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ROVIDITESEK JEGYZEKE

Amennyiben a magyar kifejezést az Orvosi Helyesirasi Szotar
tartalmazza vagy elterjedten hasznalt, az angol feloldast nem
tiintettem fel, ahol nincs magyar megfeleld, ott csak az angol verzié
szerepel.

ABC: avidin-biotin-tormaperoxidaz komplex

AITC: allyl-izotiocianat

AM: acetoxi-metil-észter

ANOVA: variancia analizis (analysis of variance)

ASIC: sav-érzékel6 ioncsatornak (Acid-sensing ion channel)

ATP: adenozin-5'-trifoszfat (adenosine triphosphate)

BDNF: agyi eredetli ndvekedési faktor (brain-derived neurotrophic
factor)

CCT: centralis szaruhartya vastagsag (central corneal thickness)
CED: Cambridge Electronic Design

CGRP: kalcitonin gén-rokon peptid (Calcitonin gene-related peptide)
CMC: karboximetil-celluloz

CsA: ciklosporin A (cyclosporine A)

DAB: diaminobenzidin

DAMP: damage-associated molecular patterns

DED: szaraz szem betegség (dry eye disease)

DEWS: dry eye workshop

EGTA: egtazinsav

CCD: charge-coupled device

FDA: Elelmiszer és Gyogyszer Engedélyeztetési Hivatal (Food and
Drug Administration)

FM  1-43: N-(3-Triethylammoniumpropyl)-4-(4-(Dibutylamino)
Styryl) Pyridinium Dibromide

GAP43: growth associated protein-43

GTP: guanozin-5’-trifoszfat (guanosine-5'-triphosphate)

HA: hialuronsav (hyaluronic acid)

HBSS: Hanks' Balanced Salt Solution

HEPES: 4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazineethanesulfonic acid
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HLA: human leukocita antigén (human leukocyte antigen)

HP: hidroxipropil

HPMC: hydroxypropyl methylcellulose

HRT: Heidelberg Retina Tomograph

HTC: magas kiiszobli hideg receptor (high threshold cold receptor)
IL: interleukin

IVCM: in vivo konfokalis mikroszkopia (in vivo confocal microscopy)
KC: keratoconus

LFA-1: lymphocyte function-associated antigen 1

LTC: alacsony kiiszobli hideg receptor (low threshold cold receptor)
MGD: Meibom-mirigy diszfunkcié (Meibomian Gland Dysfunction)
NEI: National Eye Institute

NGF: idegi ndvekedési faktor (nerve growth factor)

NI-BUT: non-invaziv konnyfilm felszakadasi id6 (non-invasive
break-up time)

NIH: National Institute of Health

NTS5: neurotrophin-5

NTI: idegvégzddési impulzus (Nerve Terminal Impulse)

OSDI: Ocular Surface Disease Index

OTC: vény nélkiil kaphato (over the counter)

PB: foszfat puffer (Phosphate Buffer)

PC: személyi szamitogép (personal computer)

PE: hatso elevacio (posterior elevation)

PVA: polivinil-alkohol

PVP: polivinil-pirrolidon

RCT: randomizalt kontrollalt tanulmény (Randomized Controlled
Trial)

SEM: standard hiba (standard error of mean)

SP: P-anyag (substance P)

TFOS: konnyfilm és szemfelszini tarsasag (Tear Film and Ocular
Surface Society)

TG: trigeminusz ganglion (trigeminal ganglion)

THCT: legvékonyabb ponton mért szaruhartya vastagsag (Thinnest
Corneal Thickness)



TRPAI: tranziens receptor potencial ankyrin (Transient Receptor
Potential Ankyrin)

TRPVI1: tranziens receptor potencial vanilloid (Transient receptor
potential vanilloid)

TRPMS: transient receptor potential cation channel subfamily M
(melastatin) member 8

TTX: tetrodotoxin (tetrodotoxin)

