

mértékben csokkenti a komplikacio kialakulasanak valoszintiségét [133].

1.4.1 A diabéteszes retinopatia

A diabéteszes retinopatia (DR) a cukorbetegség egyik leggyakoribb szovodménye, mely
a cukorbetegek élete folyaman mintegy 90%-ban megjelenik [134]. A fejlett orszagok
munkaképes lakossaganak korében a DR a vaksag kialakulasanak vezet6 oka [135]. A
kiilonbozo életkorokban a vezetd vaksagi ok, a 65 év feletti korosztalyban az iddskori
makuladegeneracié (AMD) a 16-64 év kozotti korosztalyban a DR szamitott annak. Hattere
elsdsorban vaszkularis eredetli, melyet az alabbi fundusfotd elvaltozasok jellemeznek a
leggyakrabban: mikroaneurizma (MA), retinalis iszkémia, vérzések, exszudatumok,
intraretinalis  mikrovaszkularis ~ abnormalitasok, vénas  kaliber ingadozasok  és
neovaszkularizaciok, valamint a vaszkularis permeabilitas fokozodasanak jelei [136]. A DR
stlyossdga szerint tobb csoportba oszthatd, az enyhe hattér retinopatiatol a kifejezett nem
proliferativ retinopatian at, a proliferativ retinopatia kialakulasaig [137]. Szovettanilag a
betegség korjelzéje a kapillaris endotél bazalis membranjanak a megvastagodasa. A bazal
mely mellett az alapbetegség okozta anyagcsere eltérések nagymértékii pericita vesztést
okoznak, a keringés lelassul és a pericita pusztulas helyén a kapillarisok fala kiboltosul, ezaltal

a retindlis keringés autoregulacidja is karosodik. A patoldgias elvaltozasok kialakulasaért a
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retina kis ereinek elzarodasa ¢€s a kis erek falanak permeabilitas fokozodasa felelds [138].

A DR progresszioja sordn, a szemfenéki -elvaltozasoknak két f6 stadiumat
kiilonboztetjiik meg: i) nem proliferativ (enyhe, mérsékelt és sulyos altipus), ii) proliferativ
retinopatia (enyhe-kozepes €s magas rizikdju alcsoport). Makulopatia (iszkémias vagy non-

iszkémias) a DR nem proliferativ és proliferativ stadiumaban egyarant megjelenhet.

142 A konnyfehérjék jelentésége diabéteszes retinopatidban

A szem eliilsd felszinét boritdé konnyfilmréteg szamos fehérjéjének differencialt
megjelenése, illetve mennyiségi valtozasa jellemz6 lehet generalizalt korképekre [16], igy a

DR-ra, illetve annak stadiumaira [139].

A konny biomarkerek vonatkozasaban DR-ban jelenleg nagyon kevés adat all a
rendelkezésiinkre. A laktoferrin és a lizozim C szintek vizsgalatat emliti a szakirodalom 1-es
tipust DM-ban szenvedd betegek mintaiban. A konnymintak laktoferrin szintje szignifikdnsan
nem valtozik [140], a lizozim C vonatkozasaban pedig ellentmondasos adatok allnak
rendelkezésiinkre, hol alacsonyabb [141], hol magasabb [142] mért értékek Kkeriiltek
publikalasra. A DR elérehaladasaval Kim €s munkacsoportja két abundans fehérje (lipokalin-
1, HSP27) mennyiségi csOkkenését irta le és ismert a Po-makroglobulin szintjének erds
novekedése is [143]. A ll-es tipusu cukorbetegeken két hésokk protein (HSP) szintjének
megemelkedését talaltak szignifikansnak a konnyben; a HSP 60-at, illetve a HSP70-et azon
betegeknél, akiknél a betegség fenallasa minimum 8 év volt [144]. Az utobbi évek kutatasai
ravilagitottak arra, hogy nem csupan a konnyfehérjék 6sszetételében [145], hanem a modosult
fehérjék megjelenésének vizsgalataval [146] is érdemes foglalkozni a DR korai felismerése

céljabol.
1.4.3 A diabétesz okozta szemszovodmények sziirése

A vaksag kialakuldsanak relativ kockéazata a cukorbetegek korében kb. huszonotszor
nagyobb, mint az egészséges populacioban [147]. A DR prevalenciaja és sulyossaga fiigg a
cukorbetegség tipusatol, fennallasdnak idejétdl és a vércukorszint bedllitottsagatol. Egyéb
rizikofaktorok, a magas szisztolés és diasztolés vérnyomas értékek, a diszlipidémia, a
nefropatia, valamint a fert6zések jelenléte [148]. I-es tipustt DM esetén a betegség 15-20 éves
fennallasat kovetden az esetek 80-95%-ban fordul el6 valamilyen foku retinopatia, melynek kb.
fele proliferativ stadiumu. II-es tipusu DM esetén, a betegség 15 éves fennallasat kvetden kb.
58%-ban alakul ki retinalis elvaltozas, mely 30 év elteltével a paciensek 100%-ban
megfigyelhetd [149], [150]. ll-es tipusi DM esetén a paciensek kb. 20%-a csokkent

latasélességli mar a diagnozis felallitasanak pillanataban [151], [152]. A DR el6fordulasi
22



dc_1780_20

gyakorisaga csokkenthetd rendezett cukorhaztartassal, vérnyomassal és vérzsirokkal [151],
[152].

A cukorbetegség talajan kialakuld retinopatia progresszidja korai felismeréssel és
szilkség esetén idOben alkalmazott szemészeti kezeléssel megelozhetd, illetve jelentds
mértékben csokkenthetd, igy korai felismerésiik és kezelésiik alapvetd fontossagi. Az elsd
szemészeti vizsgalatot Il-es tipusu DM esetén - a hazai gyakorlatnak (is) megfeleléen - a
cukorbetegség felfedezését kovetden azonnal el kell végezni, I-es tipusit DM esetén a diagnozis
felallitasa utan 5 évvel, vagy a pubertés bekdvetkeztével, amennyiben az hamarabb kdvetkezne
be. A szemfenék vizsgalatat minden esetben tagitott pupilla mellett sziikséges elvégezni, melyet
az alabbi szemészeti vizsgalatok egészitenek ki: legjobban korrigalt latdéélesség meghatarozasa,
intraoculdris nyomas mérés (IOP), gonioscopia, résldmpas eliilsd szegmens vizsgalat, az
tivegtest allapotanak vizsgalata [153].
idében torténd felismerésére, illetve komoly erdfeszitések torténtek annak érdekében, hogy a
szemészeti szakellatas konnyen hozzaférheté legyen a paciensek szamara.

A korai felismerés alapja a veszélyeztetett betegpopuléacio rendszeres — lehetdség szerint
fotddokumentacié alapt - sziirése. Ezen célra szervezett szlrdprogramok koziil az egyik
legeredményesebb az ,,English National Screening Programme for Diabetic Retinopathy”
[154]. A szlréprogramokban képzett szakemberek kiilonitik el az egészséges, ill. a DR-a
jellemzo6 fundusfotokat és amennyiben sziikséges tovabbi szakorvosi vizsgalatra iranyitjak a
pacienseket [155].

A retinopatias szlirdvizsgalatoknak kétféle modszertani megkozelitése ismert: 1) fundus
vizsgalat direkt vagy indirekt szemtiikrozéssel; i) retinafényképezés a hozzd kapcsolddo
osztalyozassal [148], [156].

Napjainkra, a klinikai vizsgalatok mindennapi gyakorlatba toérténé integralodasaval
egyre inkabb a digitalis fényképek alkalmazasa keriil el6térbe a rutin szemészeti vizsgalatok
részeként (is). A digitalis technika lehetévé teszi, a képek konnyl tarolasat,
transzportalhatosagat ¢és konnyli visszakereshetOséget biztosit. Sziikség esetén a
fotodokumentalt elvaltozasok utdlagos ellendrzése elvégezhetd, illetve a progresszié mértéke
objektiven itélheté meg. Mindezen elényok miatt, a digitalis retinafényképezés a klinikai - és

sziirdvizsgalatok nélkiilozhetetlen alapelemévé valt [157].
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A retina elvaltozasainak dokumentalasara és kovetésére altalanosan alkalmazott eljaras

a standard fundus fotdédokumentacio (5. abra).

5. abra Diabéteszes retinopatia sziirésére alkalmazott standard fotodokumentacio, a makulara (bal) és a
nazalis/periférias régiora centralt (jobb) képek.

[Forras: A Moorfields Eye Hospital, London, UK Reading Centere, sajat készitésii képanyag]

Korabban inkabb tekercsfilmeket, napjainkban pedig a digitalis technikat alkalmazzak
széles korben erre a célra, melyek egymassal 6sszevetve jol korrelalnak [151], [158]-[160]. A
standard adatrogzités kritériumai a 30-60°-os latoszog alatt késziilt fundusfotok, melyek
kotelez6 elemei a legtobb klinikai vizsgalatnak. A képek altal biztositott nagyitas altalaban
kielégité a kiilonféle retinalis elvaltozas(ok) azonositasara [152]. Magyarorszagon a jelenleg
érvényben levo Szemészeti Szakmai Protokoll szerint a DR kialakulésaig a cukorbetegek éves
szemészeti szlirOvizsgalata javasolt, majd ezt kdvetden az ellendrzés gyakorisagat a szemfenéki
elvaltozasok sulyossaga alapjan hatdrozza meg a szemész szakorvos €s sziikség esetén dont a
terapias beavatkozas jellegérdl, illetve siirgdsségérdl [161], [162]. Preproliferativ - stlyos, nem
proliferativ - retinopatia, illetve a ,,fokozott kockazat’” stilyossadgot el nem érd proliferativ
retinopatia esetén nagy a fokozott kockéazatu proliferativ retinopatia kialakuldsanak a
valoszinlisége (kb.75%), ezért a kontroll vizsgalatokat 2-4 havonta javasolt elvégezni. Ezekben
az allapotokban - amennyiben a beteg 2-4 havonkénti ellendrzése nem biztosithat6 - panretinalis
lézerkezelés elvégzése sziikséges [163]. Fokozott kockazata proliferativ retinopatia esetén a
megfeleld lézerkezelés haladéktalan elvégzése javasolt [163]. A cukorbetegek terhessége esetén
szemészeti vizsgalatok az alabbi protokollaris séma szerint javasoltak: fogamzas elétt, az elsd
trimeszterben, majd 12.-40. hét kozott, a szemészeti allapot sulyossagatol fiiggden [163]. A fent

ismertetett kezelési sémak idozitése, kivitelezése €s hatasossaga multicentrikus vizsgalatok
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eredményein alapszik. A javasolt kezelési stratégidk mellett mas protokollokat is alkalmaznak,
illetve fejlesztenek, esetenként egyes alkalmazott gyogyszerek vonatkozasaban zajlanak a
sziikséges vizsgalatok (pl. aszpirin) [163]. Az optimalis vércukor-beallitds, vérnyomas- és
lipidkontroll esetén az idében alkalmazott szemészeti kezeléssel/kezelésekkel a sulyos
latasromlas 60%-r6l 2% ala csokkenthetd, tovabba a kdzepesen stlyos latasromlasok tobb mint
fele is megelézhetd volna [164]-[169].

Hazéankban kdzpontositott sziirdprogram nem miikodik, azonban jelentds eréfeszitések
torténtek a szemfenéki fotddokumentacio standardizalasa érdekében. Eldrehaladott DR
esetében a kezelés koltségvonzata magas, melyhez a betegséghez kapcsolt szocialis kiadasok,
illetve a cukorbetegség okozta generalizalt szoveti, szervi karosodasok koltségvonzatal is
tarsulnak. A paciens munkdbol vald kiesése és €letmindségének romlasa tovabbi tarsadalmi
terheket eredményez. A betegség megel6zheté magas kezelési koltségvonzatai és az egyén
¢letmindségének javitasa a sziirdprogram megteremtését alatamasztja [170].

Rein ¢és mtsai 10 milliés (30-84 év kor kozotti) DM-es betegpopulacion végeztek
koltséghatékonysagi elemzést, ahol a vizsgalt betegcsoport nem, vagy minimalis DR-as
elvaltozast mutatott [171]. Adatforrasaikat az alabbi tanulmanyok képezték: American
Academy of Ophthalmology Preferred Practice Patterns, Medicare Payment Schedule, United
Kingdom Prospective Diabetes Study, National Health and Nutrition Examination Survey.
Elemzéseikbdl kiemelendd, hogy a telemedicinat akkor talaltak koltséghatékonynak, ha
kizar6lag DR-ra jellemz6 elvaltozasokra fokuszaltak és a sziiréseket évi két alkalommal
végezték. A betegbiztositasi rendszer szempontjabol az éves egyszeri sziirdvizsgalatok nem
koltséghatékonyak.

A DM esetében az intenziven vizsgalt DR mellett a cukorbetegség egyéb
mikrovaszkularis, ill. neuropatias szovodményei a szemgolyd Osszes szovetét érintik. A
cukorbetegség okozta szaruhartya érintettség régota ismert, de a jelentdsége részben, mint
onallo korkép, részben, mint az alapbetegség prognosztikai markere csak az utobbi években
keriilt el6térbe. A diabéteszes szaruhartya érintettség korai diagndzisa a cukorbetegség
felismerésében 1is szerepet jatszhat, illetve a betegség és bizonyos szdvédményei
progresszidjanak objektiv kvantifikalhatosagaban is felmeriil a szerepe [172]-[174]. Szamos
vizsgalat iranyult a diabéteszes keratopatia €és a cukorbetegség altal okozott egyéb szemészeti

vagy szisztémas eltérések, elvaltozasok Osszefliggéseire [142], [175].
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1.4.4 Potencialisan alkalmazhat6 uj szemészeti sziirémodszerek

1441 In vivo konfokdlis cornea mikroszkdpia

Az in vivo konfokalis cornea mikroszkopia (corneal confocal microscopy (CCM)) a
szaruhartya éloben torténd vizsgalatara alkalmas nem-invaziv modszer, segitségével a
szaruhartya szerkezete, kiilonb6z6 rétegei és sejtjei - a hagyomanyos szdvettani vizsgalathoz
hasonl6an - tanulméanyozhatoak.

A cukorbetegség a szem minden szovetét érintheti és karosithatja: retinopatia,
neovaszkularis glaukoma, optikus neuropatia, keratopatia és szaraz szem kialakulasdhoz
vezethet [176]. A vizsgalo eljarasok fejlodésével, az in vivo CCM megjelenésével a DR mellett
egyre nagyobb jelentéséget kap a szaruhartya cukorbetegség okozta karosodasdnak a
tanulmanyozasa, melynek hatterében koros sejtregeneraciés mechanizmusok és idegrost-
karosodasok allnak, mindezek egyiittesen gatoljak a hamosodast, a szaruhartya sebgyogyulasi
folyamatait. Az in vivo CCM nem invaziv médon biztositja a szaruhartya szoveti és sejtszintii
vizsgalatait, ezaltal alkalmas lehet a cukorbetegség korai sziirésére, akar gyermekeken is [177],
[178]. A szaruhartyaban bekovetkezé elvaltozasok tanulmanyozasa - akar a retinopatiat is
megelézve - a DM-es betegek sziirésében és gondozasaban jelentés szereppel birhat. Alkalmas

lehet tovabba az alkalmazott kezelés hatasossaganak megitélésében [179].

1.4.4.2 Ultraszéles latoszogii oftalmoszkopia

Szamos, a retinat érintd betegség (pl.: idoskori makuladegeneraci6, diabéteszes
retinopatia) kialakulasa és korlefolyasa szempontjabol, a kdzépperiféria allapotanak megitélése
mellett a periférian elhelyezkedd elvaltozasok (is) kiemelkedd jelentéséggel birhatnak. Ezen
korképek esetében a kezelési stratégiak kialakitasa szempontjabol kritikus szerepet télthet be a
retina perifériajanak allapota [180]. A perifériara lokalizal6dé elvaltozasok vizsgalata, valamint
sémak felallitasaban és hatdsossdganak a megitélésében. A periféridk standard vizsgalata
céljabol alakitottdk ki az Un. hét-mezdjii fotodokumentacidk protokolljat, melynek
koszonhetden a fundus kb. 75°-os latészoge valik lathatovd, szemben a hagyomanyos

funduskamerak 45°-os latoszogével) [181]-[183].
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A P200C AF ultraszéles 1atdszogli pasztazd lézer oftalmoszkoép (OPTOS PLC,
Dubfermline, UK) megjelenésével lehetévé valt a gyors (0,25 masodperc), nagy latoszogi
retinalis képkészités (200°), - akar a pupilla tagitasa nélkil (6. abra) -, mely biztosithatja az
érzékeny, nehezen kooperal6 betegek fundus vizsgalatat. A P200C AF piros (633 nm) és zold
(532 nm) lézerfényt alkalmaz a képkészitéshez, melyek egy nagy konkav elliptikus tiikkor
felszinérol tikrozédnek vissza. Az igy létrejott 3000 x 3000-es képpontbdl allé fundusfotd
piros, zold, vagy a piros-z6ld ,,hamis szinek” kombinacidjaban jelenik meg. A P200C AF
ultraszéles 1atoszoglt pasztazo 1ézer oftalmoszkop, a retina széles korli rendellenességeinek
dokumentélasara az egyik legijabban elfogadott vizsgald eljaras; melynek az elsd verziojat - a

P200-at - mar hasznaltak korabbi tanulmanyokban.

6. abra Fundusfotok, a P200C AF ultraszéles latoszogii pasztazo lézer oftalmoszkop (OPTOS PLC) 200°-os latészége (A),
viszonyitva a hagyomanyos funduskamerak 45°-os latoszégéhez(B).

[Forras: A Moorfields Eye Hospital, London, UK Reading Centere, sajdt készitésii képanyag]

Az 1j képalkotd eljarasok megjelenése elengedhetetlenné teszi, hogy a széleskori
alkalmazasukat megel6zden a standard modszereken alapuld és mar széles korben elfogadott
¢s alkalmazott (arany standard) képalkotasi modszerekkel hasonlitsuk Ossze. Az ultraszéles
latoszogl 1ézer oftalmoszkop fundusfotdit tobb munkacsoport vizsgélta és hasonlitotta 6ssze
egyeéb, széles korben alkalmazott standardizalt leképezési modszerekkel. Silva és mtsai, az
ultraszéles 14t0szogl pasztazo 1ézer oftalmoszkdp fundusfotdit (100°-és 200°-os felvételek) az
ETDRS 7-mezds 35 mm-es szines 30°-os felvételeivel és a klinikai vizsgalatok eredményeivel
vetették Ossze DR és a cukorbetegség okozta makula 6déma vonatkozasaiban [181]. Az
ultraszéles 1atdszogli 1ézer oftalmoszkdép - pupillatagitast mell6z6 - fundusfotoéi jol
megfeleltethetdek az ETDRS 7-mezds standardjainak, korrelaciot mutat a DR staddium

beosztasa (k-mutatd: 0,79; illetve 0,77) és a klinikailag szignifikdns makula 6dema (k-mutato:
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0,73; illetve 0,77) vonatkozasaban is (7. abra).

Peripheral Peripheral
Field 6 Field 4

Peripheral
Fiela 3

Perigharal
Fiald &

7. abra A P200C AF ultraszéles latoszogii pasztazo lézer oftalmoszkop
(OPTOS PLC) 200°-0s latoszogébe dagyazott ETDRS 7 mezds standard
fotodokumentacidja.

[Forras: A Moorfields Eye Hospital, London, UK Reading Centere, sajat
készitésii képanyaga]

Mindkét modszer megfelel a mindségi kritériumoknak, azonban az ultraszéles 1atoszogi
1ézer oftalmoszkop fundusfotdinak a teriileti lefedettsége jelentdsebb (200° vs. 45°/75° ), ezért

diagnosztikus potencialja magasabb lehet [182].
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2 CELKITUZESEK

Munkacsoportunk kutatasai soran szamos generalizalt korkép vizsgalataval foglalkozott

(diabétesz, Alzheimer-kér, glaukoma), melyeket neurodegenerativ elvaltozédsaik kapcsolnak

Ossze. Jelen dolgozat a konny és cornedlis biomarkerekre fokuszal, nevezetesen 1) a szaruhartya

fotorefraktiv 1ézerkezelését kovetd sebgyogyulasi folyamatokat és ii) a cukorbetegség

szemészeti szovOdményei koziil a szaruhartydban (cornea) és az ideghartyaban (retina)

bekovetkezd elvaltozasokat kisérd fehérjemintdzat valtozas jellegzetességeit €s tovabbi

potencialis biomarkereit vizsgalja.

Célul thztiik ki a konnyfilm plazminogén aktivator- és inhibitor szintjeinek, valamint
azok valtozéasainak megismerését - lehetdség szerint befolyasolasat - a szaruhartya
sebgyogyulasi folyamataiban. Egyfelél a leggyakrabban alkalmazott refraktiv
1ézersebészeti (PRK és LASIK) eljarasokat kovetden, masfeldl a szaruhartya elhuzo6do
sebgyogyulasi folyamataiban, a kémiai sériilések esetén/ fekély képzddés soran. A
konny proteolitikus aktivitasainak mélyrehat6é tanulmanyozasa révén célunk volt Gjabb
ismeretanyagot szerezni a szaruhartya sebgydgyuldsi folyamatainak pontosabb

megértéséhez és esetlegesen 1 terapias alkalmazas kidolgozasahoz.

1.1. Szubepitelidlis lokalizaciéja homadlyok (haze) hattérmechanizmusanak
tanulmanyozasa, indukalasa ¢és gatlasa allatmodellben.

1.2. Plazminogén aktivator inhibitorok (PAIl) vizsgalata human konnyben,
jelentdségiik a haze kialakulédsaban.

1.3. A plazminogén aktivatorok és inhibitorok valtozésainak tanulmanyozasa
terhesség soran.

1.4. Rekombinans plazminogén aktivator inhibitor-2 fuzios fehérje eldallitdsa és
alkalmazhatdsaganak vizsgélata szaruhartyafekélyek gyogyitasaban.

A cukorbetegség progressziojaval megjelend konnyfehérjék ¢€s cornedlis sejtes,
valamint idegi paraméterek azonositasa és ezek potencialis biomarkerként torténd

alkalmazhatdsdga a diabétesz szemszovoddményeiben.

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

2.2. Azonositott konnyfehérjék sziirdprogramokban torténd alkalmazhatésaganak
vizsgalatai.

2.3. Proteomikai vizsgalatok kombinalasa képfeldolgozo algoritmusokkal DR
sziirésében.

2.4. Cornealis konfokalis mikroszkopia és a P200C AF ultraszéles latoszogi
pasztazo 1ézer oftalmoszkop helye a diabéteszes sziirésében, beteg kdvetésben.
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3 ANYAGOK ES MODSZEREK

Huméan tanulményainkat a helyi, Debreceni Egyetem Altalanos Orvostudoményi Kar
(jogeléd intézménye a Debreceni Egyetem Orvos ¢és Egészségtudomanyi Centrum)
Tudomanyos Bizottsdganak Regionalis ¢s Intézményi Kutatasetikai Bizottsaganak
engedélyeivel végeztiikk. A vizsgalatokba torténd bevalogatast megeldzden, a vizsgalatokban
résztvevok irasos tajékoztatdt kaptak, melynek elolvasdsa és megértése utan alairasukkal
onkéntes beleegyezésiiket adtdk a vizsgalatba - 18 éves kor alatt a beteg gondviseldje - a
Helsinki Deklaracioban megfogalmazottaknak megfeleléen.

A Moorfields Eye Hospital Reading Center-ben végzett vizsgalatainkat, a "Data
Protection Authority" és a "National Bio-Ethics Committee in Iceland" engedélyeivel végeztiik,
szintén a Helsinki Deklaracioban megfogalmazottaknak megfelelden.

Az éllatkisérleteink elvégzéséhez a Debreceni Egyetem Orvos és Egészségtudomanyi
Centrum Tudoméanyos Bizottsaganak Regionalis €és Intézményi Kutatasetikai Bizottsaganak és
az Allatkisérletekre vonatkoz6 MAB/DE-MAB engedélyekkel rendelkeztiink. Az allatokat az
"ARVO Statement for the Use of Animals in Ophthalmic and Vision Reasearch™ nyilatkozata

szerint kezeltuk.

3.1 Refraktiv céli lézersebészeti beavatkozasokkal kapcsolatos kisérletek

3.1.1 Fotorefraktiv keratektomia

Fotorefraktiv keratektomia (PRK) kezelés sordn a refrakcios hibak korrigalasa lokalis
érzéstelenités alkalmazasa mellett torténtek excimer 1ézerkezeléssel (Keratom II ArF (193 nm)
Schwind, Kleinostheim, Németorszag) a 2003-as évig, majd ezt kdvetden a 1ézerkésziilék
cser¢jébdl kifolyolag az Inpro Argon-Fluorid excimer 1ézert (Intraocular Prosthetic GmbH)
alkalmaztuk. A kezeléseket minden esetben ugyanaz a szemész szakorvos végezte (Hassan Ziad
a pacienseinken és Csutak Adrienne a kisérleti allatokon) egy adott kisérlet keretén beliil
ugyanazon lézerkésziilék alkalmazasaval. A szaruhartya epitelidlis sejtrétegének eltavolitasara
Hockey kést hasznaltunk, markerként Hoffer trepant alkalmaztunk. A trepannal jeldlt teriilet
atmérdje a pupillara centralva szférikus korrekcid esetén 6,0-6,5 mm, asztigmids korrekcid
esetén pedig 7,5-8,0 mm volt. Az epitélium lekapardsat a szaruhartya perifériajarol a centrum
felé haladva végeztiik, ligyelve, hogy lehetdleg elkeriiljiik a Bowman membran sériilését. Az
epitélium maradékok eltavolitasahoz steril szivartampont hasznaltunk. Szférikus korrekcio
esetén 6,0-6,5 mm atmérdjli ablacios zonat alkalmaztunk, asztigmiaval torténd tarsulds esetén
az alkalmazott szférikus atmérd 5,3-6,0 mm, az asztigmias ablacios zona atmérdje pedig 6,0-
8,1 mm volt.
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A mitét utani kezelés: antibiotikum tartalmti szemcsepp alkalmazasaval, (Ciloxan,
Ciprofloxacin HCI1 0,3%, Alcon) tortént, mégpedig oranként az operacio elsé napjan, melyet
napi 5x-i cseppentés kovetett tovabbi 6t napig, ami miikonny kezeléssel egésziilt ki (Tears
Naturale, Dextran/Hidroxipropil Metilcelluloz, Alcon). Az elsé 6t nap utan szteroid tartalmu
Flucon (Fluorometolon 0,1%, Alcon) szemcsepp és Tears Naturale (Dextran/Hidroxipropil
Metilcelluloéz, Alcon) miikdnny hasznalatara tértiink at. Ezeket az elsé honapban napi 5x-i, a
masodik hoénapban napi 4x-i, majd a harmadik honapban napi 3x-i cseppentés mellett
alkalmaztuk. Pacienseink kovetése minimum 1 éven keresztiil tortént.

Az allatok (3,0-3,5 kg-os 0j-zélandi fehér nytl) 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 stadium beosztas szerint tortént [184]. Az

értékelést végzo személy nem rendelkezett eldzetes ismerettel a konny uPA aktivitasarol.

3.1.2 Lézer-asszisztalt in situ keratomileusis

Lézer-asszisztalt in situ keratomileusis (LASIK) soran a szaruhartyalebeny (flap)
készitése Hansatome Model HT 230 mikrokeratdm (Chiron) segitségével, lokalis
érzéstelenitéssel, Humacain 4 mg/ml szemcsepp (Oxibuprokain, Teva) alkalmazasa mellett
tortént. A lebeny mélysége 180 um volt azon esetekben, amikor a refraktiv korrekciot kovetden
a szaruhartya vastagsaga - a lebeny vastagsdga, ¢és a lézer altal "elparologtatott"
szovetmennyiség levonasat kovetden - legalabb 250 pm vastagsagu maradt. Azon pacienseink
esetében, akiknek a szaruhartydja vékonyabb volt és/vagy jelentdsebb refrakcios hiba miatt a
szaruhdartya stromalis allomanyanak nagyobb részlete keriilt elparologtatasra (1 D koriilbeliil 10
um-nek feleltethet6 meg), s aminek kovetkeztében az érintetleniil maradd szaruhartya
vastagsag - a lebeny vastagsadganak a kivonasat kdvetéen - nem érte volna el a 250 um-et, a
lebeny vastagsagat 160 um-re csokkentettiik.

A LASIK kezeléseket (193 nm) Inpro argon-fluorid excimer lézerrel (Intraocular
Prosthetic GmbH), minden esetben ugyanaz a szemész szakorvos (Hassan Ziad) végezte. A
posztoperativ terdpia, a PRK kezelésnél ismertetett protokoll szerint zajlott. Pacienseinket egy

éven keresztiil kovettiik, ellenoriztik.
3.1.3 Konnymintavételek és a kapcsolodo biokémiai vizsgalatok
3.1.3.1 Konnymintavételek

A human kénnymintak gytijtése, a szemhéjsz¢l alsé6 marginalis vonaldnak kozelében a
precornedlis konnyfilmbdl tortént, kdzvetleniil a refraktiv sebészeti beavatkozas eldtt és utan,

valamint az elsd posztoperativ kontrollok alkalmaval. A PRK kezelés esetében a 3. és 5.
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posztoperativ napokon, LASIK kezelés esetében pedig az elsé posztoperativ napon. A
mintavételeket ingerlés nélkiil, tivegkapillaris segitségével végeztiik az alsd 4thajlasban,
vigyazva arra, hogy ne sértsiilk meg a kotohartyat. A késoi posztoperativ kontrollok az 1., 3. és
a 12. honapban torténtek mindkét mitéti tipus esetében, ekkor konnyminta gytijtésére mar nem
keriilt sor. Ahhoz, hogy a pre- és posztoperativ konnymintakat 6ssze tudjuk hasonlitani, ki
kellett zarnunk a reflexes konnyezést. Azon konnymintdk keriiltek felhaszndlasra, ahol a
szekrécios sebesség 5-15 ul/perc volt. A mintavétel minden esetben szemcsepp hasznalat elott
tortént (megel6z6 csepp hasznalatdhoz képest minimum két ora elteltével), tivegkapillarissal
(hossza: 10 mm, atmérdje: 1 mm). Az Osszes mintat centrifugaltuk (1800-as fordulatszamon)
kozvetleniil a mintavétel utan, és a feliiluszot -80°C- on taroltuk felhasznalasig. Vizsgalataink
soran a konnymintak gytjtése €s tarolasa a fentiek szerint tortént, melyekre a késobbiekben
kiilon mar nem tériink ki. Felolvasztasukra kozvetleniil a méréseket megelézden egyetlen
alkalommal keriilt sor. Kontroll mintdink esetében az operdlt szem mintavételeivel azonos
idében €s mddon tortént a konnymintak gytijtése.