TUJ: anti-beta-Tubulin III antibody

VAS: vizualis analog skala



1. ELOZMENYEK ES IRANYVONALAK

Szemészeti  szakképzésemet  1999-ben  kezdtem a  Pécsi
Tudomanyegyetem Szemészeti Klinikajan €s a rezidensképzés mellett
a Farmakologiai Intézetben folytattam kisérletes kutatasokat, amelyek
eredményeként 2005-ben PhD fokozatot szereztem ,, Gyulladdsos
folyamatok morfologiai és funkcionalis vizsgalata konnytermelési
zavarok és idoskori makuladegeneracio esetén” cimmel. Klinikai
tapasztalataim soran hamar nyilvanvaléva valt, hogy a paciensek
jelentds része szenved a szaraz szem szindroma tiineteitdl, mely
betegség mind diagnosztikai, mind terapias szempontbol komoly
kihivast jelent. A szubjektiv panaszok és az objektiv diagnosztikai
eredmények kozotti viszonylag gyenge korrelacid tovabb 0sztonzott
arra, hogy kutatdsaim a széraz szem betegség patofiziologidjanak
részletesebb megértésére iranyuljanak, hozzdjarulva a tlinetek
eredetének megértés¢hez és a kezelés hatékonysaganak javitasdhoz.
Kozel egy évtizednyi klinikai és kutatasi tevékenységet kovetden,
2009-ben lehetéségem nyilt posztdoktori Marie-Curie 6sztondijjal egy
évet tolteni az alicantei Idegtudomanyi Kutatointézetben, Carlos
Belmonte professzor iranyitasa mellett. Ezen iddszak alatt egy
kisérletes allatmodellt dolgoztunk ki, amely a szemszarazsag
szaruhartyai érzéidegekre gyakorolt hatdsait vizsgalta. A hazatérést
kovetéen az ott elsajatitott alapkutatdsi modszereket klinikai
vizsgalatokban igyekeztem hasznositani, eldsegitve a transzlacios
kutatas szemléletének integralasat a szemészeti gyakorlatba. Ez a
kétiranyu, az alapkutatast és a klinikumot 6sszekapcsold megkozelités
olyan komplex gondolkodasmoédot alakitott ki bennem, amely
elosegitette a megfeleld kutatdsi kérdések megfogalmazasat és a
vizsgalatok modszertani optimalizalasat. E folyamat eredményeként
valasztottam a szaraz szem betegség mechanizmusainak kutatasat
doktori értekezésem kozponti témajaul. Kiilon 6rom szamomra, hogy
az alicantei kutatdintézettel kialakitott szakmai egylittmiikodés
mindmaig aktiv, és az évek soran tobb fiatal kutatd is csatlakozott
ehhez a munkahoz. Meggy6zddésem, hogy bar a terapias innovacid



gyokerei tovabbra is az alaptudomanyos felfedezésekben rejlenck,
elengedhetetleniil fontos a klinikus kutatok szerepe abban, hogy e
felismerések a laboratéoriumbol a betegellatds mindennapi
gyakorlataba Atiiltetheték legyenek. Orommel tdlt el, hogy
kutatasaimmal  hozzdjarulhattam a  Belmonte  professzor
munkacsoportja altal kifejlesztett AVX-012 molekula gyakorlati
hasznositasahoz, amely TRYPTYR néven (0,003% acoltremon
ophthalmic solution) 2025 majusdban az FDA engedélyét is
megkapta, mint az els6 TRPMS receptor-agonista szemcsepp a szaraz
szem betegség tlineteinek enyhitésére. Emellett kiilon szakmai
elismerés szamomra, hogy kutatdsaim bekeriiltek a 2026-ban
megjelend Szemészet tankonyv leglijabb kiadasaba.
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2. BEVEZETES