Az éllati (3,0-3,5 kg, uj-zélandi fehér nyul) konnymintak gytijtése ingerléssel tortént,
i.m. pilokarpin hidroklorid (5 mg/kg) alkalmazasaval a huméan koénnymintak gyQjtési

technikdjanak egyebekben mindenben megfelelden.

3.1.3.2 Az urokinaz tipusu plazminogén aktivator aktivitasanak meghatarozasa

A konny urokinaz tipusu plazminogén aktivator (uPA) aktivitasanak a meghatarozasa
spektrofotometrias médszerrel tortént, human plazminogén €s plazmin-specifikus kromogén
peptid szubsztrat, D-valin-L-leucil-L-lizil-p-nitroanilid (S-2251) felhasznalasaval. Ez a
modszer elsdsorban az urokinaz tipusu plazminogén aktivator aktivitdas meghatarozéasara
alkalmas. A kisérleti munka soran alkalmazott szubsztratot (S-2251), valamint plazminogént a
Chromogenix (Milano, Olaszorszag) cégtdl szereztiik be. Az uPA mérésekhez referenciaként
hasznalt urokinéazt (Choay, Périzs, Franciaorszag) S-2444-es szubsztrattal kalibraltuk, standard
urokinazhoz (NIBSC, London, Anglia), Friberger szerint [185]. A specifikus aktivitasa 100.000
IU/mg-nak adodott, ez megfelel a kereskedelemben kaphatd legtisztabb preparatumok
specifikus aktivitasanak. Az UPA aktivitas és plazminszerii aktivitas meghatarozasat Shimada
¢s mtsai modszerének [186] modositasaval végeztik a kovetkezOk szerint: 5 pl 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 és 1 puM human plazminogén jelenlétében.
Mintainkat 4 6ra inkubalés utan 405 nm-en fotometraltuk (Multiscan MS, Labsystem, Helsinki,

Finland). A konnymintdk uPA aktivitdsdinak meghatirozasa urokindz higitasi sor alapjan
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készitett logaritmikus diagram alapjan tortént.

Enzimhez kapcsolt immunoszorbens vizsgalatot (ELISA/Immubind ELISA, American
Diagnostica GmbH) végeztink a konnymintdk PAI-1 ¢és PAI-2 mennyiségének
meghatarozasara. A PAI-1 ELISA méréshez egérben termeltetett anti-human PAI-1 antitestet
hasznaltunk, mig PAI-2 ELISA esetén egy poliklonalis antitestet alkalmaztunk. A mintékat, a
PAl-ellenes antitesttel elore bevont mikrolemezen inkubaltuk, majd a streptavidin-kotott torma
peroxidazzal konjugalt detektdld antitesteket hozzdadva az igy megkdtott PAI-1 és -2
molekuldkat detektaltuk. A perborat/3,3°,3,5 -tetrametilbenzidin szubsztrat hozzéadasa és
ennek a torma peroxidazzal kialakult végso reakcioja kék oldatot eredményezett. A szenzitivitas
novelése érdekében, kénsav hozzdadasaval ledllitottuk a folyamatot, mikozben a kék oldat
sargava alakult. Az oldatok abszorbancigjat 450 nm-en, fotométer segitségével mértiik le, €s a
standard higitasi sor alapjan felvett gorbe segitségével kiszamoltuk a mintak PAI-1 ill. PAI-2

crcr

alkalmasnak talaltuk.

3.1.4 Allatkisérletek a haze tanulmanyozasara és a kapcsolédé biokémiai vizsgalatok

3.1.4.1 Allatmodell a haze indukalasara és gatlasara, a terhesség, mint rizikofaktor

Allattanulmanyunkba 30 egészséges (3,0-3,5 kg-os uj-zélandi fehér nyul) allatot
vontunk be, melybdl 27 allat mindkét szemén PRK kezelést végeztiink, harom allatot nem
operaltunk annak érdekében, hogy egészséges kontrollként szolgalhassanak a kisérlet folyaman.
Az operalt allatok koziil 9 volt vemhes (2. trimeszter). A lézerkezeléseket a korabbiakban
ismertetettek szerint végeztiik el 27 allat mindkét szemén, altatasban, 6 D miopias Korrekcionak
megfelelden (6 mm-es ablacids zona, 68 pm ablacios mélység).

Az allatok uPA kezelése, a PRK human protokollja szerint 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 elsd posztoperativ hét folyaman. Ezt kovetden az dllatok kezelése mindkét szem
esetében a humén protokollnak felelt meg.

Az éllatok aprotinin kezelése a PRK human protokollja szerint zajlott az alabbiakban
részletezett modositassal, mely szerint az alkalmazott antibiotikum - Ciloxan (Ciprofloxacin
HCI 0,3%, Alcon) - mellett egy csepp 10.000 KIU/ml aprotinin (Gordox, Richter Gedeon Rt.,
Budapest) alkalmazasara is sor keriilt az elsé posztoperativ hét folyaman. Ezt kovetden az
allatok kezelése mindkét szem esetében a human protokollnak felelt meg.

Az alabbi tablazat részletesen ismerteti a kisérleti protokollt (1. tablazat). A csoport
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megnevezést és besorolast a PRK kezelést kovetden alkalmazott human terdpia mellett

alkalmazott kiegészitd kezelés vagy készitmény hatarozta meg [187].

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 -
UPA 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 humdn protokoll [Ciprofloxacin HCI 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 human protokoll szerint
alkalmazott antibiotikum 50 1U/ml uPA-¢ is tartalmazott. uPA nem kezelt: a humdn protokollal megegyezett [190]

3.14.2 Az urokinaz tipusu plazminogén aktivator aktivitasanak meghatarozasa

A széles szubsztrat specificitasi szerin protedz inhibitor az aprotinin
hatasmechanizmusanak tanulmanyozasara tervezett allatkisérletiink soran 22 allat (3,0-3,5 kg-
os Uj-z¢élandi fehér nyal) mindkét szemét operaltuk PRK kezeléssel; 3 D miopias korrekcionak
megfeleléen 6,0 mm-es ablacids zonaval, 34 um-es mélységben [188]. Az allatok egyik szemét
a human protokollnak megfelelden kezeltiik (kontroll szem), a mésik szem kezelését pedig a
fentiekben részletezett aprotinin kezeléssel egészitettiik ki. Az allatokat a kezelést kovetd
kiilonbozo idopontokban - 2 és 4 ora, 1. és 3. nap elteltével - altattuk tal és mindkét szemet
enukledltuk. A szaruhartydk trepanalasat kovetden a cornedkat megfeleztiik, melyek egyik
felebél RNS izolalast kovetden az uPA mRNS mennyiségét hatdroztuk meg, reverz
transzkripcid utani valds idejii kvantitativ  PCR technikaval (gPCR), a masik felének
felhasznalasaval pedig fagyasztas utani metszeteken in situ zimografiat végeztiink az uPA

aktivitas megjelenitésére az alabbiak szerint (8. abra).
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Nyul szaruhartya PRK kezelést
kovetden
PCR és zimografiai technikak
alkalmazasahoz megfelezve

PCR zimografia

8. dbra A PRK kezelt nyul szaruhartyat megfeleztiik és egyik feléen PCR, madasik felén
zimogradfiai vizsgalatokat végeztiink [190]

A kvantitativ PCR-hoz szaruhartya darabokat hasznaltunk fel, mellyel a transzkripcids
szinten megjelend uPA mRNS szintjét mértiik specifikusan. Az mRNS mennyiségének
meghatarozasédhoz allat-specifikus primereket terveztiink és készitettliink a teljes hossziisagu
nyal uPA c¢DNS szekvencidjanak ismeretében. A célzott szekvencia két végére tervezett
primerek, valamint a proba primerek a ,,TagMan” proba kivanalmainak megfelelden késziiltek.
Bels6 kontrollként 18S riboszomalis RNS mennyiségi meghatarozasahoz altalanosan hasznalt
primereket alkalmaztunk.

A szaruhartyakbdl a teljes RNS mennyiséget megfeleld, a kereskedelemben a Qiagen
cég (CA, USA) altal forgalmazott RNeasy kittel vontuk ki, majd SuperScript Il reverz
transzkriptaz (Invitrogen, MA, USA) segitségével, uPA specifikus primerekkel cDNS-sé
forditottuk at. A valds idejli kvantitativ PCR az eldirt puffer koriilmények kozott 40 cikluson
keresztiil tartott. A PCR soran felszabadulo6 fluoreszcens jelet ABI Prism 7900 HT késziilékkel
rogzitettiik.

Az uPA mennyiségének meghatarozasahoz, az értékelés soran az egyes mintdkndl azt a
PCR ciklus szamot vettiik alapul, amikor a fluoreszcens emisszio atlépte az érzékelési kiiszobot.
Ezeket az értékeket ugyanazokbdl a mintdkbol szdrmazoé 18S riboszomalis RNS
meghatarozasakor detektalt ciklusszammal normalizaltuk.

A lefagyasztott szaruhartya masik felének darabjait in situ zimografianak vetettiik ala,
annak érdekében, hogy a sebgydgyulas sordn megjelend uPA kifejez6dés helyét
tanulmanyozzuk ¢és meghatarozzuk a kialakult uPA aktivitds mértékét. A fagyasztott
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szaruhartya darabokbdl késziilt szeletek uPA aktivitasat kazein-agar fed oldat - mint szubsztrat
- felhasznalasaval vizsgaltuk [189]. A feddoldat a puffer 6sszetevéi mellett sovany tejet, agart
¢és aktivalando plazminogént tartalmazott. Kontroll mintdk esetén a folyamatot plazminogén
hianyaban vizsgaltuk - bizonyitandé a plazminogén uPA altali aktivaciojat -, és ez altal a kazein
utan, feddlappal takartuk, majd paradis kornyezetben 13 o6ran keresztiil inkubaltuk. A kazein
hidrolizis mértékének vizsgalata sotét latoteri mikroszkdppal, a hozza tartozd teriiletek
azonositasa - fazis-Kontraszt beallitas mellett - Zeiss Axioskop 2-es mikroszkopon, 10x Plan
Apochromat objektivvel; a képek dokumentalasa a mikroszkopon elhelyezett Zeiss Axiocam
kameraval tortént.

A kiértékeléshez minden mintat azonos megvilagitas és azonos expozicids kondicidok
mellett rogzitettiink, vigyazva, hogy minden érintett pixel a digitalizacios zondba essen. A sotét
latoterti felvételek kvantitativ elemzéséhez a LabVIEW grafikai kdrnyezetet biztosito feliileten
programot irtunk. A kiiszobérték bedllitasa minden felvételnél egyedileg tortént, nem
hidrolizalt, alacsony intenzitasi zoéna bedllitdsaval. Minden szaruhartya mintdbol 3-3

kiilonbozo szeletet vizsgaltunk.

3.1.5 Human vizsgalatok

3.1.51 A plazminogén aktivator inhibitor szintek meghatirozasa refraktiv lézersebészeti
beavatkozasok soran

A plazminogén aktivator inhibitorok (PAI-1 és PAI-2) szintjeit human kdnnymintakban
vizsgaltuk, PRK ¢és LASIK kezelés elott és utdn a korai posztoperativ idészakban. A
mintavételeket a Debreceni Egyetem Orvos- és Egészségtudomanyi Centrum, Szemklinikéjan
mukodo Vital-Lézer Kft-nél végeztiik.

Tanulmanyunkban PRK kezelés 46 szemen tortént (38 paciens, 8 esetben kétoldali
kezelés, atlagéletkor 26+5 év), még LASIK kezelést 13 szemen végeztiink (8 paciens, 5 esetben
kétoldali kezelés, atlagéletkor 28+9 év) [190]. Statisztikailag szignifikdns korkiilonbség a
csoportok kozott nem volt (p=0,535 t-teszttel). A PRK kezelés esetén a muitét elotti refrakcios
hiba atlagértéke -4,11+2,22 D, mig LASIK kezelés esetében -5,13+1,89 D volt. Az atlag
ablaciés mélység a PRK csoport esetében 48+20 mm, a LASIK csoportnal 59+13 mm volt.
Statisztikailag kimutathato szignifikans kiilonbség a 2 csoport kozott (p=0,074 t-teszttel) nem
volt.

A konnymintdk PAI-1 és PAI-2 mennyiségének meghatirozdsara enzimhez kapcsolt

immunoszorbens vizsgalatot (ELISA/Immubind ELISA, American Diagnostica GmbH)
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végeztiink a 3.1.3.2 fejezetben részletezett moédon: PRK tipust lézerkezelés esetében 61
konnyminta PAI-1 és 146 konnyminta PAI-2 meghatdrozasa tortént. LASIK kezelés esetén 35
konnymintaban hataroztuk meg a PAI-2 szintjeit, PAl-1 meghatarozas nem tortént. Az also
detektalhatosagi hatar PAI-2 vonatkozasaban 100 pg/ml még a PAI-1 esetében 4 ng/ml. Az

alkalmazott modszer mind a szabad, mind a protedz-kotott formakat képes Kimutatni.

3.1.5.2 Plazminogén — aktivator és inhibitor, valamint hormonszint vizsgalatok terhesség soran

A PAI-1 és PAI-2 szintek, valamint az uPA szint meghatarozasara iranyulo
vizsgalatainkat egészséges varandos onkéntesek bevonasaval végeztiik. Vizsgalataink soran
barmely szemészeti megbetegedést, kontaktlencse viselést, illetve gydgyszer szedését kizard
oknak tekintettiik, életkoruk a PAI-1 és PAI-2 szintek meghatarozasa esetén 19-33 (atlag:
27,4244,13) év volt. A konnymintak gyiijtése a terhességi trimesztereknek megfeleld sziilészeti
kontrollok alkalméaval tortént, €és a gyermek megsziiletését kovet6 1 héten. A
konnymintavételek a mar ismertetésre keriilt protokoll szerint torténtek a Debreceni Egyetem
Orvos- és Egészségtudomanyi Centrum Sziilészeti és NOgyogyaszati Klinika ambulancidjan.
Pacienseink esetében a terhességek lefolyasa zavartalanul zajlott (39-40. hét, egy esetben 37.
hét), mely a sziilés és az azt kovetd id6szakrol is elmondhato.

Konnymintaink vizsgalatai sordn 19 varandés beteglink 56 konnymintajat analizaltuk
PAI-2 szint meghatarozas vonatkozasaban. Tovabbi 13 varandos n6t6l gyijtott 45 konnyminta
esetén tortént PAI-1 aktivitas mérés. Kontrollként (45 paciens), korban illesztett nem varandos
nbk konnymintaiban tortént PAI-1 és PAI-2 szintek meghatarozasa.

A konnymintak PAI-1 és PAI-2 szintjeinek mérése ELISA moddszerrel tortént a 3.1.3.2
fejezetben ismertetettek szerint.

A vizsgalni kivant hormonszinteket (6sztradiol (E2) és progeszteron (P4)) mind a
konnyb6l mind a vérbél meghataroztuk. A vérmintak gytjtésére a konnymintavételekkel
egyidében kertilt sor, 17 varandos paciensiink (51 minta) esetében. A v. basilicabol 4 ml vért
gyljtottiink (0,5 ml 0,105 M Na3-citrat antikoagulans tartalmti csovekbe), a mintdkat azonnal
jégre helyeztiik, centrifugéltuk (1800-as fordulatszdmon 10 percig) és a plazmat kiilénvalasztva
fagyasztottuk le -80°C-ra.

A PAI-1 és PAI-2 szinteket vérplazmabol ELISA moddszerrel hataroztuk meg, 6sszesen
25 varandos paciensiink 87 mintajaban végeztiink PAI-2 és 10 paciensiink 20 mintaja esetén
PAI-1 meghatarozast.

Varandos pacienseink konny uPA szintjének vizsgalati felépitését a 2. tablazatban

szemléltetjiik, melyet a refraktiv sebészeti részben leirtaknak megfeleléen végeztiink.
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Nem 9-12 14 - 23 25 -39 Sziilést

varandos terhességi  terhességi  terhességi koveto

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 4,5 4,9 5,4
Legiddsebb 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 ndk szamat és életkorat az egyes terhességi korokat a 2. tablazat dsszefoglaloan tartalmazza

Tanulményunkban 104 mintavétel tortént, melybdl 3 mérés eredménye kertilt
kizarasra kiugroan eltérd értéke miatt. A mintdk normalis eloszlasat €s ekvivalencidjat
megvizsgaltuk, az aldbbi statisztikai analizisket végeztiik: t-tesztek, medidn tesztek, khi-
négyzet eloszlas alkalmazas, Yates-korrekcio, Mann-Whitney U-tesztek és variancia

analiziseket végeztiink.

3.1.6 Statisztikai analizisek a refraktiv l1ézersebészeti beavatkozasokkal kapcsolatosan

A szaruhartya refraktiv 1ézerkezelését kovetd sebgyogyulési folyamatok elemzésére, az
uPA aktivitds valtozdsanak vizsgélataira (allat és humadn), tovabba a varandds paciensek
kiilonb6zé mintavételi szakaszaiban tortént konnymintdk PAI mintdzatanak megismerésére
standard statisztikai analizist végeztink. A kiilonb6z6 betegcsoportok Osszehasonlitdsara
egyenld varianciakra alkalmazott t-tesztet hasznaltunk, a kontrollcsoportokkal valo dsszevetés
pedig parositott t-teszt tortént [191]. Szignifikansnak tekintettiik a kiilonbségeket akkor, ha
p<0,05 ¢és kifejezett szignifikanciardl beszéltiink p<0,001 érték vonatkozasaban. Az egyes
kisérletekben, a fentiektdl esetlegesen eltérden alkalmazott statisztikai elemzési modszerek

esetén a kisérlet leirasahoz tartoz6 alfejezetekben keriilnek ismertetésre.

38



dc_1780_20

3.2 Szaruhartyafekély képzédéséhez kapcsolédo kisérletek

3.2.1 Rekombinans plazminogén aktivator inhibitor-2

A fuzids fehérje eléallitasa 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. A His6-tag a fehérje
tisztitasat segiti, mégpedig nikkel - kelat kromatografids eljarassal. Az MBP az expresszio
mértékét, €s a vele fuzionalt formaban elhelyezkedd fehérje feltekeredését és aktiv formaba
keriilését segiti eld, de egy masodik kromatografias tisztitasi 1épés sordn is kihasznalhatd az
amiloz toltetli oszlophoz torténd szelektiv kotddése. Az MBP, His6-tag és a PAI-2 szekvencia
ko6zé dohanymozaik virus (TEV) proteaz hasitasi helyet klonoztunk be, igy a fizios fehérjérdl
egy proteolitikus hasitassal a segit6-fehérjék/peptidek levalaszthatok.

A rekombinans fuziés fehérje eléallitasahoz elkészitettiik a PAI-2-t periplazmatikusan
expresszald plazmid klont. A 89 kDa-os fuzios fehérje expressziojat Escherichia coli BL21
torzsben végeztiik, melyet el6zdleg 37°C-on ndvesztettiink Luria-Bertani tdpoldatban a kdzepes
log fazis eléréséig. Ezutan 1 mM IPTG (izopropil-1-tio-p-D-galaktopiranozid) alkalmazasaval
indukaltuk a fiziés fehérjék termelését. A PAI-2 fehérjerész jelenlétét a fuzids fehérjében anti-
PAI-2 antitest felhasznalasaval (Biopool) elkészitett immunoblottal bizonyitottuk. A
baktériumok periplazmajabodl a fehérjéket ozmotikus sokk-eljarassal nyertiik ki [192], majd
nikkel- nitrilotriecetsav (Ni-NTA) toltetet tartalmazo oszlopon affinitds kromatografiat
végeztiink. A fehérjéket 0-150 mM linearis imidazol gradienssel eludltuk, majd a frakciok
tisztasagat SDS poliakrilamid gélelektroforézissel ellendriztiik. Az imidazol dializissel torténd
eltavolitasa utan a fuzios segitd — fehérje/peptid végek lehasitdsa dohanymozaik virus (TEV)
proteazzal tortént, mely szintén rendelkezik hexahisztidin véggel, igy egy masodik Ni-NTA
affinitdskromatografia segitségével eltavolithatd és kinyerhetd a tiszta fehérje. A masodik
tisztitasi 1épés soran a fehérjék aggregalddtak, igy az atfolyoban a tiszta fehérjék mellett tobb
komponens is megjelent. Aktivitds-vizsgdlataink szerint erre a 1épésre nem volt sziikség, ezért
a kisérleteinkben Amicon Ultra 10 kDa (Millipore) koncentratorral toményitett fiizids fehérjét

crer

kisérletekben.
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A fent ismertetett modon eldallitott fehérje urokinaz gatld aktivitasat mikrotiter lemezes
modszerrel ellendriztiik. Az aktivitdsméréshez hasznalt oldat Osszetevdi a kdvetkezok voltak:
140 pl puffer (100 mM Tris-HCI, 300 mM NaCl, 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 PAI-2 fehérjét (illetve kontrollként desztillalt vizet) adtunk. Az uPA
aktivitasat elézéleg S-2444 szubsztrattal kalibraltuk [40]. A reakcidelegyeket 20 percig
inkubaltuk 37°C-on, majd a hasitott szubsztrathoz kéthet6 szinvaltozast 405 nm-en Labsystems
Multiskan MS mikrolemezes leolvasoval detektaltuk.

A rekombinans PAI-2 fehérje aktivitasat SV-40-transzformalt human cornedlis 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. A sejteket
mikrotenyésztd lemezekre (20000 db sejt/lyuk) raktuk és megfeleld tapfolyadékban (amely, 200
U/ml penicillint és streptomycint, 5% FBS-t, 5% glutamint, 5 pg/ml inzulint, 0,5% dimetil
szulfoxide-ot és 10 ng/ml human epidermalis ndvekedési faktort tartalmaz6 DMEM/F12
tapfolyadékban) novesztettiik. A tapfolyadék eltavolitasa utan a sejteket PBS-el mostuk, majd
az intakt sejtekre 0,8 1U/ml illetve 2 1U/ml PAI-2 fehérjét tartalmaz6 PBS oldatot (kontrollként
PBS-t) mértiink ra. 15 perc 37°C-on végzett inkubacio utan a sejteket ismételten PBS-sel
mostuk, majd a sejtek uPA aktivitasat mértiik egyrészt intakt sejteken, illetve a membranko6tott
UPA 10 % Triton-X 100 hozzaadasaval torténé szolubilizalasa utan. Az uPA méréséhez a
sejtekhez 25 ul 2,5 mM D-Val-Leu-Lys-pNA szubsztratot (S-2251, Chromogenix), 25 ul
plazminogént (2,5 IU/ml, Chromogenix) ¢és 65 pul PBS-t mértiink. A negativ kontroll

plazminogén helyett vizet tartalmazott.

3.2.2 Rekombinans plazminogén aktivator inhibitor-2 alkalmazasa allatmodellben

A rekombinans PAI-2 fehérje tartalmi szemcsepp tanulmanyozasara allatkisérletet
végeztlink a kémiai sériilés és ennek kovetkeztében fellépo fekélyesedési folyamat modellezésével,
melyhez Gij-zélandi fehér nyulakat (6 kisérleti allat, egyenként 3-4 kg-osak) hasznaltunk. A kémiai
sériilést az allatok mindkét szemén 6 mm-es atmérdji, 0,5 M Natrium- hidroxid (NaOH) oldattal
atitatott szlirépapir korongnak 20 masodpercig a cornedhoz torténd érintésével valtottuk ki. A
fajdalom megel6zésére Humacain 4 mg/ml szemcsepp (Oxibuprokain, Teva) szemcseppet
alkalmaztunk. A sériilés indukalasat kovetden a cornedt és a kothartya zsakot a lig maradéktalan
eltavolitasa céljabol fiziologias sooldattal oblitettiik, melyet lakmuszpapirral ellendriztiink.
Ezutan mindkét szemet kiilonbozoképp kezeltiik. Az allatok kontroll szemét antibiotikumot

(Ciloxan, Alcon) tartalmazé szemcseppel kezeltiik 5x-i cseppentéssel naponta, a bakterialis
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feliilfert6zodés megakadalyozasara. Az ellenoldali szem kezelésére Ciloxan szemcseppben oldott,
5 IU/ml uPA ekvivalens rekombinans PAI-2 fehérjét hasznaltunk naponta 5x-i cseppentés mellett.
A szemcsepp dozisanak megallapitasahoz meghataroztuk az UPA aktivitast a fentiekben ismertetett
kromogén szubsztratos modszerrel [193] kémiai sériilés utani, inhibitorral nem kezelt nyalszembdl

nyert konnymintakban.

3.3 A cukorbetegek diabéteszes szemszovodményeihez kapcsolédoé vizsgalatok
3.3.1 Diabéteszes retinopatiara jellemzé konnyfehérjék azonositasa

Tanulményunkba 119 cukorbeteg (II-es tipusi DM) pdaciensiink keriilt bevonasra. A
paciensek a Debreceni Egyetem Altalanos Orvosi Kar Szemklinikdjanak rendszeres
gondozasaban alltak és a nemzetkozi standardoknak megfelelden, szemfenéki elvaltozasaik
alapjan harom csoportba keriiltek besorolasra: 1) normal szemfenéki kép, i1) nem proliferativ
diabéteszes retinopatia €s iii) proliferativ diabéteszes retinopatia.

A szemfenéki elvaltozasok megallapitasara és a diabéteszes retinopatia besoroldsara
minden esetben tagitott pupilla mellett, 90 D-as lencse alkalmazasaval keriilt sor. A vizsgalati
csoportokban a nemek aranya és az ¢€letkor megoszlas az alabbiak szerint alakult: 1) normal
csoport: né és férfi arany kozel 1,5:1 (atlagéletkor: 61 év); i) nem proliferativ diabéteszes
retinopatia csoportja: n6 és férfi arany kozel: 2:1 (atlagéletkor: 56 €v); iii) proliferativ diabéteszes
retinopatia csoportjaban: no és férfi arany kozel: 1:1 (atlag €letkor: 64 év). A kontroll egészséges
csoportot 26 onkéntes medikushallgatd képezte, ahol a nemek arany 1:1 volt (atlag életkor: 22
év).

A konnymintavétel a korabbiakban (3.1.3.1 pontban) ismertetett standard protokoll
alapjan tortént 119 diabéteszes pacienstdl az alabbi bontasban: 1) diabéteszes beteg retinopatias
elvaltozasok nélkiil; i1) nem proliferativ és ii1) proliferativ diabéteszes retinopatias stadiumban
1év6 betegek egyedi konnymintai, melyeket 26 egészséges dnkéntestdl gylijtott konnymintaval -

egylittesen kezelt ("poolozott minta") - vetettiink dssze.

Konnymintak fehérjéinek izobar kémiai jelolése tomegspektrometrids analizishez

A konnymintak fehérjetartalménak meghatidrozdsdhoz Bradford modszert hasznaltunk
(BioRad). A begytijtott konnymintak kémiai jelolését (iITRAQ 4plex) végeztiik el az ABsciex
(Framingham, MA, USA) gyartd utasitdsai alapjan kisebb modositasokkal. A fehérje
emésztéséhez és jeloléséhez trietil-ammonium-bikarbonéat (TEAB) puffert hasznaltunk. Ezutan
a fehérjéket urea (5,2 M végkoncentracidban) hozzdadéasaval denaturaltuk, majd 10mM

végkoncentracioban adott trisz-(2-karboxietil)-foszfinal (TCEP) redukaltuk és 15 mM metil-
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metantioszulfonattal (MMTYS) alkilaltuk. Szobahdmérsékleten végzett 10 perces inkubacid utan
a mintakat TEAB pufferrel (0,25 M vég koncentracio, pH 8,5) kihigitottuk ugy, hogy az urea
koncentracidja 2 M legyen. A mintak oldatban emésztéséhez 1,6 pg MS mindségl, stabilizalt
tripszint hasznaltunk (ABSciex), egy ¢éjszakan at folytatott 37°C-os inkubalassal. A
megemésztett peptideket beszaritottuk, majd 20 pl 0,5 M TEAB pufferrel (pH: 8,5) és 200 ul
abszolut etanol hozzdadasaval oldottuk fel. A jelolés érdekében 20 ul iTRAQ reagenst adtunk
a mintakhoz, mellyel 3 6ras szobahdmérsékleten torténd inkubalast végeztiink.

Az egészséges csoport egyesitett konnymintait iTRAQ 114-es, mig az egyedi mintakat
a normal csoport esetén iITRAQ 115-6s, a nem proliferativ csoport mintait iTRAQ 116-os és a
proliferativ csoport mintait iTRAQ 117-es jelzéssel lattuk el. A jelolést kovetden, a mintakat
véletlenszerlien valogattuk ki mindegyik csoportbol, majd Osszekevertiik azokat. Az igy
létrehozott, négyféle modon jelzett, kevert mintakat beszaritottuk és 200 pl 5% acetonitril €s
0,1% hangyasav tartalmu oldatban feloldottuk, majd tovabb savasitottuk koncentralt hangyasav
hozzaadasaval. Legvégiil 5 percig 14000 rpm fordulatszamon centrifugaltuk. A feliilaszot

hasznaltuk fel az LC-MS/MS analizisekhez.

LC-MS/MS analizis

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

LC-MS/MS analizist végeztiink nanoHPLC-vel (Agilent 1100 series) kapcsolt 4000
QTRAP (ABSciex, Framingham, MA, USA) tomegspektrométer segitségével, NanoSpray 11
Microlon forrds hasznalataval. Informéciéo - fliggd adatgyiijtd6 moddszert (Information
Dependent Acquisition - IDA) alkalmaztunk, amelynek soran egy pasztazast kovetéen
kivalasztottuk a két legintenzivebb Un. prekurzor iont, meghataroztuk a prekurzor ionok
toltottségét, majd a toltottség alapjan szdmolt iitkozési energidkat alkalmazva a prekurzor
ionokat fragmentaltuk. A fragmenseket analizaltuk és a felvett MS/MS spektrumokat
dokumentéltuk. Mindegyik esetben 2 MS/MS spektrumot adtunk Ossze és ezt hasznaltuk a

fehérje azonositashoz és kvantitalashoz. A ciklusidd 4,79 masodperc volt.

Adat- és statisztikai analizisek
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A tomegspektrométrias adatokat ProteinPilot 2.0.1. (ABSciex) szoftverrel elemeztiik ki,
az 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 jelol6 anyagok gorbe alatti
terlileteibOl az azonositott fehérjék egymashoz viszonyitott, relativ mennyiségét hataroztuk
meg. Az adatok értékelésénél csak a szoftver altal szamolt szignifikans (p<0,05) eltéréseket
vettiik figyelembe.

Sziikségiink volt az adatok normalizalasara, mivel a felhasznalt 2 pl mennyiségii konny
eltéré mennyiségli fehérjét tartalmazott. A normalizalas soran figyelembe vettiik az egészséges
csoport konnyfehérje tartalmat, valamint a tobbi jelolési kisérlet sordn alkalmazott fehérje
mennyiségeket.

A normalizalt adatokat statisztikailag elemeztiik. Az 6sszehasonlitasdhoz SPSS 15.0
szoftvert (SPSS Inc. Chicago, USA) hasznaltuk, valamint a nem-paraméteres Mann-Whitney
U-tesztet. A részletesebb adatelemzés érdekében az altaldban microarray adatelemzésre
hasznalt GeneSpring 7.3 szoftvert (Agilent Biotechnologies) hasznaltuk, mely sorén a legalabb
kétszeres valtozast mutatd fehérjéket vettiik szamitasba. A lehetséges azonositott biomarkerek

hasznossaganak megallapitasdhoz ROC analizist végeztiink.

3.3.2 Tanul6 algoritmusok alkalmazhatosiga a diabéteszes retinopatia sziirésére

Tanulmanyunkban 119 cukorbeteg (ll-es tipusi DM) paciens, 165 szemét és
konnymintait vizsgaltuk, melybdl 46 esetében tortént konnymintavétel mindkét szem
kotohartya athajlasabol. A bevalogatast kizard kritériumok az alabbiak voltak: nem diabétesz
eredetii generalizalt betegség, barmely tipust invaziv szemészeti beavatkozas, szemfelszini
vagy egyeb nem diabétesz vonatkozasu szemészeti betegség €és kooperacios nehézség). A
mintavételek és a mintak tarolasa a korabbiakban ismertetett standard protokollnak felelt meg.
A DR diagnosztizalasa éltalanos szemészeti vizsgalaton alapult, melyet 7-mezds fundusfotokon
alapula DR stadium beosztas kovetett, Megaplus Camera Model 1.6i/10 BIT Zeiss (Carl Zeiss
Ophthalmic System A6, Jena, Németorszag) késziilékkel készitett fotoelemzéssel, két
egymastol fliggetlen szemész szakorvos altal.

A konnymintak fehérje meghatarozédsa az el6zd alfejezetben leirtaknak megfelelden
tortént, nano HPLC-vel kapcsolt ESI-MS/MS tomegspektrometrias modszerrel.

A MA-ak, mint a DR legfontosabb ¢és informatikailag viszonylag konnyen leirhato
elvaltozasara, a fundusfotok képfeldolgozasi modszertannal torténd elemzéséhez gépi tanulas
alapit MA detektort hoztunk Ilétre. A tanuldalgoritmus alapt, automatizélni kivéant

képfeldolgozo eljaras inputjat a vizsgalni kivant fundusfotokon azonositott MA-ak szama adta,
43



dc_1780_20

kimenetét a DR osztalyozasa (DR vs. normal fundus/nincs-DR) képezte.

Modelliink megalkotasa érdekében az alabbi optimalisan parametrizalt gépi tanuld
eljarasokat hasonlitottuk 0Ossze: Support Vector Machine (SVM), Recursive Partitioning
(Rpart), Random Forest (randomForest), Naive Bayes (naiveBayes), Logistic Regression
(logReg), K-Nearest Neighbor (k-NN), melyeket roviden az alabbiak jellemeznek.

A feltigyelt tanulasi modszerek csaladjaba tartozé sokdimenzids adatokon alkalmazhat6
SVM modszer célja olyan szeparald hipersik keresése, amely a lehetd legjobban valasztja el
egymastol a két tanulmanyozni kivant osztaly (DR vs. nincs-DR) elemeit. A kifejezetten
szamitogépes alkalmazasra fejlesztett osztalyozo eljaras az Rpart algoritmus végeredménye egy
binaris jellegli osztalyozo fa struktura. Az algoritmus mintafelismerésen alapul, azaz a vizsgalt
minta jelenségeinek azonositasa alapjan hozott dontési szabalyok sorozatat alkalmazva
csoportositja annak elemeit. A randomForest olyan osztalyozé mddszer, mely sok valtozoval
rendelkez6 kicsiny mintaszam esetén is jol alkalmazhato. A naiveBayes osztalyozo algoritmus,
bemenete alapjan képes a legnagyobb valosziniiség szerint osztalyozni, azaz egy elem
osztalyozasanal azt az osztalyt valasztani, amelynek a legnagyobb a valoszinlisége a
megfigyelések és az elem tovabbi attributumai alapjan. A modszer 1ényege az, hogy a Bayes-
tétel segitségével meghatarozhat6 az optimalis klasszifikacios szabaly. A naiv Bayes osztalyozé
modszer azt feltételezi, hogy egy osztalyon beliil az attribitumok feltételesen fliggetlenek
egymastol. A logReg modellek célja, hogy a minta megfigyelési elemeit az elére meghatarozott
csoportokba besoroljak. A modszer azzal a feltételezéssel €1, hogy az odds arany logaritmusa
linearisan fligg a magyarazo valtozoktol. A logreg modell alapgondolata, hogy a valoszinliség
helyett olyan - a valoszintiséggel egyenértékii - mérészamokat hasznal, amelyeknek értékei nem
korlatozodnak a binaris [0,1] tartomanyra. A K-NN modszer azon alapgondolaton nyugszik,
hogy a hasonld attributumu objektumok hasonlé tulajdonsagokkal rendelkeznek, és a
hasonldsag nagysaga tavolsagfiiggvénnyel mérhetd. Egy 01j minta osztalyozasa esetében az n-
dimenzids térben keressiik tehat azt a k tanuldé mintat, amelyek a legkdzelebb van(nak) az

ismeretlen mintahoz.

Kombindcion alapulé tanulé algoritmusok

Haromféle automatizalt monitorozd rendszert fejlesztettiink és teszteltiink
tanulmanyunkban. Roviden ismertetve: i) a konnyfehérje biomarkerek; ii) MA-k detektalasan
alapulo algoritmusok digitalizalt retinaképeken; iii) a fent emlitett két modszer Otvozete,
kombinalt mddszer.

Kombinalt monitorozasi mddszeriink tesztelése 52 Il-es tipust cukorbeteg paciensiink
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74 szemének konnymintai és digitalis fundusfotdi elemzései alapjan torténtek (21 3/31 Q;
atlagéletkor: 65,19 év; cukorbetegség fennallasanak ideje: atlag 16,44 év).
Az informatikai modell felépitéséhez és tesztelés¢hez az un. 7-mezds fundusfotokat
[194], és a fotodokumentacioval egyidoben vett konnymintakat hasznaltuk. Vizsgalt
pacienseink esetében (74 szem) 56 fundus mutatott DR jellemz6 elvaltozast.
A konnymintakat nano-HPLC kapcsolt ESI-MS/MS tomegspektrometrias késziilékkel
analizaltuk a 3.3.1. fejezetben leirtaknak megfeleléen, majd a kapott proteomikai analizis
eredményeit Osszevetettiik a szemfenékrdl késziilt fundusfotokkal, valamint a kombinalt

modszertannal kapott eredményekkel.

3.3.3 Potencialisan alkalmazhato uj sziirémédszer a szemészetben
3.3.3.1 Invivo konfokalis cornea mikroszkopia

Elsd vizsgalatunkba l-es tipust cukorbetegségben szenvedd 28 betegiink (15 @ és 13 &,
atlag életkor: 22,86+9,05 év) és 17, korban illesztett kontroll, egészséges fiatal (9 Q és 8 &, atlag
¢letkor: 26,53+2,43 ¢év) keriilt bevonasra. Masodik, 2 éves kovetéses tanulmanyunk soran a
korabbi 28 beteg koziil 19 péaciens (9 @ és 10 &) esetében ismételtiik vizsgalatainkat. A
kontrollcsoport, mind altalanos mind szemészeti szempontbol teljesen egészséges volt és egyik
csoportban sem volt kontaktlencse visel6, vagy el6zdleg szemészeti beavatkozason atesett
paciens. Az elsd vizsgalat soran az I-es tipusu DM-ban szenvedd betegeinket tovabbi két csoportra
osztottuk: DR-ban nem szenvedd (18 beteg, atlagéletkor: 16,45+2,59 év) és DR-ban szenvedék
(10 beteg, atlagéletkor: 32,51+5,99 év) csoportjara. A kovetéses tanulmany soran 12 beteg
(16,12+3,24 év) DR-ban nem szenvedett, 7 paciens (36,32+6,18 év) DR-ban szenvedett. A
szemészeti vizsgalatok az aldbbiakat foglaltak magukba: réslampas vizsgalat, tagitasban torténd

fundus vizsgalat, intraocularis szemnyomas mérés és cornealis konfokalis mikroszkopia.

Modszerek

Az anamnézis és a latasélesség felvételét kovetden végeztiik el a CCM vizsgalatot mind
az elsd, mind a kovetéses tanulmany soran, melyeket minden péciensiink mindkét szemén
kiviteleztiink a Heidelberg Retina Tomograf III Rostock Cornea Modul (HRT III RCM,
Heidelberg Engineering GmbH, Heidelberg, Germany) alkalmazasaval. Genteal Gél (0,3%
hipromell6z; Novartis Ophthalmics, East Hanover, NJ) keriilt behelyezésre egy egyszer
hasznalatos steril polimetil-metakrilat kupakba (Tomo-Cap; Heidelberg Engineering GmbH),

melyet a lencse objektivre helyeztiink fel. A vizsgalatot egy csepp Tetrakain (Tetrakain
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hidroklorid 0,4%) helyi érzéstelenitése utan végeztiik. A pacienst arra kértiik, hogy a tavolba
fixaljon mielStt a miiszer vizsgalofejét a szaruhdrtya centrumahoz érintettiik. A vizsgalat kb. 5
percet vett igénybe, pacienseink sem ez alatt sem utdna nem panaszkodtak fajdalomra,
kellemetlenségre vagy a latasélesség valtozasara. Minden vizsgélatot ugyanaz a tapasztalt
szemészorvos végezte (Szalai Eszter). A Heidelberg HRT-III mikroszkop segitségével a
szaruhartya centrumanak részletei parhuzamos felszini sikban, 384x384 pixel felbontasban, 1
pm mélységben és 400x400 pm? - es latdmezében keriiltek dokumentalasra. Analizisre a normal
kontrollok és a DR-ban nem szenvedd pacienseink jobb szemének vizsgalati eredményei
keriiltek. A DR-ban szenvedd pacienseink esetében szintén a jobb szem keriilt bevonasra,
kivéve azon esetekben, amikor ezen a szemen miitét tortént, ilyenkor a bal szemet elemeztiik.
A bazilis epitélium, a poszterior stroma, az endotélium és a subbazalis idegi plexus
analizalasdhoz 3-3 jo6 mindségii kép keriilt kivalasztasra. A bazalis epitéliumnak a Bowman
membran el6tti, a poszterior stromanak a Descemet membran eldtti harom-harom éles szelet
felelt meg [195], [196]. Tovabbi Osszehasonlito vizsgalatainkhoz a kivalasztott képek
eredményeinek atlagait hasznaltuk.

Vizsgalataink sordn a sejtszam meghatarozasokat a miiszer 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 kalkulélta ki a
sejtsiirtiséget (sejt/mm?). A kivalasztott teriiletek nagysiga az epitélium esetén 0,033+0,001
mm?, a stréma esetén 0,157+0,0005 mm? és az endotélium esetén 0,032+0,006 mm? volt. A
alkalmaztunk (ACCMetrics, University of Manchester, Manchester, UK) [197]. Az alabbi
paraméterek kertiltek kvantifikalasra: az idegrost stirisége (Nerve Fibre Density, NFD) - az
idegrostok szama/mm?; az idegelagazddasok siiriisége (Nerve Branch Density, NBD) - az
elsddleges elagazodasi pontok a fé idegroston/mm?; az idegrostréteg hossza (Nerve Fibre
Length, NFL) - az idegrostok teljes hossziisaga mm/mm?; idegrost teljes elagazodasok siirtisége
(Nerve Fibre Total Branch Density, TBD) - eldgazodasi pontok teljes szdma/mm?; idegrost
teriilete (Nerve Fibre Area ,NFA) - az idegrostok teljes teriilete mm?/mm?; idegrostok
szélessége (Nerve Fibre Width, NFW) - atlagos idegrost szélesség mm/mm?.

A diabéteszes paciensek fundusvizsgalatdit minden esetben tdgitott pupilla mellett
végeztiik, fotddokumentaltuk és a DR stddiumanak besoroldséhoz nemzetkodzi standardot
alkalmaztunk (International Clinical Diabetic Retinopathy Disease Severity Scale) [198] az

alabbiak szerint: 0=DR utal6 jel nem latahto, 1=enyhe, nem proliferativ DR, 2=ko6zépsulyos,
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nem proliferativ DR, 3=stlyos, nem proliferativ DR, 4=proliferativ DR.

Statisztikai analizis

Leir6 statisztika alkalmazasaval hataroztuk meg az eredményeink atlagat, szorasat (SD)
¢s a 95%-0s megbizhatosagi tartomanyt (confidence interval, CI). A statisztikai analiziseket
MedCalc szoftver 10.2.0 és SPSS szoftver 13.0 verzigjaval végeztik el. A 3 csoport
eredményeinek 0sszehasonlitasara varianciaanalizist, és post-hoc Tukey-tesztet alkalmaztunk. A
folytonos valtozok vizsgalatisra ,Student-féle” t-tesztet hasznaltunk két csoport
Osszehasonlitisanal, valamint az egyvaltozés paraméterekre «%-probat alkalmaztunk. A
kétvaltozos paraméterekre Pearson korrelaciot hasznaltunk. Minden esetben p<0,05 értéket

tekintettiink statisztikailag szignifikansnak.

3.3.3.2 Ultraszéles latészogii pasztazé lézer oftalmoszkopia

Munkacsoportunk hagyoméanyos 45° kameraval késziilt fundusfotokat vetett 0ssze a
P200C AF ultraszéles 1atoszogli pasztazéd 1ézer oftalmoszkép (OPTOS PLC, Dubfermline, UK)
kamerajanak azonos beteganyagon készitett képeivel annak érdekében, hogy validalja a
késziiléket. A két képalkotd eljaras osszehasonlitasara a makula vonatkozésaban keriilt sor, az
idéskori makuladegeneracié (AMD) patologias eltérésein keresztiil. Osszehasonlé vizsgalatainkat
mert ilyen jelentds esetszam diabéteszes betegek vonatkozdsdban nem allt rendelkezésiinkre.
Ismerve azonban azt a tényt, hogy a DR-ban elsoként megjelend fundusképi elvaltozas a MA (10-
100 um) [199], és az AMD-ben megjelend drusen méretileg egymassal jol korrelal (kemény
drusen <63 um, a kozepes méretli drusen méret 63-125 pm) az AMD-s beteganyag alkalmazasa
megfeleld a validalashoz [200].

A "Reykjavik Eye Study"-ban végzett tanulmany az 1996-ban elvégzett, 50 év feletti
reykjaviki populdcié random (1045 paciens) szemészeti vizsgalatait €s azok sztereo, film alapt
fundusfot6-dokumentacioit tartalmazza [201]. Ezen vizsgalati anyag 2008-ban egy 12 éves
kovetési protokollal egésziilt ki, melyben a kordbban vizsgalt paciensek 73%-a (573 paciens) vett
részt. A részletes szemészeti vizsgalat mellett, 451 paciens esetében késziilt fundusfotd két
képalkoto eljarassal: foveara centralt képek digitdlis kameraval (ZEISS FF 450), és 200°-0s
fundus-fotddokumentacio a P200C AF ultraszéles latoszogli pasztazo 1ézer oftalmoszkoppal. A
fotodokumentaciok mindkét képalkotd eljaras esetében tagitott pupilla mellett torténtek. A

digitalis képeket egyedi azonositdval - mely biztositotta a beteg anonimitasat és a késébbiekben
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sziikség szerinti azonositasat-, a Moorfields Eye Hospital Reading Centre (MEHRC)-be kiildték
analizisre.

Jelen tanulmdnyunkba a 12 éves kovetéses vizsgalat anyagabol - az iddskori
makuladegeneracié elvaltozasainak teljes spektruménak lefedésével - 121 szem keriilt
bevalogatasra. A képek elemzése random modon zajlott, a klinikai informaciok ismeretének teljes
hianyaban. A fundusfotok elemzése az Optos V2, DX elemzd szoftverével tortént mindkét eljaras
esetében. Ezen szoftver lehetdséget biztosit egy automata standard elemz0 réacs felhelyezésére (9.
abra), miutan a képolvasé a makula centrumat, a foveat, tovabba a latdidegf6t azonositja
manualisan. Az elemz0 racs felhelyezése biztositja, hogy a két képalkotd eljarassal késziilt képek
vizsgalatai soran a makula azonos teriiletei keriilnek elemzésre. A két képalkato eljarassal késziilt

képeket az egymasnak megfeleltetett teriiletek vonatkozasaiban szemlélteti a 10. abra.

9. dbra Az Optos V2, DX elemzd szoftverével felhelyezett
automata, standard elemzé rdacs, melynek felhelyezéséhez a fovea
és a latoidegfd manudlis azonositdsa sziikséges.

[Forras: A Moorfields Eye Hospital, London, UK Reading
Centere, sajat készitésii képanyag]
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10. dbra A Zeiss FF 450 (a-e) konvenciondlis digitdlis fundusfoto kamera (45°-os latészég) és az Optos P200C AF (1))
ultraszéles latoszogii kamera egymasnak megfeleltetett felvételei a makulara vonatkoztatva: (a-f) patologiai eltérés nélkiil;
(b-g) korai ARM; (c-h) korai AMD; (d-i) chorioretindlis neovaszkularizdcio, (e-j) geografikus atrdfia [183]

Az elvaltozésok - 1éziok, makularis drusenek - méreteinek meghatirozisa szamitdogép-
asszisztalt standard korok felhelyezésével tortént. Analizisre az iddskori makulopatidhoz (age-
related maculopathy, ARM) vagy AMD-hez kapcsolodo elvaltozasok keriiltek. Az elvaltozasok
fenotipusainak meghatarozdsa a Nemzetk6zi Klasszifikacio (International Classification, 1C)
szerint tortént mindkét képalkotd eljaras esetében [200]. Az alabbi elvaltozasok keriiltek
azonositasra: kemény ¢és puha drusen, geografikus atréfia (geographic atrophy, GA) és
chorioretinalis neovaszkularizaci6 (chorioretinal neovascularisations, CNV).

A képelemz6é 6nmagahoz (intra-observer agreement) és mas képalkotohoz (inter- observer
agreement) vonatkoztatott egyezése/tévedése is vizsgalatra keriilt. Az elemzé Onmagahoz
viszonyitott egyezésének megitélése érdekében (intra-observer agreement) a mar elemzett képek
random 10%-at Gjra elemezte ugy, hogy a képelemzések k6z6tt minimum 14 nap telt el.

Tovébbi, részletes képelemzésre keriilt sor kemény drusen, GA és CNV (5 eset minden
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fenotipus vonatkozésaban), valamint 6 puha drusen vonatkozasaban (6sszesen 21 szem), mindkét
képalkoto eljarassal. A drusenek elemzése a harom elemzett zona vonatkozasaban a nemzetkdzi
klasszifikacio szerint zajlott Gigy, hogy minden egyes drusen tipus és méret szerint megjelolésre
kertilt - az Optos V2, DX elemzd szoftver alkalmazasaval. Részletes elemzésre keriiltek tovabba a
retindlis pigment epitél (RPE), a CNV ¢és GA tipust elvaltozasok az utdbbi kettd méretének
megadasaval. Ezen vizsgalati eljaras megfelelt a "Reykjavik Eye Study"-nak; az alap, majd
kovetéses vizsgalataiban alkalmazott protokollnak annak érdekében, hogy a késdbbiekben
Osszehasonlitd vizsgalatokat is lehessen végezni [201], [202].

A képelemzd onmagahoz és mas képelemzohoz viszonyitott egyezésének megitélése
érdekében k-statisztikat végeztiink [203]. A k-statisztikai analizis eredményeit az alabbiak szerint
interpretaltuk: k<O, ,.gyenge egyezés”; k-érték: 0-0,2 ,csekély egyezés”; 0,21-0,40 ,korrekt
egyezés”; 0,41-0,60 ,,meglehetés egyezés”; 0,61-0,8 ,jelentds egyezés”; és k>0,81, ,,majdnem
tokéletes egyezés” [203]. A statisztikai analizisek a Stata 9.0 (STATA Data analysis and Statistical
Software, TX, USA) segitségével torténtek.

4 EREDMENYEK

4.1 Konnyenzimek tanulmanyozasa a szaruhartya sebgyégyulasi folyamataiban

41.1 Allatmodell alkalmazisa a haze hatismechanizmusinak megismerésére,
indukalasara és gatlasara; a vemhesség, mint rizikofaktor.

A szemészeti készitmények vizsgalataihoz altalanosan alkalmazott kisérleti allat a nyul. A
szaruhartya komplikalt sebgyodgyulédsi folyamatainak a tanulmanyozasara ezidaig nem ajanlott
specialis modellt az irodalom. Vemhesség alatt ismert a plazminogén aktivator inhibitorok plazma
a refraktiv 1ézersebészeti beavatkozasokat esetenként kdvetd haze tanulményozasara.

Allatkisérleteink eredményeit a 3. tablazatban osszefoglalva szemléltetjiik a konnyebb
attekinthetdség érdekében. A 3. tdblazat a PRK kezelést kovetd korai (1. hét) posztoperativ
iddszakban alkalmazott széles szubsztratspecificitasu szerin proteindz inhibitor (10.000 KIU/ml
aprotinin, Gordox) és az uPA (50 IU/ml uPA, Ukidan) kezelés eredményességét szemlélteti,
vemhes és nem vemhes allatok csoportbontasdban a késéi (1., 3., és 6. posztoperativ hdnapokban)

haze kialakulasanak és stadiumainak fiiggvényében [187].
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Haze (Hanna)

Csoport Vembhesség Szem (db) Konnyminta 1hé 3 hé 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 - - - -
UuPA nem kezelt kontroll - 14 - - - -
(ellenoldali szem)
UuPA 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 vonatkozasaban. Az elsé posztoperativ hét terapidja,

Roviditések jelentése: Aprotinin kezelés+: a human 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 IU/ml uPA-t
is tartalmazott. uPA nem kezelt: iumdn protokoll szerint [190].

Az éllatok human protokoll szerint tortént kezelése esetében a konnymintaik uPA aktivitas
értékeinek valtozdsa megfelelt, a human koénnymintakban kordbban megfigyelt uPA aktivitas
értékek valtozasainak [60] a korai posztoperativ idoszakban. Részletezve, az alabbi valtozasokat
detektaltuk: uPA aktivitas szignifikans csokkenése az elsd posztoperativ napon, szignifikdnsan
emelkedés a 2. posztoperativ napon, preoperativ szintre torténd visszaesés a 3.-4. posztoperativ
napokra, melyet kdvetéen szignifikans valtozas mar nem volt kimutathat6 (11. abra).

Szerin proteinaz inhibitor (aprotinin) alkalmazasa az els6 posztoperativ héten alkalmasnak
bizonyult az allatok konnyében mért uPA aktivitas értékeinek visszaszoritasara. Az aprotininnal
kezelt allatszemek esetében - minden egyes esetben - haze kialakulasa volt megfigyelhet6 a kés6i
posztoperativ id6szakban (11. abra).

Vembhes allat esetében az aprotinin kezeléshez hasonlé alacsony uPA aktivitasi érték volt

kimutathat6 a konnyfilmben (11. abra).
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412

sejtrétegekben mért uPA expresszidt szemlélteti a 12. abra 2. dra, 4. 6ra és 24. ora elteltével; 4
szem szaruhartyajabol mind a kontroll, mind pedig az inhibitorral kezelt allatok esetében. A
kontroll allatok (human protokoll szerinti, antibiotikum tartalmi szemcseppel torténd kezelés)
szaruhartyajaban mért uPA mRNS relativ mennyisége alacsony volt 2 6raval a mutét utan (n=4),

azonban jelentds mértékii szintemelkedést figyeltiink meg a miitétet kovetd 4. (n=4) és 24. 6raban

3 = = ezt by ey N ===

At FY 4 A T T e a sl L L L L L oyt I ey

- -

Se

uPA aktivitas (IU/ml)

o1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23

Eltelt id6 (nap)
11. dabra Az uPA aktivitas idobeli valtozasa PRK miitétet kévetoen nyulak konnymintaiban.
Szaggatott zold vonal: aprotonin kezelés +, nem vemhes allat; Vékony kék folytonos vonal: aprotinin kezelés

-, nem vembhes allat; Vastag folytonos piros vonal: aprotinin kezelés -, vemhes allat; Pontozott fekete vonal:
kontroll szem, nem operalt [190].

Az aprotinin hatasmechanizmusanak tanulmanyozasa allatmodellben, urokinazt

gatlo hatasa a nyul szaruhartya sejtjeire refraktiv 1ézerkezelést kovetoen

A PRK kezelés soran 7 mm atmérdjii Hoffer trepan alkalmazasaval eltavolitott epitelidlis

(n=4) (12. abra).
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12. dbra Az uPA mRNS relativ mennyisége nyul szaruhdrtydban a sebgydgyuldsi iddszakban, a kvantitativ RT-PCR
analizis alapjan (7 mm Hoffer trepdn haszndlatakor) [193].
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Az uPA expresszi6 valtozasa eltéré volt abban az esetben, amennyiben moddositottuk az
alkalmazott trepan méretét. Az epitelialis sejtréteg eltavolitdsdhoz hasznalt 6 mm-es atmérdju

Hoffer trepannal kapott eredményeinket szemlélteti a 13. abra.
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13. dbra Az uPA mRNS relativ mennyisége nyul szaruhartyaban a sebgyogyulasi idoszakban,
kvantitativ RT-PCR analizis alapjan (6 mm Hoffer trepan haszndlatakor) [193].

Ezen esetekben a mutét utan 2 draval (n=2) gyiijtott kontroll mintdk esetén jelentdsen
megemelkedett uPA transzkripciot lathattunk. Az uPA szint koriilbeliil 6todére csokkent miitét utan
4 oraval (n=2), és tovabb csokkent 24 o6ra (n=3) elteltével. Hasonld, nagyon alacsony transzkripcids

szintet figyelhettiink meg 72 6ra mulva is (n=3) [188].

A masodik kisérleti csoportban (6 mm trepan) lefagyasztott szaruhartya darabokat in situ
zimografidnak vetettiilk ald azért, hogy a sebgyogyulds alatti uPA kifejezddés helyét
tanulmanyozzuk és meghatarozzuk a kialakult uPA aktivitas mértékét. Mikdzben plazminogén-
fliggetlen lizist nem tudtunk megfigyelni, a plazminogén-fiiggd kazeinolizis a hamhidnyos
szaruhartya teriiletére korlatozddott, és sokkal hangsulyosabban jelent meg a vandorld epitélium
eliilsd szegélyén.

A szaruhartya-mintdk uPA aktivitasanak megallapitdsdhoz a lizis zonak teljes képanalizisét
hajtottuk végre. Itt ismét egy jelentds csokkenést figyeltiink meg az aprotininnel kezelt mintak

esetében (14. abra).
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Azt, hogy a kazein hidrolizise az uPA vagy a tPA aktivitdsa miatt valosult meg egyrészt
uPA specifikus amilorid inhibitor hozzaadasaval [204], valamint uPA és tPA elleni, gatld hatasa
poliklonalis antitestek alkalmazasaval bizonyitottuk [40]. 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. Poliklonalis anti-tPA antitestet alkalmazva gatlast

nem tudtunk kimutatni [188].
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14. dbra Az uPA aktivitas mértéke a szaruhdartya mintakban (6 mm-es trepant haszndlva) in situ
zimogrdfias képelemzést kovetden [188].

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

Munkank sorén a plazminogén aktivator inhibitor (PAI-1 és PAI-2) szintek valtozasait
vizsgaltuk a human konnyben fotorefraktiv lézerkezeléseket (PRK, LASIK) kovetden. A
preoperativ refrakcios hiba PRK és LASIK kezelésen atesett betegeink esetében kétmintés t-
probaval vizsgalva nem mutatott szignifikans kiilonbséget (p=0,152). Azon esetekben, ahol
mindkét szem 1ézerkezelésére sor keriilt, és a konnymintavétel kivitelezhetd volt, a két szem
kozotti refrakcids hiba kiilonbsége 1,2+1,4 D-nak adodott. F-probaval, azon csoportok kozott
ahol mindkét szemen, illetve egy szemen tortént lézerkezelés a refrakcios hibdk

vonatkozasaban, szignifikdns kiilonbség nem volt kimutathat6 (p=0,17).

Vizsgalataink soran a human konny PAI tartalma kizarélag PAI-2—nek bizonyult. A
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PRK kezelés eldtt, és a korai posztoperativ idészakban gytjtdtt 61 konnyminta ELISA
modszerrel mért PAI-1 értékei minden esetben a detektalhatosagi hatar alatt maradtak. Ezen
ismeret birtokdban a LASIK kezelésen atesett pacienseink konnymintaibol nem tortént PAI-1
meghatdrozas. A PRK kezelések el6tt és utan a human konny ELISA-val mért PAI-2
atlagértékeit a 4. tablazat foglalja 6ssze [190].

Atlag SD Maximum Minimum Esetszam
Miitét elétt 19,8 23,4 113,5 0,0 41
Miitét utan 112,7 60,5 238,2 8,2 42
3. posztoperativ| 4, 4 19,5 79,9 0,0 44
nap
5. posztoperativ 155 20,4 78.8 0,0 19
nap

4. tablazat A PAI-2 dtlagértékei (ng/ml) PRK beavatkozdsok esetében [193].

A PAI-2 ELISA-val torténé meghatarozasokat 146 PRK, és 35 LASIK kezelésen atesett
paciens konnymintain végeztiik el. A 4. tablazat mutatja az atlag PAI-2 értékeket a PRK
csoporton beliil 4 mérési idészakban, mig a 5. tablazat ugyanezt dbrazolja a LASIK csoport

esetében 3 mérési idészakban. A 15. abra mindkét csoport atlag PAI-2 szintjeit abrazolja.

Atlag SD Maximum Minimum Esetszam
Miitét elott 19,0 33,1 102,1 0,0 12
Miitét utan 111,5 69,2 237,6 27,7 12
1. poszt- 15,7 18,8 59,6 0,0 11
operativ nap

5. tablazat A PAI-2 atlagértékei (ng/ml) LASIK beavatkozasok esetében [193].
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15. dabra A PAI-2 szintjének idébeli alakulasa PRK és LASIK kezelésen atesett paciensek kénnymindiban
[190].