2.1. A SZARAZ SZEM BETEGSEG EPIDEMIOLOGIAJA
ES ETIOLOGIAJA

A szaruhartya optimalis védelméhez, taplalasdhoz és a jo latasélesség
fenntartasdhoz elengedhetetlen az ¢ép konnyfilm. A tobbrétegi
konnyfilm termelésében a f6- és jarulékos konnymirigyek, tovabba a
Meibom- ¢és kehelysejtek egyiittesen vesznek részt. A lipidréteg
csokkenti a parolgast, a vizes réteg adja a konnyfilm legvastagabb
részét, mig a mucinosus réteg biztositja a stabil adhéziot a szaruhartya
felszinéhez. Minden pislogds soran egy 1j, homogén konnyréteg
oszlik el, amely fenntartja a szemfelszin optikai és védelmi funkciojat.
A konnyfilm termelése és eloszlasa reflexes szabalyozas alatt all; e
folyamat barmely komponensének karosodasa a szemfelszin
integritasat és mukodését veszélyezteti. A prekornedlis konnyfilm
mechanikai ¢és immunologiai védelmet biztosit, mikdzben a
szaruhartya szenzoros idegvégzddései révén a kornyezeti ingerekre
gyors, reflexes valaszok alakulnak ki. A cornealis idegek nemcsak
érz6funkcidval birnak, hanem neurotranszmitterek és ndvekedési
faktorok révén trofikus hatdst is gyakorolnak, eldsegitve a ham
regeneraciojat ¢és szerkezeti épségét. A konnytermelés zavarai és a
szaraz szemhez tarsuld panaszok eléfordulasa vildgszerte ndvekszik,
részben a populaci6 oOregedése, részben a modern életmodhoz
(kontaktlencse-hasznalat, tartos képerny6idd) kapcsolodo kdrnyezeti
tényezOok miatt. A leggyakoribb tiinetek kozé tartozik a viszketés,
szard vagy idegentest-érzés, homalyos latas, szemvordsség ¢és
fényérzékenység. Epidemiologiai adatok szerint a betegség
prevalencidja Europaban és az Egyesiilt Allamokban 14—18%, mig
egyes azsiai populacidkban meghaladhatja az 50%-ot. A szaraz szem
betegség fogalma az 1990-es évektdl kezdédden fokozatosan boviilt:
a konny mennyiségi és mindségi eltéréseire fokuszaldo megkozelitéstol
eljutott a multifaktorialis eredet elismeréséig, amelyben a gyulladasos
és neuroszenzoros komponensek egyarant kozponti szerepet
jatszanak. A jelenleg elfogadott definicio szerint a szaraz szem a
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szemfelszin multifaktorialis betegsége, amelyet a konnyfilm
homeosztazisanak elvesztése jellemez, szemészeti tiinetekkel és a
konnyfilm instabilitdsaval, hiperozmolaritasaval, gyulladassal és
neuroszenzoros rendellenességekkel.

2.1.1. A szaruhdrtya érz6 beidegzése és  szerepe a
kénnytermelésben

A szemfelszin szenzoros beidegzésének vizsgalata elsdsorban a
szaruhartydra Osszpontosit, amely az emberi szervezet egyik
legstirlibben beidegzett strukturdja. A szaruhdrtya idegei a nervus
trigeminus  ganglionjanak  kiilonb6z6  neuronpopulacioibol
szarmaznak, amelyek eltérd ingeriiletmintazattal, ioncsatorna- és
receptor-expresszios profillal rendelkeznek. Funkcionalis jellemzésiik
alapjan harom f6 altipus kiilonithetd el: polimodalis nociceptorok,
mechanonociceptorok ¢és hidegérzékeld neuronok. A polimodalis
nociceptorok, amelyek a szaruhartyai idegek mintegy 70%-at képezik,
termikus, kémiai ¢és mechanikai ingerekre is reagalnak.
Miikodésiikben tobb transzdukcids csatorna vesz részt, elsésorban a
TRPV1 ¢és TRPAI, tovabba ATP- és protonérzékeny ASIC- és
P2X-csatornak is szerepet jatszanak. Axonjaik gazdagon elagazd
halozatot alkotnak, és neuropeptideket, példaul CGRP-t és P-anyagot
expresszalnak. A mechanonociceptorok a rostok 10—15%-at adjak, és
kizarélag mechanikai hatdsokra aktivalodnak. Jelatviteliikben donto
szerepe van a Piezo2-ioncsatorndknak. Periférids végzodéseik
egyszerti, diszkrét szerkezetiek, a ham legfels6 rétegeiben
helyezkednek el. A szaruhartya idegeinek fennmarado 10-15%-at a
hidegérzékelé neuronok alkotjak, amelyek TRPMS-csatornakat
expresszalnak, ¢és érzékenyek a homérséklet-, illetve az
ozmolaritas-valtozasokra. E sejtek tonusos aktivitdsa kulcsszerepet
jatszik a konnytermelés és a pislogas reflexes szabdlyozasaban. A
hidegérzékelok két {6 alosztalyra, az alacsony (LTC) és magas
kiiszobti (HTC) termoreceptorokra oszthatok. Az utdbbi csoport
TRPVI1- ¢és Navl.8-expresszidja bizonyos hasonldésdgot mutat a
polimodalis nociceptorokéval, ami funkcionalis atfedéseket jelez a
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szenzoros valaszmechanizmusokban. A kiilonbdzé ioncsatorndk és
ligandfiiggd receptorok Osszehangolt mukdodése biztositja az
ingeriiletképzést ¢és tovabbitast, amely a szemfelszin védelmi
reflexeinek, érzékenységének ¢és homeosztatikus szabalyozasanak
alapjat képezi.