Vizsgalataink soran a konnymintdk PAI-2 értékeiben nem talaltunk szignifikans
kiilonbséget a két mitéti tipus (PRK, LASIK) vonatkozdsdban. Az egyénre vonatkoztatott
kiilonbségek vizsgalata soran azonban a mutétet kozvetleniil megeldzden €s azt kovetden mért
PAI-2 értékek szignifikansan eltértek (p<0,001) mindkét tipusti beavatkozads esetében.
Statisztikailag szignifikans kiilonbséget nem sikeriilt azonban kimutatnunk semmilyen egyéb
kombinacioés vizsgalat soran az 1., 3., és 5. posztoperativ napok 0Osszehasonlitasa
vonatkozasaban (p>0,10).

A posztoperativ kovetési idoszakban (3 honap), PRK (46 szem) kezeléseket kovetden a
szaruhartya sebgyogyuldsi folyamatai komplikacid nélkiil zajlottak 40 szemen (tiszta
szaruhartya), egy esetben alakult ki haze (Hanna, 2. stddium). Tovabbi 6t esetben a szaruhartya
igen enyhe opéalosodasat detektaltuk. Ezen esetek koziil egy péciensiink konnyében mértiink
emelkedett PAI-2 szintet a kezelést megelézéen (2 SD értéket meghalado), és egy esetben volt
hasonléan emelkedett a mért érték a miitét utan kozvetleniil. A 3. és 5. posztoperativ napokon
ezen esetekben a mért PAI-2 szint a kdnnyben 1 SD értéken beliil maradt. A komplikacioé nélkiil
zajlo (tiszta szaruhartya) sebgyogyuldsi folyamatok esetében a PRK kezelés eldtt és utan
kozvetleniil mért PAI-2 szintek 2 SD értéken beliil maradtak. A harmadik posztoperativ napon
harom, az 6tddiken egy szem vonatkozasdban mértiink 2 SD értéket meghalado konny PAI-2

szintet. Hasonl6 eloszlast (2 SD érték alatti) 146 mérés vonatkozasaban figyeltilk meg.
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LASIK kezelést kovetden haze tanulmanyunkban nem volt megfigyelhetd. A konnyben
egy esetben mértiik 2 SD értéket meghaladd PAI-2 szintet preoperative, valamint az els6

posztoperativ napon, statisztikai relevancia nélkiil.

4.1.3.1 Plazminogén — aktivator és inhibitor, valamint hormonszint vizsgalatok terhesség soran

Varandos paciensek kénnymintdiban mért PAI-2 szintek

Varandos pacienseink konny PAI-2 atlagértékei nem mutattak szignifikans kiilonbséget
az altalunk vizsgalt terhességi idészakokban (16. abra). Kontroll csoportunk PAI-2 atlagértékei
26,7 ng/ml (korabbi tanulmanybo6l szarmazo6 adat), és jelen tanulmanyunk mérési eredményei

(16. abra) kozott szignifikans eltérés nem volt kimutathato [205].
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16. dbra A PAI-2 atlagértékeinek valtozasa a kénnymintakban a terhességi ido fiiggvényében.
A fiiggdleges oszlopok hibasavjai mutatjak az atlag PAI-2 koncentrdcio atlagtol valo eltérését
(SD). A vizszintes hibasdvok mutatjdk a terhességi hetek atlagtol valo eltérését [205].

Varandos pdciensek vérmintakban mért PAI-2 szintek

Viarandos pacienseink vérmintaiban a PAI-2 atlagérték a 10,7 hét és a sziilést kovetd hét
(41. hét) osszehasonlitasaban statisztikailag szignifikans kiilonbséget nem mutatott. A PAI-2
vérszintjeit azonban a varandossag elérehaladtaval hatarozott, és folyamatos emelkedés
jellemezte a vizsgalati idépontokban: 16,1 tovabba 24,2 és 34,9 hetek, és ezen értékek
vonatkozasaban szignifikans eltérés volt kimutathato a 10,7 és a 41. héten mért PAI-2

atlagértékekhez képest (17. abra).
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17. abra A PAI-2 atlagértékeinek valtozasa a vérmintakban a terhességi ido fiiggvényében.

PAI-2 vér (ng/ml)

A fiiggdleges oszlopok hibasavjai mutatjak az atlag PAI-2 koncentracio atlagtol valo eltérését
(SD). A vizszintes hibasdvok a terhességi hetek datlagtol valo eltérését szemléltetik [205].

A kiilonboz6 egyénekbdl szarmazo konnymintak PAI-2 szintjének varianciaja 4,95x
volt nagyobb, mint az egy adott egyén 6t kiilonbz6 gesztacios periodusaban mért PAI-2 szintek
varianciaja. gy a variancia statisztikailag szignifikins (p<0,01) kiilsnbséget mutatott a

kiilonboz6 egyénekben.

Ezzel parhuzamosan, a kiilonb6zé egyénekbdl szarmazd vérmintak PAI-2 szintjének
variancidja csak 1,06x volt nagyobb, mint az egy adott egyén 6t kiilonboz6 gesztacios
periddusaban mért PAI-2 szintek variancidja. Igy a variancia statisztikailag szignifikans

kiilonbséget nem mutatott a kiilonb6z6 egyénekben (p=0,41).

A terhességi idOszakok mérési eltéréseit figyelembe véve és az Ot terhességi
periodusban mért mérési kiilonbségeket vizsgalva (eltérési hanyados=1,66) a konny PAI-2
szintje nem mutatott statisztikailag szignifikans kiilonbséget (p=0,30) a kiilonb6z6 terhességi
idészakokban. A vérben mért PAI-2 esetében az eltérési hanyados 1493,43 volt, mely
statisztikailag szignifikans kiilonbség (p<0,001) a kiilonboz6 terhességi idészakokban végzett
mérések kozott.

A terhességi kor eldrehaladtaval a vérben mért PAI-2 szint szignifikdnsan magasabb
volt, mint a kdnnyben mért atlag érték. A konnyben és a vérben mért értékek azonban nem
mutattak korrelaciot.

A konnyben mért PAI-1 szintek (20 varandoés, 12 nem varandos nd), az ELISA modszer
detektalhatdsagi hatara (4 ng/ml) alatt maradtak a terhességi id6szak vizsgalt id6pontjaiban, a

sziilést kdvetden, valamint a kontrollok alkalmaval is. Vizsgald modszeriink érzékenységi
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korlatai miatt a PAI-1 szintek valtozasait a terhesség alatt nem tudtuk igazolni a vizsgat
konnymintainkban [206].

A vérben mért PAI-1 atlagértékei a 11. héten 85,8429 ng/ml; a 16. héten 90,5+32,2
ng/ml; és a 24. terhességi héten 125,9426,1 ng/ml volt.

Varandos paciensek dsztradiol és progeszteron szintjei a konnyben és a vérben

Varandos pacienseink vérmintainak osztradiol és progeszteron szintjeinek atlagértékeit

a 18. és 19. abra szemlélteti. Az abrakon szemléletesen jelenik meg a hormonszintek meredek

emelkedése a terhességi kor elérehaladtaval, melyek a vérben mért PAI-2 értékekkel is
korrelalnak. A konny PAI-2 értékei esetében ilyen korrelacié nem volt kimutathato.

30 -

Osztradiol (ng/ml)
o (4] o ()]

[6)]
|

1
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Terhességi ido (hetek)

18. dbra Az osztradiol szint valtozasa a vérben a terhességi ido fiiggvényében. A fiiggoleges
oszlopok hibasavjai mutatjak az atlag PAI-2 koncentrdcio atlagtol valo eltérését (SD). A
vizszintes hibasavok a terhességi hetek atlagtol valo eltérését szemléltetik [205]

450 +
400 -
350 -
300 -
250 -
200 -

150 -

100 -

50 TG S

0 T T T

0 5 10 15 20 25 30 35 40 45

Terhességi ido (hetek)

Progeszteron (ng/ml)

19. dbra A progeszteron szint valtozasa a vérben a terhességi idd fiiggvényében. A
fiiggbleges oszlopok hibasavjai mutatjak az atlag PAI-2 koncentracio datlagtol valo eltérését
(SD). A vizszintes hibasavok a terhességi hetek atlagtol valo eltérését szemléltetik [205].
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UPA szintek a varandossag idején kénnymintdkban

Jelen tanulmanyunk konnymintai a kontroll ,nem varandés csoport”
vonatkozasaban két vizsgalati anyagbol szarmaztak, egyrészt 10 korabbi mérési eredményiink,
masrészt 8 a jelen tanulmany olyan vizsgalati alanya, akik mar a varandossagukat megeléz6en
bevonasra keriiltek. Annak érdekében, hogy mindkét csoport eredményeit felhasznalhassuk, t-
teszteket végeztiink mintainkon, hogy a statisztikai szignifikancidkat megvizsgaljuk.
Szignifikans kiilonbség nem volt kimutathato sem a mintak uPA értékeinek (p = 0,63), sem a
résztvevok életkoranak (p = 0,26) vonatkozasaban. A Mann-Whitney U tesztek sem mutattak
statisztikailag szignifikans kiilonbséget jelen és az el6z6 tanulmanyunk median értékeitdl (p>
0,99). A median teszt sem mutatott szignifikans kiilonbséget a két csoport UPA értékeiben (p =
0,64). Ezek alapjan mindkét csoport egységes alapul szolgalt tovabbi elemzéseinkhez.

A konnymintakban mért bimodalis uPA eloszlas miatt eredményeinket két csoportra
osztottuk: nem nulla és nulla - uPA értékek a harom gesztacios kategoriaban, melyet a 6.

tablazat tartalmaz részletesen.

Nem 9-12 14 - 23 25 -39 Sziilést kovetd
varandoés terhességi  terhességi hét  terhességi 1 hét
paciens hét hét
Atlag ,,nem-nulla” uPA 0,325 0,243 0,309 0,348 0,339
SD ,,nem-nulla” uPA 0,184 0,129 0,180 0,228 0,217
Maximum 0,785 0,504 0,780 0,809 0,831
,»hem nulla” uPA
Minimum 0,050 0,005 0,076 0,046 0,191
whem-nulla” uPA
Résztvetok szama 18 16 25 13 10
(,,mem-nulla” UPA)
Résztvevok szama 0 3 5 11 0
(,,nulla” UPA)

6. tablazat A kénnymintakban mért uPA eloszlas a varrandosdagot megelézéen és annak lefolydsa soran.

A tablazatban ismertetett kategériak szerint Mann-Whitney U tesztekkel vizsgaltuk a
résztvevok életkor szerinti megoszlasat, mely nem mutatott statisztikailag szignifikans kiilonbséget a
,nem nulla uPA” és a ,,nulla UPA” csoportok kozott a harom gesztacios kategoriaban: p = 0,96, 0,56
¢s 0,95. A ,,nem nulla uPA” csoportban végzett normal eloszlast vizsgalo statisztikai elemzések az
egyes terhességi kategoriakban normalis eloszlast igazolak: mindegyik R2> 0,61, mely megfelel a
normal eloszlas linearis illeszkedésének.

Az atlag ,,nem nulla uPA”-szint gyakorlatilag a teherbeesést megel6z6 idészaktol végig

kovetve a varandossagot egészen a sziiletésig valtozatlan maradt. A nulla uPA-érték azonban a
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terhességi kor elérehaladtaval emelkedett, de mind a terhessét megel6z6en, mind azt kovetéen nulla

UPA értékek voltak mérhetbek.

4.1.4 A rekombinans plazminogén aktivator inhibitor-2 alkalmazasa a
szaruhartyafekélyek gyogyitasaban, allatmodellben

Rekombindans PAI-2 fuzios fehérje eloallitasa és aktivitasanak vizsgalata

A rekombinans fehérje elGallitasanak részleteit az ,,3.2.1 fejezetben” fejezetben
részletesen ismertettiik. A MBP-Histag PAI-2 fazios fehérje jelenlétét anti-PAI-2 antitest
felhasznalasaval elkészitett immunoblottal bizonyitottuk, melynek eredményét mutatja be a 20.
abra [207]. Jol 1athat6 a megfelelé molekulatomegii fehérje jelenléte. A tisztitott fuzids fehérjét

az aktivitas ellenOrzése utan alkalmaztuk allatkisérletekben.

95kDa —> e 89 kDa
rekombinans PAI-2

72kDa —p»

60 kDa —>

45kDa —>

30kDa —>

20. abra A His-taget és MBP-t tartalmazo rekombindns PAI-2 fehérje
expresszidjanak bizonyitdsa anti-PAl-2 antitest segitségével végzett
immunoblottal [207].

Rekombinans PAI-2 fehérje alkalmazhatosaga szaruhartyafekélyek gyogyitasaban,
dllatmodellben

Allatmodelliinkben az alkalmazott kezelési sémak kapcsan kialakult haze stadiumait az 5.
és 6. tablazat szemlélteti.

Az ,,A” csoport kezelési sémdjat alkalmazva, a NaOH okozta sériilést kovetden
kialakuld haze vonatkozéasban nem taldltunk szignifikans kiilonbséget a kontroll (Ciloxan
szemcsepp) ¢és kezelt (Ciloxan, EDTA, cisztein és aprotinin kombinalt szemcsepp) éallatok
kozott egyik posztoperativ kontroll napon sem (21. 4abra). Mindkét kezelési séma
vonatkozasaban az elsé nap stddiumahoz képest viszonyitott haze képzddés szignifikansan

csokkent a kovetés minden egyes kontroll napjan (7. tablazat).
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_f:ontg?tl,! Kezelt csoport® *
(CiIcF))xan) (Ciloxan+EDTA+cisztein+aprotinin) P
1. nap 3,33+0,49 3,33+0,33 1,00
3. nap 2,67+0,62 2,50+0,23 0,286
p** 0,025 0,004
5. hap 2,17+0,31 2,00+0,37 0,822
p** 0,013 0,002
7. nap 1,83+0,40 1,83+0,40 0,771
p** 0,001 0,001
9. nap 2,00+0,58 1,67+£0,33 0,930
p** 0,025 <0,001
11. nap 1,83+0,54 1,17+0,17 0,638
p** 0,017 <0,001

7. tablazat Sulyossagi pontok a haze kialakulasaban a kontroll, illetve a kezelt csoportban (A csoport).

Magyardzat:  Atlag + standard hiba, *Student-féle t-teszt (kontroll vs. kezelt csoport), **Student-féle ¢-teszt (1. nappal Gsszehasonlitva)

[Forras: sajat készitésii tablazat].

Corneadlis haze osztalyozasa

0.0

A csoport

[ Kezelt szem
[ Kontroll szem

1. nap

3. nap

5. nap

7. nap

9. nap 11. nap

21. abra Haze sulyossaga az ,,A” csoportban (Kezelt szem: Ciloxan+EDTA+cisztein+aprotinin kezelés, Kontroll
szem. Ciloxan kezelés). [Forras: sajat készitésii abra]

A ,,B” csoport kezelési protokolljat alkalmazva a haze stlyossaga a kontroll (Ciloxan
szemcsepp) csoportban jelentdsebb volt, mint a Ciloxan és rekombinidns PAI-2 fehérjével

lokalisan kezelt szemek esetében. A haze stlyossaga statisztikailag (Student-féle t-teszt)
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szignifikansan kiilonbozott a kezelést kovetden az elsé (p=0,042) és a 11. posztoperativ
napokon (p=0,042) (22. abra). A kialakult haze mértéke szignifikansan csokkent az els6
posztoperativ naphoz viszonyitva a sériilést koveté napokban mind a kontroll, mind a kezelt

szemek vonatkozasaban (8. tablazat).

Kontrollcsoport® Kezelt csoport® p*
(Ciloxan) (Ciloxan+PAl-2)

1. nap 3,83+0,17 3,00+0,26 0,042

3. nap 3,00+0,26 2,00+0,37 0,076
p* 0,004 0,012

5. hap 2,17+0,17 1,67+0,21 0,076
p** <0,001 0,002

7. nap 1,83+0,17 1,50+0,34 0,363
p** 0,031 0,001

9. nap 1,83+0,17 1,17+0,40 0,102
p** 0,031 0,002

11. nap 1,83+0,17 1,00£0,37 0,042
P> 0,031 <0,001

8. tabldzat Sitlyossdgi pontok a haze kialakuldsdban a kontroll, illetve a kezelt csoportban (B csoport). Magyardzat: 1 Atlag+standard
hiba, *Student-féle r-teszt (kontroll vs. kezelt csoport), **Student-féle t-teszt (1. nappal osszehasonlitva)

[Forras: sajat készitésii tablazat].

4.0

3.5 - B csoport

= Kontroll szem
3.0 < 1 Kezelt szem

Cornealis haze osztalyozasa

0.0

1. nap 3. nap 5. nap 7. nap 9. nap 11. nap

22. dbra Haze sulyossdga a ,,B” csoportban (Kezelt szem: Ciloxan + PAI-2 kezelés; Kontroll
szem: Ciloxan kezelés) [Forras: sajat készitésii abra].
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Az "A" és "B" csoport kezelt szemeinek vonatkozasaban a haze stadiumait alapul véve,
minden egyes kontroll napon tisztabb szaruhartydkat taladltunk a Ciloxan és PAI-2 lokalis
szemcsepp kezelés esetén, szemben a Ciloxan/EDTA/cisztein/aprotinin szemcsepp kombinalt
kezelésével. Statisztikailag szignifikans kiilonbség a haze vonatkozasban nem volt kimutathato
az "A" és a "B" kontrollcsoportjainak 0sszehasonlitasakor.

Egyetlen kivételtdl eltekintve teljes reepitelizaciot figyeltiink meg a kezelést koveto 3.
napon beliil, mindkét kisérleti modell csoportban ("A" és "B" csoportok). Az egyetlen kivétel
egy kontroll szem volt, ahol az epitél teljes regeneracioja az 5. napra kovetkezett be. A kisérleti
periddus alatt egyetlen esetben sem alakult ki szaruhartyafekély, vagy perzisztalo epitelialis

defektus.

4.2 Diabéteszes retinopatia sziirése kapcsan elért eredményeink

4.2.1 Fehérjekoncentracio mintazat analizise II-es tipusi cukorbetegek
konnymintaiban

A konny proteomban bekovetkezd valtozasok megismerése érdekében 119 ll-es tipust
diabéteszes paciensiink 150 kénnymintajat vizsgaltuk a diabéteszes retinopatia (DR) stlyossaga
szerinti csoportbontasban, az alabbiak szerint: nincs-DR (50 konnyminta); nem-proliferativ DR
(50 konnyminta); proliferativ DR (50 konnyminta) all fenn. Kontrollként 26 egészséges
onkéntes konnymintait analizaltuk "poolozva" (egy konnymintaként).

A konnymintak Osszfehérje koncentracidja sulyosabb DR esetén (nem proliferativ - és
proliferativ DR) alacsonyabb (23. abra). Egyénre vonatkoztatva a konnyfehérje koncentraciok
jelentdsen eltérnek a DR csoporton beliil, azonban a normal és proliferativ, valamint a normal
¢€s a nem proliferativ csoportok kozott szingnifikans kiillonbség mutathato ki (p<0,05).

157

.

Teljes protein koncentracié (mg/ml)

0 T T T
H N NP P

Jelmagyarazat: H: egészséges kontrollcsoport, N: normal csoport, NP: nem proliferativ csoport, P: proliferativ csoport.

A **9<0,05 értéket jelez. [139]
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4.2.1.1 Konnyfehérjék azonositasa

Tomegspektrometrids analizis soran a konny mintadkban levd fehérjék azonositasara
ProteinPilot 2.0.1 verzidju szoftverbe implementalt ProGroup algoritmust hasznaltuk. A
legalabb 95%-0s megbizhatdsaggal azonosithatd fehérjéket alapul véve, igy Osszesen 53

fehérjét tudtunk azonositani, melybdl 50-et tobb mint 99%-o0s megbizhatosaggal (9. tablazat).

Protein angol neve Protein Uniprot Kor?fi-
azonositoja kod dencia%
1 Actin ACTG_HUMAN P63261 99
2 Alcohol dehydrogenase 6 ADH6_HUMAN P28332 96
3 Alpha-1-acid glycoprotein 1 AlAG1_HUMAN P02763 99
4 ANKRD26-like family C member 1B POTEF_HUMAN  A5A3EOQ 99
5 Bactericidal/permeability-increasing protein-like 1 BPIL1_HUMAN Q8N4F0 99
6 Beta-2-microglobulin B2MG_HUMAN P61769 99
7 Clusterin CLUS_HUMAN P10909 99
8 Collagen alpha-1(XXV) chain COPA1 HUMAN  Q9BXS0 99
9 Const.itutive coactivator of PPAR-gamma-like F120A HUMAN QINZB2 99
protein 1 -
10 C-type lectin domain family 4 member F CLC4F_HUMAN  Q8N1NO 99
11 Cystatin-C CYTC_HUMAN P01034 99
12 Cystatin-S CYTS_HUMAN P01036 99
13 Cystatin-SA CYTT_HUMAN P09228 99
14 Cystatin-SN CYTN_HUMAN P01037 99
. . . . Q9UGM
15 Deleted in malignant brain tumors 1 protein DMBT1_HUMAN 3 99
16 Extracellular glycoprotein lacritin LACRT_HUMAN Q9GzZzZ8 99
17 Haptoglobin HPT_HUMAN P00738 99
18 g alpha-1 chain C region IGHAL HUMAN P01876 99
19 Ig alpha-2 chain C region IGHA2_HUMAN P01877 99
20 Ig gamma-1 chain C region IGHG1_HUMAN P01857 99
21 g heavy chain V-1l region HV305 HUMAN P01766 99
22 1g kappa chain C region IGKC_HUMAN P01834 99
23 Ig kappa chain V-1 region KV313_ HUMAN P18136 99
24 1g kappa chain V-1V region KV403_HUMAN P06313 99
25 lg lambda chain C regions LAC_HUMAN P01842 99
26 lg lambda chain V-1V region Hil LV403_HUMAN P01717 99
27 1g mu chain C region IGHM_HUMAN P01871 99
28 Immunoglobulin J chain IG]_HUMAN P01591 99
29 Immunoglobulin A-like polypeptide 1 IGLL1_HUMAN P15814 99
30 Lactotransferrin TRFL_HUMAN P02788 99
31 Lipocalin-1 LCN1_HUMAN P31025 99
32 Lysozyme C LYSC_HUMAN P61626 99
33 Mammaglobin-B SG2A1_HUMAN 075556 99
34 Neutrophil defensin 1 DEF1_HUMAN P59665 99
35 Neutrophil gelatinase-associated lipocalin NGAL_HUMAN P80188 99
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Protein angol neve Protein Uniprot Kor_1fi-
azonositoja kod dencia%
36  Polymeric immunoglobulin receptor PIGR_HUMAN P01833 99
37  Prolactin-inducible protein PIP_HUMAN P12273 99
38 Proline-rich protein 1 PRP1_HUMAN P04280 99
39  Proline-rich protein 4 PRB4_HUMAN P10163 99
40 Protein bassoon BSN_HUMAN QI9UPAS5 99
41 Protein S100-A7 S10A7_HUMAN P31151 99
42 Protein S100-A9 S10A9_HUMAN P06702 99
43 Putative lipocalin 1-like protein 1 LC1L1_HUMAN  Q5VSP4 99
44  Receptor-type tyrosine-protein phosphatase gamma  PTPRG_HUMAN P23470 96
45 Retinol dehydrogenase 14 RDH14 HUMAN  Q9HBH5 99
46 Secretoglobin family 1D member 1 SG1D1_HUMAN 095968 99
47  Serum albumin ALBU_HUMAN P02768 99
48 Sodium-dependent phosphate transporter 2 S20A2_HUMAN Q08357 98
49 Transcobalamin-1 TCO1_HUMAN P20061 99
50 Uncharacterized protein C100rf71 CJ071_HUMAN Q711Q0 99
51 Uncharacterized protein UNQ773/PRO1567 ZG16B HUMAN  Q96DA0 99
52 Vacuolar protein sorting-associated protein 13C VP13C_HUMAN  Q709C8 98
53 Zinc-alpha-2-glycoprotein ZA2G_HUMAN P25311 99

9. tablazat A kénnyben t6bb mint 95%-os megbizhatosaggal azonositott fehérjék, névszerint listazva a SwissProt/Uniprot fehérje nevekkel
és az azonositas soran kapott megbizhatosagi szazalékkal (Konfidencia %). Félkovér betiivel kiemelve a konnyben korabban még nem
azonositott fehérjék [139].

Az Ig « (kappa)-lanc V-III régio esetében szamos szekvenciat azonositottunk, mint
példaul HIC (P18136), NG9 (P01621), POM (P01624) és VH (P04434), de csak egyikiiket
jegyeztiik fel a 7. tdblazatban, mint reprezentativ fehérje. Hasonloan jartunk el az Ig k-lanc V-
IV régidjaban, ahol a B17 (P06314) és JI (P06313) szekvenciakat azonositottuk [12], [13],
[208].

A tomegspektrometrias mérések adatait ProteinPilot 2.0.1 szoftver segitségével
kvantitativ szempontbdl is elemeztiik. Azokat a fehérjéket vettiik alapul a mennyiségi
meghatarozashoz, amelyek megbizhatosaga (konfidencia %) legalabb 99%-0s volt. Az 53
azonositott fehérjébdl 47-et kvantifikaltunk. Az adatokat statisztikai analizisnek vetettiik ala;
kiszamitottuk az atlagértékeket, és Mann-Whitney U-tesztet hasznaltunk a csoportok kozotti
szignifikans kiilonbségek megéllapitdsdra. Néhany fehérje relativ mennyisége szignifikdnsan
magasabb volt proliferativ DR esetén, a nem proliferativ DR-hez viszonyitva. Cukorbeteg
pacienseink konnymintaiban tobb mint 10%-ban 15 "jellemzd" fehérje jelent meg, az altalunk
azonositott 53 fehérje koziil, melyek relativ mennyisége a betegség progressziojaval emelkedett

(24. abra és 10. tablazat).
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24. abra A 15 leggyakrabban eldfordulo fehérje és azok csoporton beliili megoszlasa a diabéteszes retinopatia
vonatozasaban. Minden olyan fehérje atlagéréke, amely a kiilonbozé csoportok mintdinak tobb mint 10%-dban
jelen volt. [139]

Protein azonosito N vs NP NP vs P N vs P
CYTS_HUMAN 0,01 0,637 0,009
LACRT_HUMAN 0,385 0,01 <0,001
IGHA1_HUMAN 0,854 0,168 0,115
LAC_HUMAN 0,831 0,009 0,036
TRFL_HUMAN 0,082 0,01 <0,001
LCN1 HUMAN 0,076 0,003 <0,001
LYSC_HUMAN 0,334 0,016 0,001
SG2A1_HUMAN 0,559 0,021 0,007
PIGR_HUMAN 0,481 0,79 0,568
PIP_HUMAN 0,508 0,089 0,066
PRP1_HUMAN 0,487 0,7 0,874
PRB4_HUMAN 0,159 0,51 0,041
SG1D1_HUMAN 0,013 0,008 <0,001
ALBU_HUMAN 0,068 0,465 0,251
ZA2G_HUMAN 0,083 0,808 0,107

10. tablazat A 15 leggyakrabban eldfordulo fehérje és azok csoporton beliili megoszlasa a diabéteszes retinopdtia vonatkozasaban. A
tablazatban a normdl és nem proliferativ (N vs NP), a nem proliferativ és proliferativ (NP vs P), illetve a normals és proliferativ (N vs P)
csoportok dsszehasonlitasaval kapott p értékeket tiintettiik fel. Kiemelve szerepelnek a szignifikdansan eltérd értékek, ahol p<0,05 [139].
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Proliferativ DR esetén a lizozim C, mammaglobin B ¢és lipofilin A relativ szintjei

szignifikansan magasabbak voltak a nem proliferativ DR, valamint a normal csoportokhoz

viszonyitva. A PRB4 fehérje esetében szignifikdns ndvekedés csak a normal és proliferativ

csoportok kozott volt kimutathatd, mig a lipofilin A esetében a kiilonbség minden csoportban

szignifikansnak bizonyult. A cisztatin S szint szignifikdnsan megemelkedett a nem proliferativ

DR csoportban a normal csoporthoz képest, valamint szignifikans csokkenés volt kimutathatd

a nem proliferativ - és proliferativ DR csoportok kozott.

Tekintettel arra, hogy a konny teljes fehérje tartalma proliferativ DR esetén

szignifikansan csokken, valamint a laktoferrin és lizozim C szintek a kor elérehaladtaval

hasonl6 tendenciat mutatnak, a munkacsoportunk altal azonositott 15 fehérje koncentracidinak

novekedése potencialis biomarkernek tekintheté a DR progresszidjanak a megitélésében [209].

4.2.1.2 GenesSpring analizis

technikak

Mélyebb részletekbe hatold adatelemzésiink soran - az in. microarray hibridizacios

soran adatelemzésre alkalmazott - GeneSpring 7.3 szoftvert (Agilent

Biotechnologies) alkalmaztuk. Azokat a valtozasokat vettilk figyelembe, ahol legalabb

kétszeres valtozast tapasztaltunk a relativ fehérje mennyiségekben (25. abra).

PvsN

LCN1_HUMAN
TRFL_HUMAN

LACRT_ HUMAN

LYSC_HUMAN
LAC_HUMAN\ SG1D1_HUMAN

LCN1_HUMAN

TRFL_HUMAN

Fold change
Normalized intesity (log scale)

TRFL_HUMAN

2 LACRT_HUMAN
LCN1_HUMAN

LAC_HUMAN

Disease stale
‘nomal non-proliferative proliforat]

Y-axis: 20110307, Dotault Intorpretation
Colored by: normal
Gene List: all signif (4)

25. abra A konnyfehérjék expressziés valtozasainak analizise.

(A) A Venn diagrammon dbrdzolt fehérjék min. 2x értékre néttek meg a vizsgalt
csoportok konnymintaiban. (B) GeneSpring analizissel kapott fehérjék expresszios
mintdzata és a fehérjék novekedését (C) abrazolo diagram [139].

Jelmagyarazat: N: normal csoport, NP: nem proliferativ csoport, P: proliferativ

csoport.
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A konny lakritin tartalma, a nem proliferativ DR csoport normal csoporttal torténd
Osszevetésében felére csokkent, mig 2,5x-es novekedése volt igazolhato a proliferativ- és nem
proliferativ. DR csoport 0Osszehasonlitdsainak vonatkozasdban. Hasonldé eredményeket
figyelhettiink meg a normal és proliferativ csoportok Osszehasonlitd elemzése soran is (25.
abra). Az Ig A lanc C régidja tobb mint 3x novekedést mutatott amikor a normal és nem
proliferativ DR, valamint a nem proliferativ- és proliferativ DR csoportok 0sszehasonlitasat
végeztiik. Szignifikans kiilonbség volt kimutathat6 a laktotranszferrin és lipokalin-1 esetében a
normdl és proliferativ DR csoportok kozott, mindkét fehérje esetében tobb mint 2x-€S
novekedés (25.abra B és C részei) volt megfigyelheté. A GeneSpring analizis mellett, manualis
elemzéssel a lipofilin A és lizozim C esetében is tobb mint 2x-es valtozas volt kimutathat6 a
proliferativ DR ¢és normal csoportok Osszehasonlitasakor, valamint az Ig A lanc C régioja
esetében a proliferativ- és nem proliferativ DR csoportok dsszehasonlitasa esetében (25. abra

A része).

4.2.1.3 ROC analizis diabéteszes retinopatia potencialis biomarkereinek kutatasahoz

A ProteinPilot 2.0.1. altal generalt adatok, viszonyitott relativ konnyfehérje
mennyiségek egészéges kontrollokhoz viszonyitva. Nem szolgaltatnak informaciot azonban
annak vonatkozasaban, hogy az adott fehérje potencialis biomarkerként alkalmazhat6-e. Annak
érdekében, hogy felkutassuk a lehetséges biomarkereket ROC analizist végeztiink, ¢és
kiszamoltuk a gorbék alatti teriileteket (Area Under the Curve, AUC). Az 1-et megkozelitd
AUC ¢érték jol hasznalhatd biomarkerre utal, mig a 0,5-0s értéket kozelito adat azt jelzi, hogy a
vizsgalt elem nem megfelelé biomarker.

Elemzéseink soran referencia alapunk a normal csoport volt, tekintettel arra, hogy ezen
csoportba tartozé paciensek cukorbetegek, azonban nem mutatnak DR-ra jellemz6 szemfenéki
elvaltozasokat (non- invaziv vizsgald modszerekkel). A ROC elemzés soran a normal és
proliferativ DR, a normal és nem proliferativ DR, valamint a nem proliferativ- és proliferativ

DR csoportokat hasonlitottuk dssze (26. abra).

A ROC analizis 0,6-nal magasabb AUC értéket mutat az [g A-lanc C régioja és lipokalin-
1 esetében a normal és nem proliferativ DR csoportok dsszehasonlitasakor, valamint a lakritin,
laktotranszferrin és lipokalin-1 esetében a nem proliferativ- és proliferativ DR csoportok

Osszehasonlitasa esetén.
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A legmagasabb AUC értékeket a lipokalin-1 (AUC: 0,71) és a laktotranszferrin (AUC:
0,71) esetében kaptuk. A ROC analizis eredménye azt mutatta, hogy a normal és a proliferativ
DR csoportok kozotti kiilonbség jelentdsebb, mint barmely mas vizsgalt csoport kozti
kiilonbség. Eredményeink azt is igazoltak, hogy a csoportok kozti differencialas megbizhatobb,

amennyiben tobb biomarkert vizsgalunk.
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26. abra A lehetséges biomarkerek pontossagbecslése ROC gorbe analizissel, valamint a szenzitivitds és az 1-specificitas érték osszevetése
minden lehetséges konnyfehérje biomarkernél.

(4) ROC analizis N és P csoportok kozétt. (B) ROC analizis N és NP csoportok dsszevetésében. (C) ROC analizis NP és P csoportokra. (D)
Az egyes analizisek sordn szamolt AUC értékek, félkovérrel a 0,6-nal nagyobb értékek kiemelve.

Jelmagyardzat: N: normdl csoport, NP: nem proliferativ DR csoport, P: proliferativ DR csoport [210].

4.2.2 Gépi tanulorendszerek a diabéteszes retinopatia sziirésében

A DR gépi tanulorendszerekkel torténd sziiréséhez, az informatikai rendszer altal
legkonyebben  koriilhatarolhatd, mikroaneurizma (MA) azonositasanak gépi tanuld
algoritmusat hasznaltuk. A gépi tanulas soran a képelemekhez sajatsagvektorokat rendeltiink,
ahol az egyes sajatsagokat (skalar értékeket) tobbnyire szélesebb korben is hasznalt sajatsag
kinyerdkkel hatdroztuk meg. Az egyes sajatsagok redundanciajat, relevancidjat, tobbvaltozos

statisztikai modszerekkel (pl.: faktor/regresszio analizissel) ellendriztiik, illetve olyan tanulo-
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¢s osztalyozo algoritmusokat alkalmaztunk (pl.: SVM), amely figyelmen kiviil hagyta a kevésbé
relevans sajatsagokat.

Képfeldolgozas alapu dontéshozo rendszeriink a megbizhatobb eredményesség és jobb
reprodukalhatdsag érdekében egyféle elvaltozas felismerésére fokuszalt. Az automata eldsziirés
mikodési elveként az igen/nem (DR/nincs-DR) dontéshozo mechanizmust alkalmaztuk. Durva
kozelitéssel azt mondhatjuk, hogyha a képfeldolgozo eljaras alkalmazasa soran a szemfenéki
képen az algoritmus nagy biztonsaggal MA-t detektalt, akkor a szoftver a vizsgalt képet a DR
csoportba sorolta. Ezen csoportba keriiltek tovabba azon képek is, melyeket az algoritmus
valamilyen ok miatt nem tudott az egészséges csoportba sorolni, azaz kétesnek itélt valamilyen
ok miatt (pl. nem megfeleld6 képmindség). A képelemzeés automatizéldsanak biztonsaga

érdekében ez utobb ismertetett dontéshozatali mechanizmus kiemelkedGen fontos.

4.2.3 Konnyproteomikai alapu tanulé algoritmusok eredményei

A Kklasszikus statisztikai modszerekkel azonositott hat marker konnyfehérjét bemeneti
adatként haszndlva, az altalunk alkalmazott tanul6 algoritmusok koziil a leghatékonyabbnak az
Rpart bizonyult. A tanul6 algoritmusok inputjaként alkalmazott hat konnyfehérje (lipokalin 1,
laktotranszferrin, lakritin, lizozim C, lipofilin A, Ig A-lanc) azonositdsa a 34 vizsgalt
konnyfehérje koziil statisztikai hipotézis vizsgalat segitségével tortént. A fehérje adatok
normalitasanak Shapiro-Wilk prébaval torténd vizsgalata sordn beigazolodott, hogy azok nem
normalis eloszlasbol szarmaztak, igy Kruskal-Wallis tesztet végeztink azon fehérjék
azonositasara, amelyek szignifikansan eltéré koncentracio-értékekkel rendelkeznek a vizsgalt
csoportokban. Olyan esetekben, ahol az azonos fehérje koncentraciot feltételez6 nullhipotézist
elvetettiik, Mann-Whitney tesztet futtattunk a megfeleld parokra. A hipotézisvizsgalat
eredményeként eldallt szignifikdnsan eltérd fehérjekoncentraciok esetén ,,fold change” sziirést
alkalmaztuk, igy azok a fehérjék keriiltek be az eredmény halmazba ¢€s kertiltek potencialis
markerként azonositasra, ahol a ,.fold change” érték >2 volt. Vizsgalatainkat elvégeztiik a
klasszikus statisztikai analizis segitségével kapott hat fehérje marker, majd a teljes fehérje panel
koncentraci6 értékeinek felhasznalasaval is.

A 11. tablazat 6sszefoglalva szemlélteti az altalunk alkalmazott tanul6 algoritmusokat
¢s azok teljesitmény mutatdit: Support Vector Machine (SVM), Recursive Partitioning (Rpart),
Random Forest (randomForest), Naive Bayes (naiveBayes), Logistic Regression (logReg), K-
Nearest Neighbor (k-NN).

Felépitett modelljeink alapjan az Rpart osztalyozon alapuld eljaras teljesitménye
felilmulta az Osszes tobbi vizsgélt modell teljesitményét. Ugyan az Rpart osztilyozdval

szemben a NaivBayes osztalyozd szenzitivitasi értéke sokkal magasabbnak bizonyult (0,80;
71



dc_1780_20

naiveBayes/marker), specificitas értéke azonban rendkiviil alacsonyan maradt (0,38). Az Rpart
osztalyozé legfontosabb eredményei az alabbiak: 0,74 szenzitivitas, 0,48 specificitas és 0,65
pontossag Rpart/marker esetén.

Hipotézisiink volt, hogy a konnyben proteomikai moédszerekkel azonositott teljes
konnyfehérje mintazat tartalmaz olyan informaciokat, amely tovabb erésitheti a kivalasztott hat
marker fehérje alkalmazasaval elérhetd teljesitményt. Vizsgalataink soran végzett
fokomponens analizis (Principal Components Analysis, PCA) alkalmazéasaval csokkenthetd a
bemeneti adatmennyiség Ugy, hogy megorizhetd a teljes adathalmazban megtalalhato

informacio6 nagy része, mikdzben az ezen alapuld modell teljesitménye jelentdsen nem valtozik.

Modell Dataset  SENS SPC ACC PREC NPV F1 LRP LRN
naiveBayes Orig 0,699 0,419 0,622 0,760 0,346 0,728 1,203 0,719
Marker 0,800 0,387 0,506 0,346 0,827 0,483 1,306 0,516
Pca 0,673 0337 0449 0,337 0,673 0,449 1,015 0,971
kNN Orig 0,671 0,500 0,667 0,981 0,036 0,797 1,342 0,658
Marker 0,669 0500 0,667 0,990 0,019 0,798 1,338 0,662
Pca 0,664 0308 0635 0914 0,077 0,769 0,960 1,091
logReg Orig 0,692 0,385 0,590 0,692 0,385 0,692 1,125 0,800
Marker 0,662 0,308 0,603 0,827 0,154 0,735 0,956 1,100
Pca 0,662 0,000 0,654 0,981 0,000 0,791 0,662 o0
randomForest Orig 0,693 0,448 0,647 0,846 0,250 0,762 1,256 0,685
Marker 0,692 0,410 0622 0,779 0,308 0,733 1,174 0,750
Pca 0675 0364 0609 0,798 0,231 0,731 1,060 0,894
Rpart Orig 0,708 0472 0654 0817 0,327 0,759 1,342 0,618
Marker 0,740 0,481 0,654 0,740 0,481 0,740 1,426 0,540
Pca 0694 0438 0641 0,827 0,269 0,754 1,233 0,701
SVM Orig 0,665 0,000 0,660 0,990 0,000 0,795 0,665 o0

Marker 0,662 0,000 0,654 0,981 0,000 0,791 0,662 0
Pca 0,662 0,000 0,654 0,981 0,000 0,791 0,662 0

11. tablazat Hat kiilonbozd tanulo eljaras teljesitmény mutatdinak osszehasonlitasa.

A hat osztdlyozo értékelése sordn alkalmazott teljesitményindikdtorok a kiilonbozd inputok elemzése sordn a globdlis proteomikai
mintazat, a konnybdl azonositott 6 marker fehérje és a f6komponens-analizis alkalmazasa esetén.

Jelmagyardzat: Orig - teljes adathalmaz; Marker - csak a hat marker fehérje; Pca - PCA dltal transzformdlt adatok. SENS - szenzitivitds;

SPC - specificitdas; ACC - pontossag; PREC - pozitiv prediktiv érték; NPV - negativ prediktiv érték; F1 - F-érték; LRP - pozitiv
valésziniiségi hanyados; LRN - negativ valosziniiségi hanyados [210].
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A meghatarozott teljesitmény mutatokban szignifikdns kiilonbséget nem tudtunk
kimutatni, amennyiben modelliinket az altalunk kivalasztott 6 fehérje markerre épitettiik fel,
illetve ha a fékomponens-analizissel redukalt adathalmaz segitségével tortént a modell alkotas;
szemben azzal, amikor a teljes proteomikai panelt hasznaltuk.

A fékomponens-analizis soran kapott elsd két fokomponens hordozta a teljes
fehérjepanel-koncentracio értékek variancidjanak 22%-at, igy ezt a redukalt adathalmazt
hasznaltuk ebben az esetben a modellépitésre. A 11. tablazat eredményeit tovabb elemezve
lathato, hogy az elsd két fokomponens megtartasa esetén a modell teljesitménye érdemileg nem
valtozik. A két fokomponens az egyes fehérjékhez tartozd értékek linearis kombinacidjaval,
azaz a mar meglévOkbdl tjonnan definialt valtozokbol keriil ki. Az adatok megjelenitése
érdekében elkészitettiik az els6 két fOkomponens szorasdiagramjat (27. abra), amely

szemlélteti, hogy a DR és nem DR osztalyok nem kiiloniiltek el ¢lesen egymastol [210].

Predikcid Kimenetel

slrdiség

korrelacio

27. abra A valosziniiségi valtozo siiriiségfiiggvénye. Bal oldal: a fiiggetlen valtozok kézétti korrelacios értékek
surtiségfiiggvénye. Jobb oldal: a fiiggetlen valtozok és a kimeneti valtozok kézotti korrelacios értékek

surtiségfiiggvénye [210].

A vizsgélt adathalmaz valtozoi kozott talalhatd Osszefiiggéseket tovabb elemeztiik. A
korrelacios értékek siirliségfiiggvényeit adtuk meg a fliggetlen valtozok (fehérje koncentréacid
értekek), valamint a fliggetlen valtozok és a kimeneti valtozok (DR/nem DR) kozott.
Elemzéseink azt mutattak, hogy a fliggetlen valtozok és a fliggetlen valtozok/kimenet kozotti

korrelacio nagyon alacsony [210].
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Vilaszt kerestiink arra, hogy a tanulé adathalmaz méretének novelése milyen hatast
gyakorol a modellek teljesitményére. A kiértékeléséhez minden egyes modell esetén
elkészitettiik a tanulasi gorbéket (28. abra), melyek az egyes modellekre engedtek ralatast;

jellemzd torzitasra €s szérasra, valamint a modell jovdbeni teljesitményének javitasi
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28. dbra Tanuldsi gorbék.

A Logistic Regression (Logreg), a Support Vector Machine (SVM), Recursive Partitioning (Rpart) és a Naive Bayes
(naiveBayes) osztalyozok tanuldsi gérbéje kiilonbozé méretii adathalmazokra vonatkozoan [210]

A tanulasi gorbék segitségével abrazolhat6 a kiillonb6z6 méretli tanulohalmazok mellett
kapott tanulasi és tesztelési 1€pés soran tapasztalhato hiba. Az SVM ¢és az Rpart algoritmusok
esetében jelentds a tdvolsag a tanuld- €s a teszt halmaz esetén tapasztalt hibaszdzalékok kozott,
ami arra utal, hogy ezen osztidlyozok alkalmazédsa esetén a szorasa nagy, azaz a modell
teljesitménye fokozhat6 a tanul6 adathalmaz méretének novelésével. A Logreg és a naiveBayes
osztalyozok esetén modelliink talsdgosan egyszerlinek bizonyult, szdmottevo kiilonbséget nem
lattunk a tanuldsi gorbék kozott, valamint a tanulo- és teszthalmaz esetén is magas

hibaszazalékot észleltiink.

4.2.3.1 Kombinalt médszertan alkalmazavasal kapott eredmények

A fentiekben ismertetett konnyproteomikai, illetve MA detektorokra épiil rendszerek

bemeneteit kombinaltan felhasznalni képes 0j modellt épitettiink fel. Kutatasunk sordn ezen
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harom modell teljesitményét hasonlitottuk 0ssze a 12. tablazatban. Az eredmények értékelése
soran lathatd, hogy az egy adattipusra alkalmazott modellek teljesitményének vonatkozasaban
a MA-detektor jobban teljesitett a proteomikai alapti modszertannal. Pontossag tekintetében a
kombinalt modszertan feliilmulta mindkét egyéni modell teljesitményét. A MA-detektor

specificitasi mutatoi jobbak voltak még a kombinalt modellhez képest is.

Sziird eljaras SENS SPC ACC PREC NPV FL LRP LRN
Képfeldolgozas Atlag 0,84 081 084 094 063 089 442 0,20

sD 011 004 010 013 011 011 236 0,11
Proteomika Atlag 087 068 082 089 063 088 272 0,19

SD 017 012 0,211 021 015 0,16 124 0,12
Kombinalt eljaras Atlag 0,93 0,78 089 093 0,78 093 4,23 0,09
SD 0,18 019 015 0,23 022 0,18 1,32 0,07

12. tablazat A harom modell teljesitmény mutatoinak dsszefoglalasa

A képfeldolgozas, a proteomikai, illetve a kombinalt sziirdeljaras teljesitmény mutatoinak bemutatasa. Jelolések: SENS-szenzitivitas;
SPC-specificitas; ACC-pontossag; PREC-pozitiv prediktiv érték; NPV-negativ prediktiv érték; F1-F-érték; LRP-pozitiv valosziniiségi
hdnyados; LRN-negativ valésziniiségi hanyados [210].

Informatikai rendszer alapit MA modelliink teljesitmény mutatoi: szenzitivitasa 0,84;
specificitasa 0,81. Proteomikai adatokra épiil6 modelliink teljesitmény mutatoi: szenzitivitasa
0,87; specificitasa 0,68. A kombinalt eljaras teljesitménye mindkét modelliink teljesitményét

meghaladta, teljesitmény mutatoi: szenzitivitadsa 0,93; specificitasa 0,78.

4.2.4 Potencialisan alkalmazhaté 1Gj vizsgalé eljarasok a diabétesz okozta
retinopatia szemszéovodmények sziirésében

4.2.4.1 Invivo konfokalis cornea mikroszkopia

Diabéteszes pacienseink kiindulasi vizsgalatanak klinikai adatait a 13. tablazat
Osszefoglalva szemlélteti. Statisztikailag szignifikans eltérés nem volt kimutathatd a betegek
atlagéletkordban az I-es tipusu diabéteszes betegek (T1DM), és a kontrollcsoportok
osszehasonlitasakor (p=0,08). Az T1IDM betegek csoportjaban a paciensek megoszlasa a DR
vonatkozasaban az aldbbiak szerint alakult: 15 péaciensnél nincs DR-ra utald jel, DR-2-es
stddium 2 paciens, DR-3-as stddium 1 esetben, és DR-4-es stddium 7 paciensiink esetében volt
diagnosztizalhatd. A retinopatias betegek csoportjadban 9 esetben (atlag életkor: 31,26+4,52)

tortént panretinalis 1ézerkezelés.
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T1DM betegek

p
DR nélkiil DR
DM fennallasa (év) 5,8+£2.6 21,6+6,4 <0,0001
7.9+0.9 9.4+3.2
0 b b b b
HbAs (%) (7,4-8,4) (6,7-12,0) 0.11
4,0+0,8 5,6t1,1
Koleszterin (mmol/L) 0,004
(3,5-4,5) (4,2-6,9)
0,8+0,2 4,142.8
Triglicerid (mmol/L) 0,0002
(0,7-0,9) (0,6-7,6)
1,7£0,3 0,9+0,5
HDL (mmol/L) 0,0001
(1,6-1,9) (0,3-1,6)
. 2 69,6+28,27
eGFR (mL/min/1,73m°?) >90 (45,9-93,3) 0,024
Hipertenzio6 0/18 3/10 0,505
Mikroalbuminuria 0/18 2/10 0,478

13. tdbldzat 1-es tipusu diabéteszes betegeink (retinopatias és nem retinopatias) klinikai adatai és azok ésszehasonlitasa.
Magyarazat: Atlag+SD (95%-os megbizhatosagi tartomany) [177].

A szaruhartya sejtek vizsgalata soran statisztikailag szignifikansan alacsonyabb volt a
T1DM paciensek bazalis epitél (p<0,001) és endotél (p=0,001) sejtszama a kontrollcsoporthoz
viszonyitva (29. abra ¢s 14. tablazat). A poszterior stromaban a keratocita sejt stirliséget
szignifikdnsan magasabbnak talaltuk (p=0,001) az TIDM betegek esetén a kontrollcsoporttal
Osszehasonlitva. A bazalis epitélium- (p<0,0001) és az endotél (p=0,02) sejtstiriiség
szignifikansan alacsonyabbnak, mig a keratocita sejt stirtiség (p=0,02) magasabbnak bizonyult
a retinopatia nélkiili TIDM betegeknél a kontroll személyekkel 0sszehasonlitva. Az epitél-
(p=0,04) és az endotél (p=0,004) sejtslirliség a retinopatidas TIDM esetén szignifikdnsan

alacsonyabbnak bizonyult a nem retinopatias T1DM péciensekkel dsszehasonlitva.
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29. dbra Bazdlis epitél sejtszam (A), keratocita sejt stirliség (B) és az endotél sejtszam (C) értékei mm2-re vonatkoztatva a kontroll, a nem
retinopatias és a retinopatias I-es tipusu diabéteszes paciensek esetén [177].

Egeszseges T1DM betegek
kontroll p*
DR nélkiil DR
Epitél sejtszam  9024,76+962,83  6942,73+881,04 5923.14+739,88 <0.0001
(sejt/mm?) (8529,72-9519,8)  (6504,6-7380,86) (5238,87-6607,42) !
p’ <0,0001 0,04
fej’::ztzzta 268.84+40,09 314,11+52,98 289,13+44.85 0,024
(seitimm?) (248,23-289,45)  (287,76-340,46) (251,63-326,62)
p’ 0,02 0,258
Endotél sejtszim  3497,624519,84  3250,36+421,49 2639,17£227,49 0,001
(sejt/mm?) (3230,34-3764,9)  (3007,0-3493,72) (2400,44-2877,9) !
p’ 0,02 0,004

14. tablazat A szaruhartya mikrostrukturalis valtozasainak az dsszehasonlitdsa egészséges személyek, retinopdtids és nem retinopatias
T1DM paciensekkel.

Magyardzat: Atlag + SD (95%-0s megbizhat6sdgi tartomdny). * ANOVA analizis a 3 csoport sszehasonlitdsdra. + Post hoc analizis

eredménye az egészséges kontrollcsoport és a nem retinopatias T1DM paciensek dsszehasonlitdsdra, valamint a retinopdtids és a nem
retinopatias I-es tipusu diabéteszes betegek dsszehasonlitasara [177].
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30. abra ACCMetrics szoftverrel kiértékelt képek a subbazalis idegkotegekril. Egészséges egyen idegrost halozata (4) dsszehasonlitva
egy (B) 10 éve (HbAIC: 9,8%) fennallo TIDM beteg idegrost halozataval retinopatias elvaltozasok nélkiil és egy (C) 27 éve (HbAIC:
8,7%) fennallo, sulyos retinopatiaval jaro T1DM beteggel [177].

Statisztikailag szignifikans eltérést talaltunk a szaruhartya idegrostréteg valtozasainak
vizsgalata soran az NFD (p=0,004), az NBD (p=0,004), az NFL (p=0,001) ¢és a TBD (p=0,04)
paraméterekben az TLDM betegek és a kontroll személyek kozott (30-31. abrak, 15. tablazat).
A NFA ¢érékeit tekintve nem taldltunk szignifikéns eltérést a 3 csoport Osszehasonlitasakor
(p=0,144). Szignifikdnsan magasabb NFW értéket (p=0,04) talaltunk azonban az T1DM esetén
a kontrollal Osszevetve. Post-hoc analizissel az NFD értékeiben nem taldltunk eltérést
(p=0,256), de alacsonyabb NBD (p=0,02) és NFL (p=0,04) értékeket talaltunk a nem
retinopatias T1DM esetén a kontrollokkal Osszehasonlitva. Az NFD (p=0,003), az NBD
(p=0,001), az NFW (p=0,03) ¢és a TBD (p=0,05) értekek szignifikansan alacsonyabbnak
bizonyultak retinopatias TIDM betegek esetén a kontrollokhoz képest. Az NFD (p=0,03)
értekekben is szignifikdns eltérést taldltunk a retinopatidas és a nem retinopatias T1DM

pacienseket 0sszehasonlitva.
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31. dbra A kontrollcsoport, a retinopdtidas és nem retinopatias I-es tipusu diabéteszes betegek idegrostrétegeinek dsszehasonlitasa. (A) az
idegrost suiriiség (NFD), (B) az idegelagazodas stiriisege (NBD), (C) az idegrost teriilete, (D) az idegrost hosszusaga (NFL), (E) a teljes

idegelagazodasok siirtisége (TBD) és (F) az idegrost szélességének abrazolasa a harom vizsgalati csoportban [177].

Egészséges kontroll T1DM betegek

(n=17)
DR nélkiil (n=18) DR (n=10)
16,92+5,61 12,79+7,72 6.135,37
2 > > H H H H
Idegrostimm® (NFD) (13,15-20,69) (8,82-16,76) (2,00-10,26) 0004
p’ 0,256 0,003
F§ idegrostok elagazodasi 27,24+17,82 13,04+7,59 8,74+11,00 0.004
pontjai/mm?2 (NBD) (15,27-39,22) (8,99-17,09) (0,28-17,19) '
p’ 0,02 0,682
Idegsejtek teljes hossza 13,30+2,27 10,28+3,85 7,65+2,13 0.001
(mm/mm?) (NFL) (11,78-14,83) (8,36-12,19) (6,01-9,28) :

p’ 0,04 0,112
Idegz)?]stt_‘;li‘n‘;ffgz.ggas‘ 43,04:22,11 28,80+13,74 24,40415,72 0.04
pon; ) (28,19-57,89) (21,96-5,63) (12,34-36,50) '

szama/mm
(TBD)
p’ 0,086 0,804
Idegrostok teljes teriilete 0,0064+0,0021 0,0054+0,0013 0,0049+0,0017 0.144
(NFA) (mmZmm?) (0,0045-0,0082) (0,0045-0,0061) (0,0036-0,0063) '
p’ 0,272 0,801
Atlagos idegrost szélesség 0,0224+0,0011 0,0234+0,0024 0,0252+0,0033 0.04
(mm/mm2) (NFW) (0,0215-0,0236) (0,0223-0,0247) (0,0210-0,0282) :
p’ 0,564 0,147

tipusu diabéteszes betegekkel 6sszehasonlitva.

Magyardzat: Atlag £ SD (95%-0s megbizhatésagi tartomdny). * ANOVA analizis a 3 csoport dsszehasonlitdsdra. + Post hoc analizis
eredménye az egészséges kontrollcsoport és a nem retinopatias TIDM pdciensek sszehasonlitdsdara, valamint a retinopdtias és a nem
retinopatias I-es tipusu diabéteszes betegek dsszehasonlitasara [177].
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A retinopatias T1DM pacienseknél szignifikans forditott korrelaciot véltiink felfedezni
az NFD (r=-0,428; p=0,029) és az NFL (r=-0,387; p=0,046) értékekben. Az TIDM betegek
szérum koleszterinszintje forditott korrelacidban all az NFL (r=-0,511; p=0,025) és az NFW
(r=-0,450; p=0,047) értékekkel. A cukorbetegség fennallasa, a HbAic, a szérum triglicerid, a
HDL koleszterin és az eGFR értékeket 0sszevetve a morfoldgiai elvaltozasokkal azonban nem

tudtunk szignifikans korrelaciot kimutatni (p>0,05).

4.2.4.2 Invivo konfokalis cornea mikroszkopia, kovetéses vizsgalat

A diabéteszes betegek legfontosabb klinikai és metabolikus jellemzdit a 16. tablazat
foglalja Ossze. A totalis koleszterol szint szignifikansan csokkent a DR csoportban (p=0,04),
amig a trigliceridek, HDL koleszterol, eGFR, vérnyomas és microalbuminuria nem mutatott

szignifikans valtozast a 2 éves kdvetés végen.

Elsé NDR Kveres , Elsé DR Kovetés DR,
(n=12) (n=12) P (n=7) (n=7) P

Diabétesz fennallasa (év)
Atlag 6 9 22 24
+ szoras 3 3 7 7
HbA; (%) 0,278 0,894
Atlag 7,82 8,14 8,29 8,43
+ széras 1,09 1,22 0,93 2,05
(95% K1) (7,1-8,5) (7,4-8,9) (7,4-9,2) (6,5-10,3)
Koleszterol (mmol/L) 0,123 0,042
Atlag 4,03 4,37 5,23 5,10
+ széras 0,51 0,73 0,59 1,35
(95% K1) (3,7-4,4) (3,9-4,9) (4,3-6,2) (1,7-8,5)
Trigliceridek (mmol/L) 0,067 0,317
Atlag 0,83 0,73 2,43 1,45
+ széras 0,27 0,18 1,80 0,78
(95% K1) (0,7-1,0) (0,6-0,9) (-2,0-6,9) (-5,5-8,4)
HDL koleszterol (mmol/L) 0,320 0,578
Atlag 1,73 1,84 1,93 1,85
+ szOras 0,25 0,28 1,21 0,07
(95% K1) (1,6-1,9) (1,7-2,0) (-1,1-4,9) (1,2-2,5)
eGFR (m L/perc/1,73m?) 0,801 0,943
Atlag 590 i 590 mi 81,71 80,71
+ sz6ris ?32 t?éggf” i’g tr:g'ggf” 21,92 24,57
(95% K1) (61,4-101,9) (57,9-103,4)
Hipertonia 0 0 2 2
Inzulin pumpa hasznalat 5 5 0 0
Mikroalbuminuria 0 0 2 2

16. tabldzat A DR-ben nem szenvedd (NDR) és szenvedd (DR) diabéteszes csoport klinikai és metabolikus adatai az elsd vizsgdlaton és a 2
éves kovetés végén. NDR: DR-ben nem szenvedd csoport; DR: DR-ben szenvedd csoport; KI: konfidencia intervallum; #p érték: paros t-
proba az elsd és a kovetéses vizsgalat eredményeinek dsszehasonlitdsdra [178].
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Nem volt kimutathaté jelentOs valtozas az epitél, keratocita és endotél sejtszamban,
valamint a centralis szaruhartya vastagsagban a diabéteszes és kontrollcsoportok kozott (17.
tablazat). Szintén nem allapitottunk meg szingifikans eltérést a cornealis idegrost morfologiai
paraméterekben a DR-ban nem szenvedd T1DM betegek €s az egészséges személyek kozott. A
NFL szignifikdnsan alacsonyabb értéket 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)
szignifikansan csokkent a NFA (p=0,08) és NFW (p=0,07) paraméterekkel egyiitt a DR-ban
nem szenvedd betegeknél (32. abra). A NFD (p=0,04) szintén szignifikansan alacsonyabbnak
adodott a DR-ban szenvedé betegek csoportjaban (18. tablazat). A szérum trigliceridek
forditottan korrelaltak a NFW értékével (r=—0,339, p=0,04), de nem volt szignifikans
Osszefliggés a diabétesz fennallasa, a HbAlc, a HDL, és eGFR, valamint barmely cornealis

idegi paraméter kozott a T1DM csoportokban.