2.1.2. A szaruhdrtya idegek morfologiai viltozdsai szdraz szem
betegségben

Szamos in vivo konfokalis korneamikroszkopias (IVCM) vizsgalat
elemezte a szaraz szem betegségben szenvedok szaruhartya-
ideghalozatat, mely modszer jol alkalmas az idegek vizualizalasara és
az innervacios valtozasok klinikai értelmezésére. Az eredmények
azonban nem egységesek: a legtobb tanulmany a szubbazalis
idegstirtiség csokkenését irta le mind Sjogren-, mind nem-Sjogren-
tipusu szaraz szemben, ami a cornealis €rzékenység csokkenésével
fiigghet 0ssze. Mas kutatok viszont nem taldltak kiilonbséget, sot
néhany vizsgalat idegsliriség-novekedést mutatott, ami a
hiperszenzitivitdst magyarazhatja. A kiilonbségek foként a betegség
sulyossagaban és a gyulladas mértékében mutatkozé eltérésekbol
adodhatnak, amelyek eltérd degeneracids és regeneraciés mintakat
eredményeznek. Ugyanakkor tobb kutatds igazolta az IVCM-
elvaltozasok ¢és a klinikai tlinetek kozotti kapcsolatot. Egy klinikai
vizsgalat azt is bizonyitotta, hogy csak a kozel normalis idegstrtiségii
betegek reagaltak kedvezden miikonny terdpidra, mig az alacsony
idegstirliségliecknél nem mutatkozott javulds, ami magyarazhatja a
terapias valasz nagymeértékii egyéni kiilonbségeit.

2.1.3. A szauruhdrtya idegek funkciondlis valtozdsai szdraz szem
betegségben

A széraz szem betegség multifaktorialis korkép, amelynek
legjellemzdbb tiinete a kellemetlen szemfelszini érzés. A betegek
leggyakrabban €gd, szurd érzésrél, diszkomfortrol és fajdalomrol
szamolnak be. Bar szdmos vizsgalat kimutatta a szaruhartya idegeinek
morfologiai eltéréseit, ezek szerepe a szubjektiv panaszok
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kialakulasadban még nem teljesen tisztazott. A kronikus gyulladas
okozta idegkarosodas és az azt kovetd regeneracio hiperalgéziahoz
vagy allodinidhoz vezethet, amelyek neuropatias fajdalomformak, és
amelyekben a szemfajdalom mértéke aranytalanul meghaladja a
klinikai jeleket. A panaszok olykor objektiv eltérések nélkiil is
megjelennek, ami preklinikai szaraz szem allapotra utalhat, ezért
ezeknél a betegeknél fontos a tiinetek korai enyhitése és a progresszio
megelozése. A masik végletet az olyan betegek jellemzik, akiknél
sulyos morfologiai idegkarosodas ellenére nincsenek jelentds
panaszok. Ezt valdszinilileg a szaruhartya csokkent érzékenysége
magyarazza, amely a tartdosan fennallo szaraz szem betegség
kovetkezménye lehet.

2.1.4. A szaruhdrtya érz0 idegei és szdraz szem panaszok
keratoconusban

A corneat érinté biomechanikai korképek k6z¢ tartoznak az ektaziaval
jérod betegségek, melyek leggyakoribb forméja a keratoconus. Ez egy
kétoldali, progressziv szaruhartya-elvékonyodassal és
elédomborodassal jaro allapot, amely myopiat €és astigmiat okoz.
Patogenezisében genetikai, biokémiai és biomechanikai tényezdk
egyarant szerepet jatszanak.