Csoportok
KNDR Elsé NDR Kovetés NDR KDR Elsé DR Kovetés DR
(n=12) (n=12) (n=12) (n=7) (n=7) (n=7)
Epitél sejtstiriiség (sejt/mm?)
Atlag 6248,33 6333,72 6514,74 6327,58 6048,71 5743,95
+ szoras 639,62 1290,25 877,19 650,76 671,17 772,87
(95% K1) (5818,6-6678,0) (5513,9-7153,5) (5925,4-7104,1) (5783,5-6871,6) (5428,0-6669,5) (5029,2-6458,7)
pS# 0,845% 0,701* 0,894% 0,446"
Keratocita sejtsiiriiség (sejt/mm?)
Atlag 475,73 414,62 466,40 385,00 439,38 472,40
+ szoras 168,97 115,21 140,48 70,14 148,27 105,18
(95% KI1)  (362,2-5889,2) (337,2-492,0) (372,0-560,8) (311,4-458,6) (302,3-576,5) (375,1-569,7)
pS# 0,334% 0,356" 0,668" 0,639"
Endotél sejtsiiriiség (sejt/mm?)
Atlag 2977,95 2980,48 2980,70 2384,50 2343,53 2652,37
+ széras 406,53 292,12 490,10 442,18 445,26 464,62
(95% K1) (2551,3-3404,6) (2736,3-3224,7) (2604,0-3357,4) (1680,9-3088,1) (1790,6-2896,4) (2075,5-3229,3)
pS# 0,989% 0,999* 0,429% 0,315%
Centralis cornea vastagsag (um)

Atlag 551,54 562,067 560,00 545,06 560,46 576,86
+ széras 28,21 25,48 34,89 20,21 23,55 33,28
(95% K1)  (532,6-570,5) (545,8-578,3) (538,4-582,7) (528,1-562,0) (538,7-582,2) (546,1-607,6)
pS# 0,358" 0,907% 0,1969 0,308%

17. tablazat A szaruhartya sejtsiiriiségei és vastagsdaga a diabéteszes és kontrollcsoportban a 2 éves kivetés elején és végeén.
KNDR: kontroll a DR-ben nem szenvedd csoporthoz (NDR); KDR: kontroll a DR-ben szenvedd csoporthoz (DR); KI: konfidencia

intervallum; $p érték: Student t-préba az elsé vizsgdlat sordn a diabéteszes és kontrollcsoport dsszehasonlitasdra; #p érték: paros t-proba
az elsé és a kovetéses vizsgadlat eredményeinek dsszehasonlitdsdara [L78].
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Csoportok
KNDR Els6 NDR Kovetés NDR KDR Els6 DR Kovetés DR
(n=12) (n=12) (n=12) (n=7) (n=7) (n=7)
Idegrost/mm? (NFD)
Atlag 13,97 10,81 10,76 16,93 14,58 6,60
+ sz0ras 7,36 11,09 9,26 4,45 7,36 3,59
(95% KI) (9,0-18,9) (0,5-21,1) (1,0-20,5) (13,2-20,7) (5,4-23,7) (2,8-10,4)
p%# 0,5308 0,173% 0,4858 0,043"
Fé idegrostok elagazodasi pontjai/mm?2 (NBD)
Atlag 12,59 12,36 6,25 16,66 16,25 6,25
+ sz0ras 7,48 9,50 5,43 5,59 12,79 5,43
(95% KI) (7,6-17,6) (36-21,2) (0,5-11,9) (11,9-21,3) (0,4-32,1) (0,5-11,9)
p%# 0,196% 0,029% 0,936% 0,114*
Idegsejtek teljes hossza (mm/mm?) (NFL)
Atlag 10,33 10,67 8,58 12,52 8,43 7,71
+ sz0ras 3,19 4,98 3,49 0,85 2,96 1,44
(95% KI) (8,2-12,5) (6,1-15,3) (6,2-10,9) (11,8-13,2) (5,7-11,2) (6,4-9,1)
p$# 0,4948 0,153" 0,0028 0,573%
Idegrostok elagazodasi pontjainak teljes szama/mm? (TBD)
Atlag 28,50 28,82 20,36 31,44 21,73 20,83
+ szoras 12,93 14,44 10,67 10,64 13,28 12,15
(95% KI) (19,8-37,2) (15,5-42,2) (13,2-7,5) (22,5-40,3) (9,5-34,0) (9,6-32,1)
p$# 0,2148 0,035 0,1408 0,898%
Idegrostok teljes teriilete (MmM?/mm?) (NFA)
Atlag 0,0047 0,0057 0,0047 0,0053 0,0046 0,0051
+ szoras 0,0020 0,0013 0,0012 0,0001 0,0017 0,0019
(95% KI) (0,003-0,006)  (0,005-0,007)  (0,004-0,006) (0,005-0,006) (0,003-0,006) (0,003-0,007)
pS# 0,1608 0,086 0,4048 0,694%
Atlagos idegrost szélesség (mm/mm?) (NFW)
Atlag 0,0235 0,0240 0,0260 0,0220 0,0240 0,0250
+ szoras 0,0028 0,0031 0,0038 0,0019 0,0031 0,0044
(95% KI) (0,022-0,025)  (0,021-0,027)  (0,023-0,028) (0,021-0,024) (0,021-0,028) (0,021-0,028)
pS# 0,839% 0,074% 0,2398 0,760%
18. tablazat A szubbazdlis idegrost morfologia paraméterei a diabéteszes és egészséges csoportokban az elsé vizsgalat soran és a kévetés

végeén.

KNDR: kontroll a DR-ben nem szenvedd csoporthoz (NDR); KDR: kontroll a DR-ben szenvedd csoporthoz (DR); KI: konfidencia
intervallum; §p érték: Student t-proba az elsé vizsgalat soran a diabéteszes és kontroll csoport dsszehasonlitasara; #p érték: paros t-
proba az elsé és a kivetéses vizsgalat eredményeinek dsszehasonlitdsdra [178].

32. dabra Az ACCMetrics szoftver dital szegmentdlt és elemzett felvételek (piros: idegrostok; kék: elagazodasok; zold: elagazodasi pontok).
(A) Normadlis idegrost morfolégia egy korazonos egészséges személynél; (B) Elsé vizsgalat sordn ldtott idegrost morfolégia egy DR-ban
nem szenvedd diabéteszes betegnél; (C) A 2 éves kdvetés sordan ldatott csokkent idegrost morfoldgia ugyanazon személynél, ekkor mdr
diabéteszes retinopatia kialakult.

[Forras: sajat készitésii abra]
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4243 Ultraszéles latosziigii pasztazo lézer oftalmoszkopia

Az ultaszéles latoszogii 1ézer szkenning oftalmoszkop (P200C AF) szlirés céljara - ARM
¢s AMD - torténd alkalmazhatdsagi vizsgalata érdekében kétlépcesds analizist végeztiink. Els6
Iépésként a makula patoldgias elvaltozasait osztalyoztuk; 121 szem (a képi adatbazis 10,56%-
esetben, mind a hagyomanyos digitalis képeken, mind a P200C AF képalkot6 altal készitett
képeken. A hagyomdanyos digitalis technikaval késziilt képek koziil kilenc kép nem volt
alkalmas mindségileg az analizisre, mig az ultraszéles 14t0szogli képek vonatkozasaban ilyen

probléma nem mertilt fel.

A két képalkotd eljards Osszehasonlitdsira a maradék 112 szem fundus
fotddokumentacidit hasznaltuk. Végallapott AMD esetében (19 szem) a két eljaras
Osszehasonlitdsakor 96,43%-0s egyezést (k=0,93) taldltunk; a két képalkotd kozti egyetlen
eltérést, egy az ultraszéles 1atoszogli képen CNV-ként, mig a hagyoményos digitalis képen
drusenoid pigment epitél levalasként (PED) osztalyozott szemfenéki kép eredményezte. Drusen
kategoridban; a hagyomanyos digitalis képek alapjan 77 szemet, még a P200C AF képek
osztalyozasa alapjan 74 szemet soroltunk. A két képalkot6 eljaras kozti kiilonbségért ebben a
csoportban harom szem volt a felelds, melyeket a P200C AF képalkotod alapjan normalként
osztalyoztunk, 96,11% egyezéssel (k=0,00). Normal fundusképek Osszehasonlitdsakor nem

talaltunk eltérést a két modalitas elemzése kozott (16 szem).

Masodik 1épésként két fliggetlen képolvasod (Petd Tiinde és Csutak Adrienne) végzett részletes
képelemzést az alabbi elvaltozasok vonatkozasaiban (5-5 fundusfotd): kemény drusen, GA,
CNV, valamint puha drusen (6 fundusfotd). Az osztalyozas alapjaul a Nemzetkozi
Klasszifikaci6 szolgalt. Az 19-21. tablazatokban ismertetjiikk a képolvaso altal alkalmazott
osztalyozasi kategoridkat, a pontos egyezéseket az alkalmazott két vizsgaldeljaras kozott,
illetve a k-statisztikak eredményeit [183]. Tekintettel arra, hogy klinikailag relevans eltérés nem
volt kimutathat6 a két képolvasd vizsgalati eredményei kozott, az altalunk végzett részletes
osztalyozasokat egységesként kezeltiik és a két képalkotd eljarast hasonlitottuk 6ssze. Minden
egyes vizsgalt kategoridban jelentds volt az egyezés, a két képalkoto eljaras kozott, kivéve a
kemény (<63 pm), a kézepes méretli lagy (63-125 um) drusenek, illetve a drusen altal lefedett
teriiletek esetében. Ezen kategoéridkban az egyezés enyhe - alacsony besorolast volt (19.

tablazat).
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Zona 1 Zona 2 Zona 3
Drusen < 63 pm 62% 60% 38%
(kemény drusen) k=0,26 «=0,37 «=0,15
p=0,0027 p=0,0003 p=0,035
Drusen 63-125 um 79% 83% 74%
(lagy drusen) k=0,54 =0,75 «=0,62
p<0,0001 p<0,0001 p<0,0001
Drusen 125-250 um 95%, 95%, 95% 83%, 93%, 98% 91%, 95%, 100%
(félkemény drusen «=0,0, k=0,0, «=0,0 «=0,29, ¥=0,36, k=0,69, ¥=0,81,
kiilonallo, szubkonfluens, NLK, NLK, NLK «=0,84 p=0,015, k=1,0

konfluens)

Drusen 250-500 um

95%, 95%, 95%

p=0,0079, p<0,0001

100%, 100%, 95%

p<0,0001, p<0,0001,
p<0,0001

100%, 98%, 98%

(félkemény drusen «=0,0, k=0,0, «=0,0 NLK, NLK, «=0,00 k=1,0, k=0,00,
kiil6nallo, szubkonfluens, NLK, NLK, NLK NLK, NLK, x=0,00
konfluens) p<0,0001 p<0,0001, p=0,5,

Drusen > 500 pum

95%, 95%, 93%

100%, 95%, 95%

p=0,5
100%, 98%, 98%

(nagy, félkemény drusen «=0,0, k=0,0, <=-0,02 NLK, «=-0,02, NLK, k<0,01, k=0,66
kiilonallo, szubkonfluens, NLK, NLK, p=0,59 k=0,48 NLK, p=0,5,
konfluens) NLK, p=0,56, p<0,0001
p<0,0001
Krisztallin drusen 95% 90% 98%
k=0,65 k= -0,04 k=0,88
p<0,0001 p=0,61 p<0,0001
Szerogranularalis drusen 95%
«=0,49 N/A N/A
p<0,0001
Drusennel fedett teriilet 67%
«=0,43
p<0,0001
Predominans fenotipus 95%
«=0,94
p<0,0001
Képmindség 59%
x=0,30
p=0,0018

19. tablazat Az ultraszéles latoszogii (200°) kamera fundusfotoinak dsszehasonlitdsa a hagyomdanyos funduskameradak 45° -os latoszogii
képeivel. Magyardzat: NLK, nem lehetséges kiszamitani [183].

A képolvasok megbizhatosaga mindkét képalkotd eljards vonatkozasaban erdteljes
szignifikanciat mutatott, kivéve a kemény drusen (<63 pum) és a kdzepes méretii lagy drusen
(63-125 pum) eseteit (20. tablazat). A képolvasd 6nmagahoz viszonyitott megbizhatosagat ugy
hataroztuk meg, hogy az altala mar vizsgalt és osztalyozott képeket ujraclemezte a vizsgalati

alkalmak kozott legaldbb 14 nap kiilonbséggel. A képolvasé Onmagédhoz viszonyitott
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megbizhatosaga minden vizsgalt kategoriaban magas volt, kivéve a drusenek egyes eseteit (21.
tablazat). Ezt az eltérést kovetkezetesen egy fundusfoté eredményezte, melyet az elsd

osztalyozas alkalméval maga a képolvas6 sem tartott megfelelé mindségiinek a képelemzésre.

Zona 1 Zona 2 Zona 3
Drusen <63 pum 67% 64% 62%
(kemény drusen) «=0,36 «=0,45 «=0,46

p<0,0001 p<0,0001 p<0,0001
Drusen 63-125 pm 83% 74% 74%
(kozepes méretli lagy drusen) «=0,64 «=0,60 «=0,62

p<0,0001 p<0,0001 p<0,0001

- 0 0 0 9 9 9
D[usen '125 250 pm 190 %, 190/0, 100% 72/0, 93 /i 98% B 71%. 91%, 95%
(félkemény drusen x=1,0, «=1,0, ==1,0 k=0,08, «=0,36, k=0,84 «=0.18. k=0.61. 1=0.00
kiilonallo, szubkonfluens, p<0,0001, p<0,0001,  p=0,257, p=0,0079, 20’02’ <O’OOE)l N’LK
konfluens) p<0,0001 p<0,0001 =082, p<B,000%
- 0 0 0
oriam 00y GOBI00G 1% g o9, o e
kilonalls. szubkonflucns p<00001, p<0,0001, LK, NLK, 10,00 +=0,0, =0,00, x=0,00
Konfluens) 5<0.0001 NLK, NLK, NLK NLK, p=0,5, p=0,5
9 0 9 9 0 9
Dr’usen > 500 um 190 /o,_lOO/B, 97% 100%, 9_5/0, 91% 100%, 98%. 93%
(félkemény drusen k=1, k=1, k=0,66 NLK, x=-0,024, 1= - N N
ye 2112 NLK, «=0,000, k=0,00

kiilonallo, szubkonfluens, p<0,0001, p<0,0001, 0,018 NLK. 5=0.5. NLK
konfluens) p<0,0001 NLK, p=0,56, p=0,61 » P00
Krisztallin drusen 100% 95% 98%

=1,0 «=0,48 «=0,87

p<0,0001 p<0,0001 p<0,0001
Szerogranuléris drusen 95%

«=0,49

0<0.0001 N/A N/A
Drusennel fedett teriilet 79%

«=0,63

p<0,0001
Predominans fenotipus 95%

«=0,94

p<0,0001
Képmindség 55%

«=0,23

p=0,0103

20. tablazat A képzelemzék gymashoz viszonyitott variabilitdsa, a tanulmanyozott két képalkkoto eljardssal készitett fundusfotokon: az
ultraszéles latszogii (200°) retindlis képek és a hagyomanyos funduskamerak 45°-os képeinek vizsgalatakor.

Magyardzat: NLH, nem lehetséges kiszamitani [183].
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Zona 1 Zona 2 Zona 3
Drusen <63 um 76% 81% 76%
(kemény drusen) k=0,59 =0,71 «=0,67
p<0,0001 p<0,0001 p<0,0001
Drusen 63-125 um 95% 81% 86%
(kozepes méretii lagy k=0,90 =0,73 «=0,79
drusen) p<0,0001 p<0,0001 p<0,0001
Drusen 125-250 um 100%, 100%, 100% 95%, 90%, 88% 93%, 79%, 83%
(félkemény drusen x=1,0, x=1,0, x=-0,01, x=-0,02, =-0,02, «=-0,02,
kiilonallo, szubkonfluens, x=1,0 x=-0,02, x=-0,02,

konfluens)

Drusen 250-500 um
(félkemény drusen
kiilonallo, szubkonfluens,
konfluens)

Drusen > 500 pum
(félkemény drusen
kiilonallo, szubkonfluens,
konfluens)

Drusennel fedett tertilet

Predominans fenotipus

Képmindség

p<0,0001, p<0,0001,
p<0,0001

100%, 98%, 100%
=1,0, k=0,66,
x=1,0

p<0,0001, p<0,0001,
p<0,0001

100%, 100%, 98%
«=1,0, k=1,0,
k=0,66

p<0,0001, p<0,0001,
p<0,0001

95%
k=0,92
p<0,0001
100%
x=1,0
p<0,0001

k=0,3
p=0,0005

p=0,5628, p=0,6105,
p=0,6287

95%, 95%, 98%
k=-0,01, k=-0,00,
k==-0,00,

p=0,5628, p=NLK,
p=0,5

TKOK, 98%, 98%,
91%

NLK, k=0,00, «=0,49,
NLK, p=0,5,
p<0,0001,

p=0,5895, p=0,6883,
p=0,6603

95%, 95%, 98%
«=-0,0120, x=0,00,
«=0,00

p=0,5628, p=NLK,
p=0,5

TKOK, TKOK,
TKOK,

k=NLK, k=NLK,
k=NLK,

p=NLK, p=NLK,
p=NLK

21. tablazat A képzelemzé 6nmagdhoz viszonyitott variabilitdsa a tanulmadnyozott két képalkoto eljarassal készitett fundusfotokon: az
ultraszéles latszogii (200°) retindlis képek és a hagyomanyos funduskamerak 45°-os képeinek vizsgalatakor. Magyarazat: NLK: nem

lehetséges kiszamitani, TKOK: til kevés osztalyozdsi kategoria [183].
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5 MEGBESZELES

A szem torderejének velesziiletett, vagy szerzett hibaja igen gyakori, az europai 25 és
90 év kozotti lakossag korében. Megoszlasat tekintve tobb mint 30%-a rovidlato, kb. 25%-a
tavollatd és kb. 24%-a szenved asztigmias fénytorési hibaban. A miodpia kiilondsen a fiatal
felnéttek korében gyakori, becslések szerint Eurdpaban 227,2 millié ember rovidlatd [75],
[211]. A fénytorési hibak korrekcidjara legyen az szemiivegrendelés, kontaktlencse illesztés
vagy valamilyen tipusi miitéti beavatkozas rendkiviil nagy az igény. Tekintettel arra, hogy a
mitétek szinte "egészséges", minddssze refraktiv fénytorési hibaval rendelkezd szemeken
torténnek, felmeriilé komplikacio kevésbeé elfogadhatd, mint beteg szemek kezelése esetén. A
szaruhartya refraktiv 1ézerrel torténd latasjavito miitéteinek térhodité emelkedése a 2001-es ev
koriil elérte csticsat [212], az elvégzett beavatokozasok aranya LASIK vs. PRK vonatkozéasaban
orszagonként is eltérd lehet. A fejlett orszagokban dominans kezelés a LASIK, mely napjainkra
aranyaban csokkend tendenciat mutat, mig a PRK kezelések szamanak visszaesése nem ennyire
szembedtld [212]. Kétségkiviil, a piacon megjelend egyéb technikai vivmanyok (pl. Ortho-K
lencse, specialis intraocularis lencsék) a LASIK kezelések térhoditasat visszaszoritottak. A
PRK kezelés, eredményeit tekintve ugyanolyan biztonsagosnak és hatasosnak tekinthetd, mint
a LASIK ¢és bizonyos esetekben el6térbe is részesitendd valasztas (pl. egyes foglalkozasok,

profi sport, olyan életmod, ahol a lebeny elmozdulas kockazata magas).

5.1 Konnyenzimek tanulmanyozasa a szaruhartya sebgyogyulasi folyamataiban

Refraktiv 1ézersebészeti tanulmanyainkat excimer lézer alkalmazasaval végeztiik a
szaruhartya fénytorési hibdjanak korrekcioja és/vagy modellezése (allatkisérletek) céljabol
annak ¢érdekében, hogy a kezelést kovetd sebgyogyulasi folyamatokat pontosabban
megismerjlk, enzimatikus szinten tanulmanyozzuk ¢és esetlegesen befolyasoljuk.

A szaruhartya sebgyogyuléasi folyamatainak komplexitdsa a lézerkezelést kdvetden
mind a mai napig nem ismertek pontosan, esetenként elére nem vart biologiai vélaszreakciok
alakulhatnak ki. A 1ézerkezelés eredményeként az eliilsd stroma extracellularis matrixanak
szerkezete, valamint a sejtek stirlisége és fenotipusa is megvaltozik, amelynek kovetkeztében
csokken a szdveti transzparencia €és haze alakulhat ki. Az operalt paciensek jeletds szazaléka
teljesen panaszmentes, az esetenként csokkent transzparencia nem éri el a klinikailag
szignifikans szintet, azonban - elsGsorban jelentésebb refraktiv fénytorési hibak korrekcidja
soran - akar szamottevové is valhat és a fény koros szorodasat, a szaruhartya
transzparenciajanak a csokkenését eredményezheti [213].

A haze kialakuldsa altaldban az elsé posztoperativ honapokban figyelhetd meg.
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Fennallasanak id6tartalma néhany hétt6l néhany honapig is eltarthat, de kivételes esetekben
tobb mint egy évig is elhtizodhat. El6fordulasi gyakorisdga az irodalomban igen széles skalan
mozog [214], sajat anyagunkban - 2000 eldtt végzett miitétek alapjan - a PRK kezeléseket
kovetden 7-8%-os el6fordulasat tapasztaltuk [60], azonban ez az el6fordulasi gyakorisag
tovabb csokken(t) a kezeléseknél alkalmazott 1ézerek €s az alkalmazott kezelések fejlodésével.

A refraktiv 1ézerkezeléseket esetenként kovetd, komplikalt sebgyogyulasi folyamatok
mogott huzodo pontos mechanizmusok napjainkban sem ismertek még teljesen [215], [216].
Feltételezheto, hogy az egyének kozotti variancidk kiemelt jelentdséggel birnak a szaruhartya
sebgyogyulasi folyamataiban ¢és azok komplikédcidinak kialakuldsaban. Ilyen varianciak
figyelhetok meg példaul a konny biokémiai OsszetevOiben, melyek szerepet jatszanak a korai
€s késoi sebgydgyulasi folyamatokban a refraktiv lézerkezelést kovetden. Szamos faktort
feltételez az irodalom a haze kialakuldsanak hatterében: a reepitelizacidhoz sziikséges
id6tartamot, az abldcid mélységét, a posztoperativ stromalis felszin egyenetlenségét, az
epitelialis bazalis membran és/vagy a Bowman membran eltavolitasat [88], [92], [217]-[221].
Egyértelmii bizonyiték egyeldre azonban a fenti teoridk egyikét sem tdmasztja ala.

A 1ézerkezelést esetenként kovetd haze megeldzésére nincs elfogadott kezelési
protokoll, habar a mitomycin C helyi alkalmazasa széles korben alkalmazott a haze
visszaszoritasara [222].

A szaruhartya sebgyogyuldsi folyamatait a szem eliilsé szegmensében 1évo
jellemzi. Sériilése kovetkeztében a felszabaduldé uPA szerin proteazként a konny, valamint a
szaruhartya epitélsejtjeinek normal alkotdja €s a biokémiai kaszkadok fontos eleme. Szerepet
jatszik mind a szdvetek pusztuldsaban, mind azok helyreallitasaban. Az uPA felelds az inaktiv
plazminogén aktiv plazminna torténd atalakitasaért a proteolitikus hasitason keresztiil. A széles
szubsztrat specificitdsu plazmin egyéb anyagokkal egyiitt gyengiti a fibronektint €s laminint az
extracellularis matrixban eldsegitve a sejtek kuszasat/migralasat, és ezaltal fontos szerepet tolt
be a sebgyodgyulasban. Mindemellett a plazmin a prokollagenazt aktivalja, mely a kollagén
molekula lebomlasat eredményezi, valamint részt vesz a fibroblaszt sejtek aktivalasdban, ezaltal
tovabbi uPA szekréciohoz is hozzjarul.

Korabbi tanulmanyainkbol ismert a konny uPA aktivitas értékeinek valtozdsa a PRK
kezelést kovetd reepitelizacios folyamatokban [60]. A konny uPA szintjeit pacienseink
konnymintaiban vizsgalva kimutattuk, hogy PRK kezelést kovetden, a korai posztoperativ
id6szakban elmarad6 uPA aktivitasemelkedés a kés6i posztoperativ idészakban haze

képzddéséhez vezethet[60]. Klinikai szempontbol a mitéti kimenetel tervezhetdsége €s elvart
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eredményeinek precizebb megitélése érdekében fontosnak tartottuk a haze kialakuldsanak
elérejelzését, tovabba lokalisan alkalmazhat6 biztonsagos készitmények kifejlesztését a haze

kialakuldsanak megakadalyozésara, illetve kezelésére.

5.1.1 Allatmodell alkalmazasa a haze mechanizmusanak megismerésére, indukalasara
és gatlasara; a vemhesség, mint rizikofaktor

A human kdnny Osszetételének uPA-ra vonatkoztatott ismeretében tanulmanyoztuk az
enzimszintek jelentdségét €s befolyasolhatosagat, melynek érdekében a tanulmanyunkba
bevont allatok mindkét szemét PRK kezelésnek vetettiik ala. A posztoperativ kezelés a human
protokollnak megfelelden zajlott azzal a modositassal, hogy az egyik szemet - a konny uPA
szintjének a visszaszoritasa céljabol -, kiegészitd aprotinin (szerin protedz inhibitor) kezelésben
is részesitettiik a PRK kezelést kovetd els6 7 napban [193]. A human protokollnak megfeleléen
kezelt szemek esetében haze nem alakult ki (100%), és az elsé héten mért uPA aktivitasi minta
az egészséges human szemhez hasonlé mintdzatot mutatta. Az ellenoldali, szerin proteinaz
inhibitorral kezelt allatszem esetében, ahol az alkalmazott aprotinin gatolta az uPA aktivitast
haze kialakulasat (100%) észleltiik a posztoperativ 2.-3. hénapban.

Allatkisérletiink soran véletleniil fedeztiik fel vemhes nytl kénnymintajaban, azt hogy
az uPA aktivitas mintazata a PRK kezelést kovetoen, a korabbi kisérletiinkben alkalmazott
szerin proteindz inhibitor mintdzatnak felelt meg, mely a késéi posztoperativ iddszakban haze
kialakulasahoz vezetett [187]. Allatkisérletek vizsgalati eredményei alapjan a konnyben mért
uPA aktivitas értékei 2,0+0,6 1U/ml [223] és 4,0+2,5 IU/mI [40] kozott detektalhatdoak, nem
operalt egészséges allatokban [187]. Az altalunk mért uPA aktivitas értékei az allatok
konnymintéaiban a publikalt adatoknak felelnek meg (kb. 3 IU/ml).

Véletlenszerti megfigyelésiink tudomanyos alataimasztasaként vemhes és nem vemhes
nyulat vizsgaltunk. Azt a feltételezést kivantuk bizonyitani, hogy a vemhesség soran a nyulak
konnymintdiban csokken az uPA aktivitds szintje, ezéltal nd a posztoperativ haze
kialakulasanak valoszintisége. Az alkalmazott lokalis uPA potlasa (szemcsepp formajaban) az
elsd posztoperativ napokban meggatolhatja, ill. csokkentheti a haze kialakuldsdnak a
valoszinliségét. A kisérlet soran az allatok mindkét szemén PRK kezelést végeztiink.

Az uPA szemcsepp alkalmazasa 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 szubepitelidlis homaly. Allatkisérletink eredményei
alatamasztjak, hogy a vemhesség kockazati tényezOként szerepel a posztoperativ haze

kialakulasaban, vemhes nyulaink esetében 49-es esélyhanyadossal emelkedett a kockazat nem
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vemhes tarsaikhoz viszonyitva. A human protokoll mellett alkalmazott uPA kezelés (szemcsepp
formdban) profilaktikusan hatékony terapidnak bizonyult &llatmodellinkben a késoi
posztoperativ idészakban esetlegesen kialakuld haze megeldzésére.

Human pacienseink ¢és allatmodelljeink konnymintait tanulmanyozva a 2-3.
posztoperativ napon mért uPA aktivitas értékei, valamint a késdbbiekben esetlegesen kialakulo
haze szoros korrelaciét mutatott. A korai posztoperativ idészakban a konnyben mért alacsony
uPA aktivitasi értékek Osszefliggtek a haze késobbi kialakuldsaval. Az uPA aktivitas 3.
posztoperativ napon bekovetkezett szignifikdns emelkedése Osszefliggésbe hozhatd a késoi
posztoperativ idOszak transzparens, tiszta szaruhartyajaval.

Allatokon végzett kisérleteink egyrészrél bizonyitottak, hogy szerin proteinaz inhibitor
alkalmazasaval haze indukalhatd; maésrészrol, hogy a szubepitelidlis homadly kialakuldsa
tekintetében fokozott kockézattal rendelkezd vemhes nyulak esetében az alkalmazott uPA
kezelés a poszt-PRK szubepitelialis homaly eléfordulasat jelentds mértékben csokkenti.

Kisérleteink eredményei alapjan valoszintisithetd, hogy az uPA fiziologias szintjének
megemelkedése a konnyben, segit a posztoperativ iddszak sebgydgyulédsi folyamataban
fenntartani a szaruhartya transzparenciajat és az uPA lokalis szemcsepp formaban torténd
alkalmazasa kompenzalja a teljes kiliriilést ezen iddszak alatt. A fentiekbdl arra
kovetkeztethetiink, hogy az uPA lokalis alkalmazésa a korai posztoperativ idészakban segithet
a késbéi posztoperativ iddszakban esetenként kialakulo haze mérséklésében és/vagy
megakadalyozasaban. Publikélt eredmények bizonyitjak, hogy a megfeleld dozisban
alkalmazott uPA kezelés nem gyakorol karos hatast a szaruhartydra. Hull és mtsai
elektronmikroszkopids vizsgalatokkal bizonyitottak, hogy az uPA kezelés 1000-5000 1U/ml
dozisban alkalmazva semmilyen karos hatasat nem fejt ki a szaruhartya endotél sejtjeire [224].
Tekintettel arra, hogy a haze kialakuldsara semmilyen el6zetes informacio nem all
rendelkezésiinkre, ezért a paciensek profilaktikus alapon torténé kezelése (is) javasolt lehet.

Tanulmanyunkban szemcsepp formajaban alkalmaztuk az uPA-t 50 1U/mi
koncentracioban: az elsd posztoperativ napon oOrankénti cseppentést alkalmazva, melyet 2
orankénti alkalmazasra valtottunk és az 5. posztoperativ napig tartottuk fent. Az alkalmazott
dozist tigy valasztottuk meg, hogy az allatok konnyében mért normal érték felett, de a publikalt
biztonsagos értékek kozott maradjunk. In vitro kisérletek alapjan az uPA 2500 IU/ml dozisban
torténd alkalmazasa a corneat nem karositja [87]. Tovabbi allatkisérletek tamasztjak ala, hogy
az uPA 1000 IU/ml, 2500 IU/ml és 5000 IU/ml koncentracioban torténd in vitro perfuzidjanak
harom o6ran keresztiil torténd alkalmazasa sincsen hatassal az endotéliumra, cornealis 6déma

nem keletkezik, elektronmikroszkoppal pedig normal endotelialis sejtszerkezet lathato [224].
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Az allatkisérletek adatainak human értékekkel torténd extrapolacidja ahhoz a kovetkeztetéshez
vezetett [224], hogy az uPA 2500 IU/ml koncentracioban biztonsagosan alkalmazhatd a szem
ellilsé csarnokaban levd vérzés oblitésére anélkiil, hogy az szaruhartya karosodast okozna
kozvetleniil. Allatkisérleti eredményekre alapozva az uPA altalunk valasztott 50 IU/ml
koncentracioban torténd alkalmazésa terapids vagy profilaktikus célzattal elfogadhatonak és
alatamasztottnak tlinik [187], [224].

Felszini és hatarfeliileti egyenetlenségeket PRK és LASIK kezelések utan is ismertet a
szakirodalom [225]. Farah és mtsai, a LASIK kezelést kdvetd hatarfeliileti tormelékek és
feliileti egyenetlenségek kialakulasat 6,8%-os, még a haze kialakuldsat 8,7%-os eléfordulasi
gyakorisagunak talaltak a szakirodalmi adatok attekintése alapjan [226]. A PRK és LASIK
kezelések Osszehasonlitdsanak vonatkozasaban a haze eléfordulasa PRK kezeléseket kovetden
gyakrabban fordul el6 [214].

A haze kezelésére kiilonféle hatoanyagokat alkalmaztak kisérleti €s terapias célzattal is:
szteroidok, nem-szteroid tartalmu gyulladascsokkent6k, novekedési faktorok, a bazalis
sejtmembran Gsszetevoi, kollagén struktira regulatorai, alddéz reduktdz inhibitorok,
antioxidansok, immunmoduléatorok, antiallergének és antimikrobidlis szerek. Allatkisérleti
tapasztalatok szerint a metalloproteinaz szintetikus inhibitora nytl cornedkban csokkenti a
szubepitelialis homaly kialakulésat, a IlI-as tipusu kollagén szintézisének gatlasan keresztiil
[227]. A betametazon (kortikoszteroid) helyi alkalmazasa csokkenti a haze sulyossagat nyul
szaruhartyakban, de nem eliminalja azt [228]. A mitomicin C - mint antineoplasztikus ¢és
szubepitelialis homaly kialakulasit a PRK kezelés utan [229]-[231]. A transzformalo
novekedési faktor (TGFB) megemelkedett szintje Osszefiiggésben all a patkanyokban
megfigyelt szubepitelialis homaly kialakulasaval [232]. Kimutattak tovabba, hogy az E vitamin
tartalmu hidrokortizon acetat csokkenti a sebgyogyulasi valaszreakciokat nytl szaruhéartyaban
a PRK kezelést kovetéen [233].

Jelenlegi ismereteink szerint a poszt-PRK haze kialakulasa szempontjabol a vemhesség
fokozott kockazati tényez6 az uPA-val nem kezelt nyil szaruhartyék esetében. Allatkisérleteink
alapjan a vemhes nyul hasznos modell lehet a haze kezelésére alkalmas hatéanyagok, valamint
a kezelés hatékonysdganak vizsgalatara a PRK kezelést kovetden. A vemhes allatok PRK
kezelése soran a haze alacsony ablacios mélység alkalmazasa esetében is kialakul (vemhes nyul
kisérletiinkben 3 D midpias korrekcionak megfelelden).

Tanulmanyunkban az uPA-val nem kezelt szemek 38%-aban alakult ki haze; mig az

UPA-val kezelt csoport esetén a szubepitelidlis homaly hidnya a szaruhartydban azt
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bizonyithatja, hogy az uPA hatasos a haze el6fordulasanak eliminaldsara/redukalasara PRK
kezelést kovetden. Korabbi munkdink eredményei alapjan, a PRK kezelést kovetd korai
posztoperativ idOszakban kialakuld alacsony uPA-szint Osszefiiggésbe hozhat6 a késoi
posztoperativ id6szakban kialakuld haze képzédésével mind human [60], mind nyul
corneakban [193]. Jelen vizsgalataink megfigyelései szerint az allatok (vemhes nyul) PRK
kezelését kovetden, lokalisan alkalmazott uPA poétladsa a posztoperativ elsd hét folyaman
hajlamosité  tényezdk esetén is alkalmas lehet a szaruhartya szubepitelialis

homalyképzddésének a megakadalyozasara.

5.1.2 Az aprotinin hatdismechanizmusanak tanulmanyozasa allatmodellben, urokinazt
gatlo hatasa a nyul szaruhartya sejtjeire refraktiv 1ézerkezelést kovetoen

A nyul altalanosan elfogadott allatmodell a szaruhértya sebgyogyuldsi folyamatainak a
tanulmanyozasara. Human és nyal konnymintdkon végzett proteomikai tanulményok is
igazoltak a szaruhdrtya sebzése kovetkezményeként a védekezési mechanizmusok jelenlétét
[234]. A nyulak kdnnymintaiban mért - 2 human konnymintak uPA szintjével 6sszehasonlitva
- magasabb normal uPA szint ellenére [40] a nyul szem eliilsé szegmense elfogadott modell a
proteolitikus események tanulmanyozasara a szaruhartya sebgyogyulasi folyamataban [58].
Kisérleteink lancolatdban, a nyul modell igen hasznos volt huméan eredményeink igazoldsaban
¢s a sebgyogyulds folyaman bekovetkezd uPA aktivitas valtozasainak, valamint a szaruhartya
sebgyogyulasi folyamataival kapcsolatos korrelaciok tanulmanyozasaban [187]. Tudomasunk
szerint jelenleg nem all rendelkezésre kozvetlen Gsszehasonlitd érték az mRNS expresszio
szintjének vonatkozasdban sem human, sem nyul szaruhartyakban.

A korabbiakban ismertetett eredményeinkkel Osszhangban a kvantitativ PCR
vizsgalatainkkal szerzett ismereteink a PRK kezelés altal eldidézett uPA novekedést (up-
regulaciot) irtak le a nyll szaruhartya sejtjeiben. In situ zimografias tanulmanyaink
alatamasztottdk az uPA kifejezddését az epitelialis defektusoknal az irodalomban kordbban mar
leirtaknak megfeleléen [56], [58], [188], [235]. Kvantitativ PCR segitségével bizonyitottuk,
hogy a PRK kezelést kdvetd sebgyogyulds soran az aprotinin csokkenti az uPA expressziot
transzkripcios szinten (is). Szaruhartya metszeteken in situ zimografiaval a sebgyogyulas korai
szakaszaban kimutattuk a csokkent uPA aktivitast. Erdekes, hogy a természetes plazminogén
aktivator inhibitor-2 (PAI-2) mennyiségének novekedését figyeltiik meg a human kénnyben
kozvetleniil a PRK és a LASIK kezelések utan, de a PAI-2 szintek visszatértek a normalis

preoperativ szintekre a miitétet kovetd elsé posztoperativ napon [190].

A teljes lizis zondk képelemzése (14. abra) az uPA mRNS aktivitassal (15. abra)

hasonl6 mintazatot mutat, az id6 elérehaladtaval pedig az uPA szint csokkenése figyelhetd meg
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PRK kezelést kdvetden. Ugyanakkor, az uPA mRNS relativ mennyisége a kontroll mintdk
esetében jelentésen csokken 24 ora elteltével, mig az uPA aktivitas mértéke ekkor még jelentds.
Azt feltételezziik, hogy ez a koriilbeliil egy napos idéeltolodas és az aktivitas 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 mtét utani 24.
oraig novekszik (12. abra), ugyanakkor csokkend trendet mutat a 6 mm-es trepannal kezelt
szemeknél (13. abra). Nem egyértelmii a magyarazat erre a kiilonbségre. Amennyiben a kezelés
soran 7 mm-es trepant alkalmazunk, az Gjrahamosodas hosszabb idejii megfigyelése sziikséges,
tekintettel a reepitelizacid hosszabb voltdra. Tanulményunkban, a két kiilonbozd atmérdji
trepan alkalmazasat 6sszevetve (6 mm/7 mm) az eltavolitott epitél teriiletének a vonatkozasadban
36% volt a kiilonbség.

Kimutathato, hogy a Bikunin amely egy Kunitz-tipusu proteaz inhibitor csokkenti az
uPA aktivitast human kondroszarkoma sejtekben [236]. Az uPA a sajat expresszidjat gerjeszti
egér tiido epitelialis sejtekben [237], igy az uPA aktivitas aprotininnel torténé gatlasa (kozvetlen
vagy kozvetett modon az aktivacio blokkolasaval) okozhat uPA szint csokkenést. Az aprotinin
UPA-t csokkentd hatasa még 2 oraval az els6 aprotinin adag beadéasa utan is nyilvanvalo, messze
meghaladva a lejegyzett 50-60 perces atlag aprotinin tartdzkodasi idejét a nyul szaruhartyaban
[238].

Korabbi munkankban [193] a konny uPA aktivitas mérései bizonyitékul szolgaltak az
uPA aprotinin altal térténd gatlasdhoz. Ez lehetett egyrészrdl az aprotinin uPA molekulékkal
torténd gatlod interakciok eredménye, masrészrél az uPA mRNS szint indirekt modulacidja a
transzkripcids gatlas miatt, vagy az uPA mRNS stabilitasinak megvaltoztatasa miatt. A
kvantitativ PCR eredmények kimutattak, hogy az aprotinin csdkkenti a szaruhartydban az uPA
mRNS szintet, és ezaltal csokkenhetett az uPA aktivitds a konnyben és a vizsgalt szaruhartya
metszeteken. Ezt a hatast inkabb gén szupresszid eredményének tulajdonitjuk, mint kézvetlen
uPA gatlasnak. A kisebb uPA termelddés tovabbi kovetkezménye az uPA- plazminogén-
plazmin enzim rendszer termelésének csokkenése. Az aprotinin alkalmazasara szamos irodalmi
adat 1étezik, gyakran alkalmazzak szeptikus sokk kezelésére. Koszoruér miitétek soran is leirtak
hasznalatat, csak tigy, mint rakkezelésben a kiilonboz6 proteazok, mint példaul uPA és plazmin
gatlasara [239]. Ugyanakkor, csak a proteaz aktivitason tapasztalhato normal hatast szoktak
figyelembe venni. Megallapitasaink, miszerint az aprotinin csokkenti az uPA kifejez6dését
(down regulacid) mRNS szinten nagyobb ralatast engednek az aprotinin uPA-plazminogén-
plazminrendszer miikddésére, és ezzel hozzdjarulnak a sebgyogyulasi folyamatok jobb

megértéséhez.
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5.1.3 Plazminogén aktivator inhibitorok a human konnyben lézerkezeléseket kovetden,
jelentéségiik a haze kialakulasaban

Régi feltételezés, hogy a proteolitikus enzimek generalizaltan vesznek részt a
sebgyogyulasi folyamatokban, beleértve a szaruhartya reepitelizaciojat is. Weimar szerint a
sériilt szaruhartya hamszdvete szerin proteazokat szabadit fel [240]. Az uPA-plazminogén-
plazminrendszer kulcsszabalyozonak tiinik a sebgyogyulasi folyamatokban. A sejt felépiilés és
invazid soran generalizaltan is jelentds szerepet jatszik [56], [241]. A posztoperativ cornealis
sebgyogyulasi komplikacidk alapjaul szolgald pontos mechanizmusok ismeretlenek,
ugyanakkor altalanosan valdszinlisithetd, hogy a szaruhartya sebgydgyulasi folyamatainak
egyéni varianciai szerepet jatszhatnak a posztoperativ refraktiv regresszid és a haze
kialakulaséban [242].

A klasszikus modell alapt elképzelés azt feltételezi, hogy az uPA {6 szerepe az inaktiv
plazminogén aktiv plazminnd torténd atalakitasa a migralo sejtek felszinén. Ismereteink szerint
a plazmin tobb sejtfelszini adhézids fehérjét és néhany bazélis membran fehérjét degradal.
Emellett aktivalja a matrix metalloproteazokat, amelyek a plazminnal egyiitt bontjak a kérnyezo
matrix barriert, és ezaltal hozzdjarulhatnak a sejtek vandorlasahoz. A plazminogén aktivator
inhibitorok feltételezhetéen az uPA-plazminogén-plazminrendszer kontroll mechanizmusaban
jatszanak szerepet [243].

Human tanulmanyaink eredményei a PAI-1 antigén hianyat mutattdk a konnyben PRK
kezelés elbtt és utan. A PAI-2 antigén azonban mérhetd koncentracidban volt jelen mindkét
tipusu - PRK ¢és LASIK - refraktiv [ézersebészeti beavatkozas elott és utan. A LASIK kezelésen
atesett csoportban a PAI-2 szintje a miitétet kovetden szignifikansan megemelkedett, majd a
preoperativ értékre esett vissza az elsd posztoperativ napon (15. abra). PRK kezelésen atesett
pacienseink esetében az elsd posztoperativ nap PAI-2 értékének vonatkozasdban nincs
informacionk, azonban a harmadik posztoperativ napra a preoperativ szintnek felelt meg. A
PRK ¢és LASIK kezelések pre- és posztoperativ PAI-2 mintdzatai egymasnak megfeleltethetéek
(15. abra) [190].

Feltételezéseink szerint a PRK és LASIK kezeléseket kovetd PAI-2 mintazatok kozott
fellelhetd altalanos hasonlosag az enzimatikus kontroll egységes mivoltat jelzi annak ellenére,
hogy a sebkészitési technikak jelentds mértékben eltérnek a két refraktiv mitéti tipus kozott. A
PRK és LASIK tipust miitéti technikak egyik o kiilonbsége az epitelialis seb mértéke és
lokalizacioja. PRK kezelés sordn az epitélium centralis teriilete keriil -eltdvolitasra
(deepitelizacio), ezzel szemben LASIK kezelés soran egy korkords vagast ejtenek rajta. Masik

f6 kiilonbség, hogy a PRK kezelés soran nincsen stromalis vagés, szemben a LASIK
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stromadgyat érintd lebenyképzési technikdjaval. A szaruhartya "felesleg" 1ézeres evaporacidja
soran mindkét mitéti technika esetében stromalis ablacio jon 1étre. PRK kezelés soran az eliilsd
stroma ablacidja torténik, mig LASIK esetében a 160 vagyl180 um vastagsagu lebeny alatti
teriilet stroma [244] .

A 15. abran szemléltetett human konny PAI-2 mintazata komplementere a korabbi
human PRK tanulmanyunk uPA aktivitasi mintazatanak [60], [193]. Tanulmanyaink alapjan
[60], [193] normal sebgyodgyulas esetén a konny PAI-2 szintje és uPA aktivitasa forditott
aranyban allnak egymassal, azaz amikor a konny PAI-2 szintje alacsony, akkor az uPA
aktivitdsa magas ¢€s forditva. A 3. posztoperativ napra fennmaradé alacsony koénny uPA
aktivitas esetén a késbi posztoperativ idészakban haze kialakulasara lehet szamitani [60]. A
PRK kezelést kovetden esetenként kialakuldo alacsony uPA aktivitds €s a posztoperativ
szubepitelialis homaly kialakuldsa kozotti kapcsolat a csokkent uPA kifejezOdésnek, a
magasabb PAI-2 koncentracionak, vagy esetlegesen mindkettének egyszerre koszonheto.
Tanulményunkban a PRK kezelésen atesett csoportban a 3. és 5. posztoperativ napokon, a
LASIK kezelésen atesett csoportban pedig az 1. posztoperativ napon megnovekedett konny
PAI-2 koncentraciok (>2 SD az atlag felett) voltak megfigyelhetéek, azonban egyik esetben
sem alakult ki szubepitelialis homaly a késoi posztoperativ iddszakban. PRK kezelésen atesett
szemek esetében, - ahol a késobbi posztoperativ iddészakban haze kialakulasat észleltiink - a
PAI-2 szintek 1 SD atlagérték alatt voltak mind a 3. és az 5. posztoperativ napokon.
Megfigyeléseink szerint a konnymintdk posztoperativ PAI-2 szintjei nem kontrollalo
mechanizmusok a haze kialakuldsaban, ezzel szemben az uPA csokkent expresszidja
kulcsfontossagu. Korabbi konnykutatasaink uPA-ra vonatkozo eredményeit figyelembe véve,
arra kovetkeztethetiink, hogy az uPA korai posztoperativ napokban torténd potlasa - az uUPA

deficit legy6zésével - kielégitd terapias eredményhez vezethet [60], [187], [193].

5.14 A plazminogén aktivator és inhibitor, valamint hormonszint vizsgalatok terhesség soran

Normal terhesség lefolydsa soran a hemosztazis jelentds valtozasa figyelhetd meg
[245]-[248]. Trombozis kialakuldsa az els6 trimeszterben nem valdszinli, a terhesség
elérehaladtaval azonban el6térbe keriilnek a koagulacios, és fibrinolitkus folyamatok. Ezeknek
a valtozasoknak a kontrollalt egyensulyi valtozésa sziikséges a normal terhesség lefolyasahoz,
a hyperkoagulacios allapot kialakulasahoz, melyben a plazminogén aktivator inhibitor rendszer
kulcsszerepet tolt be. Normal lefolyast terhesség soran a koagulacios aktivitas egyensulyban
van a tPA, uPA, PAI-1 és PAI-2 vérszintjeinek jelentés valtozasai ellenére [249]-[251] .

Normal kdnnyben a plazminogén aktivator inhibitor szintek valtozasai nem mutathatéak

ki [48], [252], a PAI-1, PAI-2, és uPA megemelkedett szintjei mérhetéek azonban bizonyos
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szembetegségekben [48], [67]. Koros allapotokban, sebzés soran vagy miitétet kdvetden, a
kotohartya véredényeinek permeabilitasa fokozodhat, ezaltal protedzok és proteaz inhibitorok
proenzim formai transszudacio utjan kertilhetnek a konnybe [253]. A konnyspecifikus fehérjék
mellett szérum fehérjék is megjelenhetnek [251], [254]. A konny PAI szintjének
megemelkedését okozhatja tovabba a konnyfilmben jelenlévd, vagy a karosodott szemfelszini
epitél sejtekbodl felszabaduld komplexek. A kotdszoveti epitelialis sejtek és a szervezet
hormonalis valtozasai is hatassal vannak a szaruhartya allapotara [55], [255], [256].

Varandos nék konnymintain végzett vizsgalataink azt mutattak, hogy a konny PAI-2
szintje sebzés vagy miitéti beavatkozas hianyaban a terhesség soran nem emelkedik meg. A
szemfelszin sériilése azonban beinditja a helyi PAI-2 szintemelkedésért felelds
mechanizmusokat, melyek kifejezettebbek lehetnek terhesség alatt.

A varandos nok vérmintainak plazminogén aktivator aktivitas értékei szoros korrelaciot
mutatnak a gesztacios kor elérehaladtaval, mely értékek a sziilést kovetéen visszatérnek a
varandossagot megeléz6 normal értékekre [186], [257]-[260]. Tanulmanyunk, mely a
konnymintakra is iranyult két f6 csoportra hivta fel a figyelmet: ,, nulla uPA” és ,,nem nulla
uPA” értékek a konnyben. Ezen utdbbi csoport viselkedés mintazata fiiggetlen a terhességi
kortol, annak el6re haladtatol. Mindez feltételezhet6en arra utal, hogy az uPA vonatkozasaban
a konny lokalis forrassal is rendelkezik. Hasonldé kovetkeztetésekre jutottunk, amikor a
konnybdl szarmazo PAI-2 mintazatokat vizsgaltuk [205], és a konnymintak PAI-2-szintjeit
figgetlennek talaltuk a terhességi kortol, mig a vérmintakbol szarmazo PAI-2 szoros korrelaciot
mutatott a gesztacios korral.

A fentiek ismeretében terhesség kockdzati tényezonek tekinthetd a haze kialakulasa
szempontjabodl refraktiv sebészeti beavatkozast kovetéen, melynek elvégzése ilyenkor nem
javasolt [187], [261]. A refraktiv sebészeti beavatkozasok esetében minimum harom hénapot
javasolt varni sziilés ¢és/vagy szoptatds utan, mert a hormonalis valtozasok hatast
gyakorolhatnak a refrakcios hibakra €s a szaruhartya sebgyogyulasi folyamatéra is. Esetenként
azonban a varandos ndk szaruhartya miitéten eshetnek at trauma miatt, vagy a terhesség igen
korai, még nem azonositott szakaszaban [262], [263]. A terhesség soran bekdvetkezo
enzimatikus valtozasokrol szerzett ismeretanyag segitheti a cornedlis sebgyogyulasi folyamatok

pathomechanizmusanak pontosabb megismerését [264], [265].

OSSZEFOGLALVA: az uPA a kénny egyik normal komponense, melynek

crer

allatkisérleteink eredményei alapjan a refraktiv sebészeti mitéteteket kovetd korai
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posztoperativ szakban mért alacsony uPA aktivitas - természetes el6fordulas vagy gatlas utjan
- korrelaciot mutat a késéi posztoperativ iddszakban észlelt haze kialakuldsaval. A lokalisan
(szemcsepp) alkalmazott uPA alkalmasnak bizonyult a haze megel6zésére allatkisérleteinkben
PRK kezelést kdvetéen. Tanulmanyaink eredményei alapjan az uPA terdpias alkalmazésa a
sebgyogyulasi folyamatok szabalyozéasanak klinikai gyakorlatdban tovabbi kutatasokat igényel.
A refraktiv sebészeti beavatkozasokat esetenként kovetd haze kialakulasat elére jelezni jelenleg
nem tudjuk. A megfeleld dozisban (hatdsos €s biztonsagos) alkalmazott lokalis uPA kezelés
egeészséges szaruhartyakon is alkalmazhato, ezért profilaktikus alapt kezelése is felmeriilhet a
jovoben. A haze megeldzésére jelenleg nincsen elfogadott terapias lehetdség. Konvenciondlisan
elfogadott allaspont szerint a proteaz inhibitorok megfeleld sebgyogyulast eldsegitd anyagok.
Az uPA terapias alkalmazésa Ujszerti felfogés, melynek kiaknazasara tovabbi kisérletek, és

kontrollalt klinikai vizsgalatok elvégzése sziikséges.

5.1.5 A rekombinans plazminogén aktivator inhibitor-2 alkalmazasa a
szaruhartyafekélyek gyogyitasaban, allatmodellben

A PAI-2 hatasossagat vegyi sériilések gyogyitasaban - mint uPA inhibitor - rekombinans
modon eldallitva vizsgaltuk allatmodellben. Az igy alkalmazott fehérje eldallitasi technika
szamos gyartastechnologiai elényt hordoz. A fizids PAI-2 fehérje eldallitasakor a két segitd
szekvencia (His-tag és MBP) a fehérje tisztitas soran és a megfelelé fehérje foldingban is
segitségiinkre van, és a fehérjérol specifikusan le is valaszthatoak. Jelenlegi ismereteink szerint
munkacsoportunk elséként allitott el szemcsepp formaban alkalmazhat6 rekombinans fehérjét.

Allatmodellben bizonyitottuk, hogy a rekombinans PAI-2 fehérje hatdsos a vegyi
sériilések kezelésében, hatasosabb, mint az aprotinin szemcsepp alkalmazasa. A haze
stadiumaiban szignifikans kiilonbség volt megfigyelheté a kezeléseket kovetéen. Az altalunk
alkalmazott PAI-2 terapia csokkenti a kémiai sériilés utan kialakuld haze sulyossagat és
lehetdséget biztosit a gyorsabb gyodgyulasra.

A munkacsoportunk altal sikeresen termelt és tisztitott rekombinans PAI-2 fazids
fehérje tovabbi vizsgalatok utdn lehetOséget biztosithat a szaruhartyafekélyek gyogyitasanak

klinikai alkalmazasaban. Az eljarast szabadalmi oltalmi anyagunk védi [72], [207].

5.2 A diabétesz okozta szemszovodmények sziirése

A cukorbetegség a szervezet anyagcseréjének kronikus megbetegedése, melynek a
szovodményeként kialakulo DR, valamint esetenként a makulopéatia az aktiv életkorban
bekovetkezo latasvesztés leggyakoribb oka [266]. Idoben torténd felismerése €s kezelése a DR

¢s a makulopatia progresszidjat lassithatja, illetve javulhat a retina allapota. A fentiek
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ismeretében a diabéteszes paciensek iddszakos sziirése elengedhetetlen.

A cukorbetegek szamdnak ugrasszeri emelkedése ¢és a betegek hajlandosaga
sziirdprogramokban torténd részvételre, mely a szlrécentrumok leterheltségét jelentds
mértékben fokozza, felveti az igényt a normal (DR jeleit nem mutato) fundusfotok kisziirésére.
A szliréprogramok terheltsége a DR jeleit nem mutatd képek kivalogatasaval kb. 60-70%-ban
volna csokkentheté [267]. Munkank soran olyan eljarasokat igyekeztiink fejleszteni, melyek
alkalmasak lehetnek a diabéteszes paciensek eldsziirésére. Ezen feladat megvalositdsa harom
tanuld algoritmus alkalmazasan alapult, a felhasznalt adatféleségek tekintetében alapjaiban
eltéré modellek kidolgozasaval: 1) proteomikai adat alapu, i1) digitalis képfeldolgozas alapu, €s

1i1) kombinalt rendszer alap.

5.2.1 Konny proteomikai alapu sziirés

A DR potencialis biomarkereinek megtalalasa érdekében, a relevans szakirodalomat
attekintve szirtiik ki azokat, melyek egyéb klinikai korképekkel is Osszefiiggésbe hozhatdak
[139]. A vizsgalat fehérjék koziil kiemelendd a lakritin, lizozim, Ig k-lanc VIII, cisztatin SA és
prolaktin indukalt fehérje, melyek szemhéjszéli gyulladas esetén 50%-al alacsonyabb szintet
mutatnak [268] a konnyfilmben. kizarasi kritériumként szerepeltek tanulmanyunkban. Szaraz
szem szindroma esetén a prolaktin-indukalo fehérje, a lipokalin-1, laktotranszferrin és a lizozim
C szintjei csokkennek [269].

Irodalmi attekintéseink és sajat konnyproteomikai vizsgélataink eredményei alapjan a
szintjének valtozasai nincsenek kapcsolatban a szakirodalomban felsorolt és attekintett
gyakoribb koérképekkel, azonban specifikusan megjelennek DR-ban, mely alkalmassa teheti
6ket biomarkerként val6 alkalmazasra. A laktotranszferrin és Ig A szintjeinek megemelkedései
Osszefliggésbe hozhatéak az abnormalis érképzOdéssel, vérzéssel. A lakritinre sziikséges
tovabba a konnytermeléshez, valamint szamos sejttipus osztodasahoz, mely proliferativ
kornyezet kialakuldasahoz vezethet, és valdszinlileg hozzajarul a betegség progresszidjahoz
[266]. A lipokalin-1 lipid hordozé fehérje, amely képes megkdtni kis hidroféb molekulakat,
mint példaul a retinoid és retinsav [270]. A retinoidok megemelkedett szintje tobb retinoid- kto
fehérje [271] termel6déséhez vezethet. A megndvekedett szérum retinoid-koté fehérjérdl
[272], a szérum és fiivegtest apelin szintjeir6l [273] bebizonyosodott, hogy lehetséges

biomarkerek DR esetén.

A DR proliferativ szakaszdnak az eldrejelzése kritikus a latasélesség megmentése
szempontjabol. Proliferativ DR kialakuldsa II-es tipust DM esetén, a paciens kardiovaszkularis

betegségei szempontjabol is prognosztikus értékii, ezért fontos ezen paciensek nagy kockazata
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csoportba torténd atsoroldsa a kardiovaszkularis betegségek eléfordulasa szempontjabol is
[274].

A konnymintavétel gyors és olcs6é nem invaziv eljaras, mely akér rutinszeriien egyszeri
koriilmények kozott is elvégezheté. A konnyproteomikai vizsgalatokra onalloan alapozott
modellink azonban szenzitivitasi és specificitasi értékei alapjan nem alkalmas a klinikai
gyakorlatban torténd alkalmazasra. Ezen vizsgalatok azonban az els6k a maguk nemében, és
szamos lehetdség kindlkozik a modszer teljesitményének fokozasara. A tanuld adathalmaz
méretének novelése a tovabbi fejlesztésekhez nélkiilozhetetlen. Az alkalmazott MS/MS
modszertan jelenleg igen koltséges, azonban a technika fejléddésével a mérések kivitelezési

koltségeinek csokkenése varhatd, igy elérhetové valhat a klinikai rutin szamara is [275].

5.2.2 Informatikai alapu sziirés

A DR automatikus sziirését célz6 informatikai képfeldolgozd eljarasok, komoly
publikacidés multra tekintenek vissza. Ezek a modszerek igéretes teljesitményiik ellenére is
lassan terjednek a klinikai gyakorlatban, melynek hatterében elsdsorban a human
képolvasokhoz viszonyitott (alig) gyengébb szenzitivitasi és specificitasi mutatoi, valamint jogi
kérdések allnak.

Az automata vizsgalatok nagy eldnye, hogy a szoftverek az adott vizsgaldhelyen és adott
betegpopulacion stabilan hozzak a bedllitaskor mért teljesitmény értékeket, mig a human
vizsgalok eredményei szamos egyéni és szubjektiv tényezoktol fligghetnek [276]-[278]. Az
egyes fejlesztéi csoportok eredményeinek Osszehasonlitasa céljaval a University of lowa MA
detektor fejleszt6i versenyt szervezett (International Retinopathy Online Challenge), melyen
munkacsoportunk tagjai a legjobban teljesit6 algoritmus dijat szerezték meg 2010-ben [279].

A retinat érintd DR-ra jellemz0 elvaltozasok varidbilis megjelenése miatt az automata
rendszerek fejlesztése soran kifejlesztett algoritmusok olyan elvaltozasok detektalasara
fokuszalnak, amelyek konnyen leirhatéak, konzekvens megjelenésiick és érzékeny, korai
indikatorai a retinopatianak, mint példaul a MA. A MA a DR legkorabbi tiineteinek egyike, és
jelenléte nélkiil a diagnozis sem allithato fel [280], [281]. A MA mellett gyakoriak tovabba a
vilagos (fehéres/sargés) elvaltozasok detektdldsira és osztilyozéasara kidolgozott eljarasok
[282], [283].

Abramoff és mtsai tobbféle képfeldolgozas alapu modszertant kombinaltak. A
rendszeriik MA detektor mellett a bevérzések, a gyapottépésszerli gocok, és a kemény
exszudatumok jelenlétét detektilja egy 874 DM-ban szenvedd pacienseket tartalmazo
populdciébn. A modszertant irregularis 1ézidk (mint a nagy bevérzések, illetve a

neovaszkularizacio) felismerésére is felkészitették. Szenzitivitisa 96,8%-0S, azonban
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specificitasa 59,4%, mely a rendszer hasznalhatosagat sokaig jelentésen korlatozta [284].

Gotman és mtsai a negativ, normal képek elkiilonitését tiizték ki célul a képadatbazisbol
annak érdekében, hogy csokkentsék a human vizsgdlo altal attekintendé adatbazis méretét,
ezaltal a szlirés humaneréforras igényét. A kombinalt képfeldolgozas alapi modszert a MA
detektalasa mellett a foltszerli vérzések és exszudatumok azonositasara is kidolgoztak. Céljuk
a 100%-os szenzitivitas elérése volt, mely a specificitas értékeinek ,,felaldozasaval” parosult. A
modszertan  eldszlird  eljarasként alkalmazva a képek 26,4%-at (MA/foltszeri
vérzések/exszudatumok; Un. két-mez0s vizsgalat), illetve 38,1%-at (MA, makula centralt kép
vizsgalata) volt képes eltavolitani - mint biztosan negativat - a szlirésre keriild képadatbazisbol
[285].

5.2.3 Kombinalt sziirés

A DR sziirését szolgald kombinalt modszertanunk azon a hipotézisen alapult, hogy az
eltéré tipust adatforrdsokbol szarmazd informaciok kombinalt alkalmazasa a sziird
eljarasokban javitja a modell teljesitményét, mely meghaladja a csak egy adat tipura fokuszalo
modellekét.

A munkacsoportunk altal kialakitott eljarasok alkalmasak arra, hogy a proteomikai
adatokkal parhuzamosan egyéb adatféleségeket is bemeneti informacioként alkalmazzanak a
sziir6vizsgalatok soran. A bemeneti adatok széles skalan mozognak, az anamnesztikus klinikai
informacioktol egészen a képi anyagokig. A bementként alkalmazott adatféleségek szamanak
emelése — természetesen megfeleld kombinacidk esetén - az eljarads teljesitményét
szignifikdnsan fokozhatja. Kombinalt diagnosztikai modszertanokat mar alkalmaznak a sz{ird
eljarasok teljesitményének javitasara. Ilyen példaul az emlétumor sziirésére hasznalt genetikai
teszt (BRCA1 mutacid) és az MRI felvételek kombinacidja [286]. A képfeldolgozas és a konny
proteomikai alapti markereinekk sziirésben torténé alkalmazasa, alapjaiban teljesen eltérd
adatforrast reprezental, igy a DR-4s szemre nézve eltérd tipusu informéciot hordoznak, ezéltal
egymas hibainak kikiiszobolésére/javitasara lehetnek képesek.

A DR-szlirés altal (jelenleg) elérendd célértékek, a human vizsgalok altal elért 0,8-as
szenzitivitasi, és 0,95-0s specificitasi értekek. Kombinalt modelliink, elért eredményei 0,93-as
szenzitivitas és 0,78-as specificitas, melyek a human vizsgalok eredményességét kozelitik.

Modelliink legoptimalisabban a vizsgalni kivant fehérjék szamanak tovabbi
csokkentésével fejleszthetd, mely lehet6vé teheti az MS/MS modszertan egyszerii gyorstesztre
(bed-side kit) torténd kivaltasat. Ezen modszert6l egy igen/nem valaszt varnank a vizsgalat
soran feltett kérdésre. A sziir6vizsgalatokat ezaltal egyszerlibbé, gyorsabbd, ¢és

koltséghatékonyabba lehetne tenni. A DR sziirdvizsgalataként a konnyproteomikai alapt sziirés
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ugyan jelen formajaban, 6nalléan nem alkalmazhat6 eljards, azonban a képfeldolgozas-alapu
eljarasok teljesitményét jelentés mértékben fokozhatja [287]. Az eltéré tipusi bemeneti
forrasadatok egyiittes alkalmazasanak a predikci6 pontossagara gyakorolt kedvezd hatasat mas
irodalmi adatok is megerésitik [288], [289].

A kombinalt eljarés teljesitménye mindkét modelliink teljesitményét meghaladta, mely
feltételezhetden annak koszonhetd, hogy a két eltérd adatféleség egymastdl fiiggetlen, egymast
kiegészitd informaciot biztositott az osztalyozashoz. Teljesitmény mutatdi: szenzitivitasa 0,93;
specificitasa 0,78.

Az Abramoff és mtsai altal validalt rendszert a DR sziirésére 2018-ban hagyta jova az
FDA aklinikai gyakorlatban (ClinicalTrials.gov NCT02963441) [290]. A vizsgalat eredményei
alapjan az egészségligyi szolgaltatok szamara engedélyezésre keriilt a DR egyes stddiumainak

¢s diabéteszes makuladdéma szlirését szolgalo validalt mesterséges inteligencia alkalmazésa.

5.2.4 Potencidlisan alkalmazhaté j vizsgalo eljarasok a diabétesz
szemszovodményeienk sziirésében és kovetésében

5.2.4.1 In vivo konfokalis cornea mikroszkopia

Az emberi szaruhartya ¢érzé idegrostokban gazdag szovet, melyek a héaromosztati
agyideg (V. agyideg) és a felsé nyaki ganglionbdl eredd szimpatikus axonokbdl szarmaznak.
A stromalis idegrostok a szaruhartyat a limbusnal érik el, €¢s a Bowman membran penetracioja
elétt alakitjak ki a subepitelialis plexust [198]. Miutan szamos kisebb idegvégzddéssé
agazddik, a subbazilis idegi plexus beidegzi a cornedlis epitéliumot majd az V. agyideggé
alakul, melynek stirisége a szaruhartya centrumaban jelent6sebb, mint a periférian [198],
[291]. A szaruhartya idegrostrétege fontos szerepet jatszik a szemfelszin funkcionalis ¢és
morfologiai integritasanak megtartasaban [292], tovabba védod, és trofikus funkciokat (is)
szolgaltat.

Az in vivo cornealis konfokalis mikroszkopia (CCM): gyors, nem-invaziv szemészeti
képalkotasi technika, mellyel a szaruhartya sejtszintli valtozdsai nyomon kovethetéek
kiilonboz6 patologias korképekben [293], [294]. Széles korben alkalmazott a diabéteszes
neuropatia klinikai detektalasara [295], [296] és sulyossaganak meghatarozasara [297] felndttek
esetében, valamint a klinikai neuropatia kialakulasanak eldrejelzésére [298], [299], tovabba a

terapia utani gyogyulasi folyamatok kovetésére [300]. Korabbi tanulmanyok alapjan ismert,
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hogy mind az I-es, mind a ll-es tipusu cukorbetegségben a DR-ban nem szenvedé betegeknél
mar kimutathatoak a szaruhartya idegrostrétegében bekovetkezd valtozasok [301], [302].
Gyermekekkel, illetve serdiilokoruakkal kapcsolatosan korlatozottan lelhetdek fel ilyen
tipusi vizsgalati eredmények, longitudindlis vizsgalatot pedig elséként végeztiink fiatal
diabéteszes betegeken. Pacaud és mtsai nemrég kozolt tanulmanyukban, ismertetik az I-es
tipusi diabéteszes gyermekeken alkalmazott CCM vizsgalatuk jé reprodukalhatdsagn
elvaltozasokat kimutatni I-es és Il-e tipust diabéteszes betegeket CCM-el vizsgalva [304].
Hasonl6 eredményekkel zarultak Elhabashy és mtsai vizsgélatai, ahol OCT késziileket
alkalmaztak az idegrostréteg és a ganglion sejtréteg elvaltozasainak kimutatasara [305]. A
rezgeés erzéekelési kiiszob, tapintasi érzékelési tesztek - ma mar 6nmagukban alkalmazva nem

tekinthetéek elegendének [306], [307].

Eldzetes ismereteinkre alapozva mely szerint részben ismert az abnormalis cornedlis
idegrost morfoldgia feln6tt DM-ban szenvedd betegek esetében, minimalis neuropatia
jelenlétében, illetve annak hianyaban is [295], [297], [298] CCM vizsgalatokat végeztiink fiatal,
I-es tipusu cukorbetegeken. Széles korti cornedlis mikroszerkezeti valtozast mutattunk ki I-es
tipusu diabéteszes betegeken, mely DR esetén szignifikansan megvaltozott. DM esetén, mind
gyermek [308] mind felnétt [172], [302] vizsgalati csoportokban a bazalis epitélium, valamint
az endotél sejtek szama lecsokkent. Tanulmanyunkban a poszterior stroméaban 1évo keratocita
sejtstirliséget magasabb szamban detektaltuk I-es tipust diabéteszes betegeknél az egészséges
kontrollokhoz képest. Ezzel ellentétben, mas vizsgalok nem talaltak szignifikans kiilonbséget a
keratocita sejtszdmban a kontroll, és a Il-es tipusu diabéteszes beteg csoportokat
Osszehasonlitva [302]. A keratocitak felelések a stromalis extracellularis matrix fenntartasaért,
¢s kulcsszerepet jatszanak a szaruhartya sebgydgyuldsdban. Az inzulin felgyorsithatja a
cornealis stroma fenntartasat sebzést kovetden [309]. Korabban mar talaltak némi kiilonbséget
a normdl ¢és a diabéteszes keratocitak génexpresszidjaban a jelatviteli utvonalakkal
kapcsolatban. Ezek a megvaltozott jelatviteli utak talan nagyobb jelentdséggel is birnak, mint a
keratocitak sejtstirisége [310]. Tanulmanyunkban kimutattuk a cornealis idegrostrétegek
rendellenességeit (is): alacsonyabb szamu idegelagazddast és hosszlisagot taldltunk a fiatal
diabéteszes retinopatias betegekben, illetve mikroalbuminuriat, megerdsitve ezzel a kordbban
leirt eredményeket az I-es és a I1-es diabéteszes betegeknél [301], [302]. Tovabba, az automata
analizis segitségével a diabéteszes betegeknél kevesebb féidegrost elagazddasi pontot tudtunk

detektalni, megerdsitve ezzel a korai idegeldgazddasi pontok elvesztését, a nagyobb idegrost
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szélességgel és a tavolabbi dgak elvékonyodasaval dsszhangban [301], [302], [311]. Erdekes
modon a teljes idegrostteriilet hasonlé képet mutatott a kontroll és a diabéteszes betegek
esetében, feltehetden a fobb idegrostok korai relativ megkiméltsége, és az elagazddasok

szamanak csOkkenése kovetkeztében.

Kovetéses vizsgalatunk soran nem figyeltiink meg szignifikans valtozast a szaruhartya
epitél, keratocita és endotél sejtszamaban a 2 év alatt. Az idegrost morfoldgiat tekintve
szignifikans csokkenést tapasztaltunk a disztalis elagazoédasokban (NBD és NTBD) a DR-ban
nem szenvedd diabéteszesek kovetése soran, valamint ugyanilyen tendenciat észleltiink a DR-
ban szenved6 betegek proximalisabb elagazodasaiban (NFD) a 2 éves kovetés végére. Ezzel
Osszhangban korabbi szerzok a neurodegeneracio retrograd lefolyasat figyelték meg, amikor is
az inferior idegi elagazddasok hossza nagyobb mértékben csokkent, mint a centralis NFL [312].
Stem és mtsai az NFL paraméter jelentdsebb csokkenésérdl szamolt be TIDM soran, mint
T2DM-ben szenved6 paciensek esetén [313]. Tovabba megfigyelték, hogy T2DM esetén olyan

tobb tamadaspontu intervencid, amely a vérnyomas és testsuly mérséklését célozta meg, a

crer

Tanulméanyunk eredményei 0sszhangban vannak a korabbi publikalt ismeretekkel,
miszerint a cornealis idegrostok elvaltozasai dsszefiigghetnek a retinopatia jelenlétével, illetve
sulyossagaval. Tovabba els6ként dokumentaltuk fiatal diabéteszes betegek longitudinalis
vizsgalata soran észlelt korai €s progressziv cornealis idegrost morfologia karosodast.
Vizsgalataink eredményei alapjan a CCM alkalmas lehet az I- es tipusu diabéteszes betegek
szubklinikai allapotanak a vizsgalatara, a betegség korai stidiuméban torténd sziirési célzattal

torténo alkalmazasra.

5.2.4.2 Ultraszéles latoszogii pasztazo 1ézer oftalmoszkopia

Szdmos, a retinat érintd betegség (pl.: idOskori makuladegeneracid, diabéteszes
retinopatia) kialakulasa és korlefolyasa szempontjabol a kozépperiféria allapota mellett a
periféridan elhelyezkedd elvaltozdsok is kiemelkedd jelentdséggel birnak. Ezen korképek
esetében a perifériara lokalizalédo elvaltozasok vizsgalata és kovetése nélkiilozhetetlen a
megitélésében. A periféridk standard vizsgélata céljabol alakitottdk ki az un. hét-mezdji
fotodokumentéciok protokolljat, melynek koszonhetden a fundus kb. 75°-o0s latoszoge valik
lathatova [181]-[183]. A P200C AF (Optos, Dunfermline, UK) ultraszéles latoszogii pasztazo
1ézer oftalmoszkdp megjelenése azonban mar a retina 200°-os vizsgélatat is lehetové teszi

A P200C AF modell, 250 ms expozicids id6 alatt készit fotodokumentaciot, mely
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lehetdvé teszi a rossz kooperacios képességii paciensek vizsgalatat is, akar pupillatagitas nélkiil.
Ezen 0 képalkotd eljaras piros (633 nm) és zold (532 nm) 1ézerfényt hasznal, melyek egy nagy
konkav elliptikus tiikor felszinérdl tikkrozodnek vissza, és az igy 1étrehozott képek csak piros,
csak zold, vagy a piros-zold ,,hamis szinek” kombinacidjaban abrazoloédnak. A P200C AF az
ultraszéles 14tdszogl oftalmoszkop legujabb verzidja, mely kozos képalkotasi platformot
hasznal a retina széles korti rendellenességeinek dokumentalasara.

Az 10j képalkotd eljardsokat széleskorti alkalmazéasukat megel6zden, standard
modszereken alapulo széles korben elfogadott, és alkalmazott képalkotasi modszerekkel kell
Osszehasonlitani. Az ARM (idéskori makulopatia) és AMD (iddskori makuladegeneracio)
patologiai eltéréseinek osztalyozdsdra a nem sztereoszkopikus hagyomanyos digitalis
fundusfot6 (45°) megfelel6 mértékben érzékeny, megbizhato és standardizalt eljaras [315].

Az ultraszéles 1atoszogl (200°) pasztazo 1ézer oftalmoszkop digitalis fundusképeinek
Osszehasonlitsa ezért ezen hagyomanyos képalkotd eljarassal tortént a makula
vonatkozasaban, az ARM ¢és AMD vonatkozasu patoldgiai eltéréseken keresztiil, nemzetkozi
klasszifikaci6 alapjan [200]. Ismert tény tovabba, hogy a DR-ban els6ként megjelend
fundusképi elvaltozas a MA (10-100 um) [316] és az AMD-ben megjelend drusen méretileg
egymassal jol korrelal (kemény drusen <63 um, a kozepes méretii drusen méret 63-125 um)
[200]; igy a validaci6 a DR fundusképeinek szempontjabdl is értékes informaciokat hordoz.
Tanulméanyunk képanyagat, a reykjaviki szemészeti klinikai vizsgéalat nagyszamu beteganyaga
képezte. Vizsgalatunk az els6, mely a P200C AF verzidval foglalkozik, azonban el6z6 tipusat
(P200) mar hasznaltdk korabbi tanulmanyokban [317]-[320]. Ultraszéles latoszogi képeket
korabban nem alkalmaztak az ARM és AMD osztalyozasara, bar a makula patologiai

rendellenességeinek a jelenlétét mar korabban lejegyezték [321].

Vizsgalatunkban minden egyes szemrol készitett ultraszéles 1atdészoglh kép megfeleld
mindségli volt az osztalyozashoz, azonban kilenc hagyoméanyos kép nem felelt meg a kivant
kritériumoknak. A képek mindségi problémait elsdsorban a sziirkehalyog okozta torokozeg
homalyossag eredményezte, mely egyik ismert riziko tényezdje a cukorbetegség [322]; tovabba
a betegek pozicionalasi problémdi. A lézer alapu képalkotod eljarasokat kevésbé zavarja a
tor6kozegek homalyossaga [323], [324], igy képmindségiik mind az élesség, mind a kontraszt
tekintetében meghaladja a magas felbontasu digitalis képek mindségét. A képelemzdének
tisztdban kell lennie az alkalmazott modszer nagy mélységélesség eredményezte
miitermékekkel (pl.: szemhéjak, szempillak, uszkalo tivegtesti homalyok, intraokularis lencsék
optikdja €s haptikdja). Tovabba, az ultraszéles latoszog alatt késziilt kép az altalanosan

alkalmazott fehér fény megvilagitasa helyett zld és piros lézerfényt hasznélva jon 1étre, mely
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els6 ranézésre igen ismeretlen képforma az elemzd szadmara. Vizsgalati eredményeink alapjan
megfeleld képalkotasi technikaval és tapasztalattal minimalizalhato, illetve esetenként teljes
mértékben kikiiszobolhetéek ezen aspektusok. Az ultraszéles 1atdszog alatt alkalmazott 1ézer
alapu technika tovabbi elonye, hogy a kamera konnytszerrel mozgathatd és igy a paciens
mozgatasara nincsen sziikség, mely igazi elény az id6sebb populdcioé vizsgalatdban. Ezen
képalkotd eljards rutinszertien nem igényel pupillatagitast, bar nehezen kooperald beteg
esetében a képmindséget jelentdsen javithatja.

Tanulményunk azonos fenotipusokra vonatkoztatva nagyon magas egyezést mutatott a
vizsgalt képi modalitasok kozott. A P200C AF ultraszéles 1atoszogii oftalmoszkop altal készitett
képek megbizhatoan alkalmazhatoak a szemfenéki elvaltozasok detektdlasara és az
elvaltozasok meghatdrozasara. A képolvasok egymdéshoz viszonyitott és a képolvaso
onmagahoz viszonyitott variabilitdsa alacsony volt (magas egyezés) mindkét képalkoto eljaras
esetén. Annak ellenére, hogy a képelemzOknek nem 4allt hosszas tanuldsi periddus
rendelkezésiikre a P200C AF képalkoto altal készitett fundusfotok interpretalasara, kelld
mértekll ismereteket szereztek a kiilonféle 1€ziok azonositasdhoz és az artefaktumok
elkiilonitéséhez. A két képalkoto eljaras altal készitett, és a képelemzok altal osztalyozott
fundusfotok egyezése magas volt, kiugrd K értékekkel. Kivételt azon esetek képeztek, ahol tul
kevés kategoria allt rendelkezésre az 6sszehasonlitashoz. A képelemzés kezdeti szakaszaban, a
kis kemény drusenek azonositasa okozott nehézséget (elsdsorban), melyet feltételezhetden a
drusen ¢és a pixel méretek kozotti hasonlosdg eredményezett az ultraszéles latoszogl
oftalmoszkop altal készitett képeken. Ezt tiikrozi az alacsonyabb egyezés és K érték. Az AMD
korai jele lehet a RPE Kis hiper-, és hipo-pigmentacidja, azonban a pigment abnormalitasok
osztalyozasa nehéz digitalis képeken, melyet jelen tanulmanyunk is igazolt. Sem a
hagyomanyos, sem az ultraszéles 14t6szogii képalkot6 eljarassal nem késziiltek olyan mindségii
fundusképek, hogy a kis pigment elvaltozasokat megbizhatéan osztadlyozhassuk.

A makula vizsgalata soran végzett, hagyomanyos (45°) és ultraszéles 1atoszogli (200°)
digitalis képek osztilyozéasa szignifikans egyezést mutatott az altalunk vizsgalt elvaltozasok
eseteiben. Ezen vizsgalat a jovébeni alapjat képezi az ultraszéles 1atoszogli képek periférikus
retinalis elvaltozasainak elemzéseinek, melyek korabban fel nem ismert rendellenességeket
tarhatnak fel a retina periféridjan, tovabba hozzajarulhatnak a kiilonb6z6 korképek (pl. AMD

¢és DR) kialakulasanak és patologiai rendellenességeinek megértéséhez.
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6 UJEREDMENYEK

6.1 A szaruhartya sebgyégyulasi folyamatainak vonatkozasaban

Megallapitottuk, hogy a szaruhartya refraktiv 1ézerkezelését kovetd sebgydgyulasi
folyamatok sordn a paciensek konnymintainak urokindz uPA szintje jellegzetes
mintazatot mutat a korai posztoperativ idészakban, és ez a mintazat szignifikansan
kiilonbozik normal, illetve komplikalt sebgydgyulas (haze) soran, mely utobbirdl
igazoltuk, hogy szerin proteindz inhibitor alkalmazasaval indukalhato.

Igazoltuk az allatmodell és a huméan konnymintdk uPA mintazatanak hasonlosagat —
normadl, illetve komplikalt sebgydgyulas esetén - €s bizonyitottuk, hogy a nyul kivalo
modell a cornedlis sebgyogyulasi folyamatok tanulmanyozasara, mikdzben vemhessége
a posztoperativ haze kialakuldsanak valoszinliségét jelentés mértékben fokozza. A haze
kialakulasat egyarant eredményezheti az uPA csokkent expresszidja és/vagy a PAI-2
emelkedett koncentracioja, és szignifikansan csokkenthetd kialakulasi valoszinlisége az
uPA lokalis (szemcsepp) potlasaval.

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

kovetden alkalmazva csokkenti a haze sulyossagat.

6.2 A diabétesz okozta szemszovodmények sziirésének vonatkozasaban

Elséként azonositottuk a DR-ban szenvedd betegek konnyfilm-rétegében megjelend
specifikus fehérjéket és izolaltuk koziiliik azokat, amelyek a konnybdl torténé DR
szlirésére potencidlisan alkalmazhatdak, valamint igazoltuk, hogy az automatizalt
sziréprogramok kombindldsa a konny-proteomikai elemzéssel javithatja a
sziréprogramok taldlati pontossagat.

Kombinalt eljarasunk vizsgalati koriilmények kozott elérte 0,93-as szenzitivitas és 0,78-
as specificitas értékeit, mely kozeliti a human vizsgalok sziirési célértékeit (0,80-as
szenzitivitas és 0,95-as specificitas).

In vivo cornedlis konfokalis mikroszkopiaval 1-es tipust diabétesz mellituszban
szenvedd fiatalok szaruhartydinak vizsgélatakor morfologiai eltéréseket allapitottunk
meg, amelyek Osszefliggést mutattak a retinopatia jelenlétével, illetve stlyossagaval.
Tovéabba, elséként dokumentaltuk fiatal diabéteszes betegek longitudinalis vizsgalata
soran a korai és progressziv cornealis idegrost morfologia karosodasat.

A makula vizsgalata soran végzett, hagyomanyos (45°) és ultraszéles 1atoszogli (200°)

digitalis képek osztdlyozasa szignifikdns egyezést mutatott az Aaltalunk vizsgalt
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elvaltozasok eseteiben. Ezen vizsgélat a jovObeni alapjat képezi az ultraszéles 1atoszogli
képek periférikus retindlis elvaltozasainak elemzéseinek, melyek korabban fel nem
ismert rendellenességeket tarhatnak fel a retina periféridjan, tovabba hozzajarulhatnak
a kilonb6z6 koérképek (pl. AMD és DR) kialakulasanak és patoldgiai

rendellenességeinek megértéséhez.

7 AZ EREDMENYEK GYAKORLATI JELENTOSEGE

7.1 A szaruhartya sebgyogyulasi folyamatainak vonatkozasaban

Eredményeink koziil a szaruhértya refraktiv 1ézersebészeti beavatkozasat kovetden a klinikai

gyakorlataban kozvetleniil is hasznosithatonak az alabbiakat gondoljuk:

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

Az uPA lokalis (szemcsepp) potlasa csokkentheti az esetenként kialakuld posztoperativ
haze valosziniiségét.

Az éaltalunk szabadalmaztatott eljarassal eldallitott rekombinans PAI-2 fuzids fehérje
tovabbi allatkisérletes ¢s klinikai vizsgalatok utan lehetdséget biztosithat

szaruhartyafekélyek gyogyitasaban torténd felhasznalasara a klinikai gyakorlatban.

7.2 A diabéteszes szemszovodmények sziirése vonatkozasaban

Eredményeink koziil a diabétesz sziirésében, a klinikai gyakorlatban kozvetleniil is

hasznosithatonak az alabbiakat gondoljuk:

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

Az in vivo konfokalis mikroszkopia alkalmas az |- es tipusu diabéteszes betegek,
szubklinikai allapotanak a vizsgélatara, a betegség korai staddiumaban torténd sziirésére,
valamint az 0j terdpids modalitasokbol szdrmazo egészségnyereség monitorozasara.

A P200C AF ultraszéles latoszogli pasztazd lézer oftalmoszkép (OPTOS PLC,

Dubfermline, UK) altal készitett fotddokumentaciok a ,,gold standard“ hagyomanyos
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kamera (45°) rendszerek altal készitett képeknek megfeleltethetdek és alkalmazhatoak

rutin klinikai ellatasban.
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8 KOSZONETNYILVANITAS

Szeretném koszonetemet kifejezni egykori fonokomnek ¢és mentoromnak, Berta Andras
Professzor Urnak, hogy bevezetett a konnykutatas témakorébe és a szemészeti szakma szépségeibe,
hasznos tanacsaival segitette mind kutatéi mind szemészeti palyafutdsom. Biztatott az egyetem egyik
elso spin-off cégének 1étrehozasaban, és 0sztonzott arra, hogy ez az értekezés 1étrejdjjon.

Kiilon koszondm Tézsér Jozsef Professzor Urnak, a Biokémiai és Molekularis Biologiai Intézet
igazgatojanak a laboratoriumi munka csodaival valé megismertetést, hasznos tanacsait, mellyel
mindvégig segitette kutato munkdinkat. Kiilon koszondm, hogy spin-off cégilink létrehozasdban és
miukodtetésében mindvégig tdamogatott kitartdé munkajaval. A nehézségek soran mellettem allt, Gjabb és
ujabb palyazatok benyujtasara biztatott, melyek megvalositasaban elengedhetetlen segitséget nyujtott.

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

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

A kénnymintak proteomikai vizsgalataiért Csész Evanak a Proteomika Szolgéltaté Laboratorium
vezetdjének tartozom koszonettel, és halds vagyok a sorsnak, hogy munkdink egyre szorosabban
fonodhattak Ossze az évek soran. Nagy megtiszteltetés szamomra, hogy kozosen alapithattuk meg a
proteomikai munkacsoportunkat ¢és konnykutatiasaink ezaltal egyre szélesebb korti proteomikai
platformra helyezddtek.

Ko6szonom Hajda Andrasnak, az Informatikai Tanszék igazgatojanak, hogy érdekléodésemet a
cukorbeteg paciensek fundusképéinek elemzését illetden informatikai sikra terelte, és az altalunk
tanulmanyozott két kutatasi teriiletet 6sszefonva is vizsgalhattuk.

Ezen vizsgalatok 0sztonzésében kiemelt tamogatdst kaptunk egykori fonokomtdl, Petd Tiinde
Professzor Asszonytdl (Ophthalmology Department, Queen’s University, Belfast), akinek barati
koszonettel tartozom a diabéteszes retinopatia sziirésébe torténd bevezetésért.

Halas vagyok Szalai Eszter kollégandmnek, hogy érdeklédésemet a szemfenéki képek
vizsgalatairol a szaruhdrtyara irdnyitotta, és kozos kutatasainkat szakmai tudasaval segitette eld.

Koszondm a Debreceni és a Pécsi Szemklinika, a Debreceni Biokémiai és Molekularis Biologiai
Intézet, a Proteomika Szolgéltaté Laboratérium, az Informatikai Kar, Kutatocsoportunk, Tarsszerzéim,
PhD hallgatéim, és az InnoTears Kft. valamennyi dolgozo6janak tdmogatasat, hasznos tandcsaikat,

sokoldalu szakmai tdmogatdsukat.
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Végezetiil, de nem utolsé sorban mindenek felett halas vagyok sziileimnek, hogy feltételek nélkiil
tamogattak palyafutdsom soran és mindvégig mellettem élltak az élet nehéz pillanataiban. Ezen batoritas
¢s tdmogatas eredménye ez a munka is. Koszondm csalddomnak, férjemnek és gyermekeimnek, hogy

szeretetilkkel mindvégig mellettem alltak.
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T anyos és oktatasi kizlemények - Sza’"’,‘ — ""’“k°za5.f’k1
Osszesen Részletezve Fiiggetlen Osszes

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

Il. Konyv 1 — - -—
a) Szakkonyv, kézikonyv, tankény okeént 0 — -— -—
idegen nyelvii - 0 0 0
magyar nyelvii -— 0 0 0
aa) Felsooktatasi tankényv -— 0 0 0
b) Szakkﬁpyy, kézikonyv, konferenciakétet, tankonyv 1 = - o

it

idegen nyelvii -— 0 -— -—
magyar nyelvi -— 1 —— -—
bb) Felsdoktatasi tankényv -— 0 - -

Ill. Konyrészlet 2 — -— -
idegen nyelvii -— 0 0 0
magyar nyelvii -— 2 0 0
cc) Felsooktatasi tankonyvfejezet -— 0 0 0

IV. Konferenciakézlemény? 6 g 42 53
Oktatasi kbzlemények 6sszesen (ll.aa,bb-11l.cc) -— 0 0 0
Tudomanyos kézlemeények 6 (1-IV.) = 54 485 571
Tudomanyos és oktatasi kazlemények 6 ) (FIV.) 54 = 485 571

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

V1. Hivatkozott absztraktok® 1 = 1 1

Osszes hivatkozas' e Fac 486 573

Hirsch index® 16 - o -

lg index® 24 - - -

Specialis tudomanymetriai adatok Szama |Osszes hivatkozas

Elsé szerzés teljes folyoiratcikkek szama? 12 74

Utolsé szerzés teljes folyoiratcikkek szama? 9 96

|A tudomanyos fokozat (PhD) elnyerése utani (2002) teljes 39 467

tudomanyos folyoiratcikkek szama

Az utol§6 10 év !'2010'- 20?0) tudqményos, teljes, lektoralt 3 403

tL foly6ir szama

A i e e

szama (az osszes hivatkozas szazal ékaban) 98 16,75%

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

rendszerben

[Jelentés, guideline 0 0

Csoportos (multicentrikus) kozleményben kollaboraciés o o
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Megjegyzések:

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

lektoralt, tudomanyos folydiratban

a szerzo6 irasban nyilatkozik, hogy érdemi szerzoi hozzajarulasaval késziiltek szerzokeént jegyzett kozleményei, és az érdemi hozzajarulast
dokumentalni tudja

konferenciakozlemény folyoiratban, konyvben vagy egyéb konferenciakétetben

nem-hivatkozott absztrakt itt nem kerill az ésszesitésbe

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

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

LN =

NOoO O

n.a. = nincs adat
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