A keratoconus gyakran jar szaraz szem panaszokkal, mivel a
szaruhartya szabalytalan felszine rontja a konnyfilm eloszlasat,
csokkenti annak stabilitasat és fokozza a péarolgast. Tobb tanulmany
megerdsitette, hogy ezeknél a betegeknél a konnyfilm instabilabb és a
szemszarazsag tiinetei stilyosabbak. A keratoconus és a szaraz szem
kozott fennalld gyulladasos kapcsolatot alatdmasztja, hogy a
ciklosporin A lokalis alkalmazasa csokkenti az MMP9, IL-6 és TNF-a
szintjét, valamint javitja a szaruhartya topografids paramétereit.
Mindez arra utal, hogy a gyulladdsos folyamatok szinergikusan
erOsithetik a keratoconus progresszidjat. A modern képalkotas
megjelenése eldtt a keratoconusos szaruhartya-idegekrol kevés adat
allt rendelkezésre, és elsdsorban azok prominens megjelenését irtak le
réslampaval. In vivo konfokalis mikroszkopidval azonban a
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szubbazalis és stromalis idegek csokkent stirliségét és abnormalis
morfologiajat mutattak ki, amit szovettani eredmények is
megerodsitettek. Nem tisztazott, hogy ezek a valtozasok primer vagy
szekunder eredetlieck. Bar a legtobb tanulmany a keratoconusos
betegek csokkent szaruhartya-érzékenységét igazolta, kevés adat all
rendelkezésre a kiilonbozé szenzoros idegrostok funkciondlis
érintettségérol. E  kérdések tisztdzasa hozzdjarulhat annak
megértéséhez, hogy az idegkarosodas milyen modon kapcsolodik az
érzészavarokhoz és a konnytermelés romlasahoz, ezaltal a szaraz szem
tiineteinek patofizioldgiajahoz.

2.1.5. A szdraz szem kezelési lehetoségei

A szaraz szem terapids megkozelitése az elmult évtizedek soran
jelentés szemléletvaltason ment keresztiil. Kordbban a korképet
elsésorban a csokkent konnytermelés kdvetkezményének tekintették,
ezért a kezelés kozéppontjaban a kiilonféle mikonny készitmények
alltak. Stlyosabb esetekben kiegészitoként gyulladascsokkentd
gyogyszereket is alkalmaztak a szemfelszin allapotanak javitdsa
érdekében. Az utobbi években azonban a Meibom-mirigy diszfunkciod
(MGD) mint a szaraz szem multifaktorialis hatterének egyik
kulcseleme, egyre nagyobb figyelmet kapott. Mindazonaltal a terapias
alapot tovabbra is a konnypotlo szerek képezik, amelyek elsddleges
célja a szemfelszin hidratdlasa, védelme ¢és a komfortérzet
helyreallitaisa. A mikonnyek szemészeti lubrikansokként a
természetes konnyfilm teljes vagy részleges potlasara szolgalnak,
csokkentik az irritaciot, és eldsegitik a hamregeneraciot. Bar hatasuk
alapvetden palliativ, és nem befolyasoljak kdzvetleniil a betegség
primer patomechanizmusait, rovidtavon szignifikans tiineti javulast
biztositanak. A miikdnnyek Osszetétele széles skalan mozog: az
ozmolaritas, a viszkozitas, a pH, valamint a kiilonb6z6 segédanyagok
mind befolyasoljak a biologiai hatékonysagot és a toleralhatosagot. F6
komponensiik a vizes fazis, amelyhez viszkozitasnoveld polimereket
adnak a hosszabb retencids id6 ¢és a konnyfilm stabilitdsanak fokozasa
érdekében. E komponensek egyiittesen novelik a konnyfilm
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vastagsagat, csokkentik a parolgast, javitjak a szemfelszin védelmét és
a beteg komfortérzetét. Randomizalt, kontrollalt klinikai vizsgélatok
alapjan a legtobb készitmény hatékonynak tekinthetd, ugyanakkor a
koztik megfigyelhetd kiilonbségek ritkan érik el a klinikai
jelentdséget.

Hidroxipropil-guar (HP-guar)

A hidroxi-propil-guar (HP-guar) egy semleges t6ltésti poliszacharid,
amely pH-fiiggd viszkozitasvaltozas révén képes dinamikusan
alkalmazkodni a szemfelszin allapotdhoz. A HP-guar a konnyfilm
fiziologiajat utdnzo biopolimerként mikddik, eldsegitve a
konnykomponensek egyensulyanak helyreéllitdsat. A kialakulo
gélréteg stabil kend hatast biztosit, amely pislogés kozben is megdrzi
védofunkcidjat, ezaltal mérsékli a mechanikai terhelést és noveli a
komfortérzetet.  Klinikai  vizsgalatok  kimutattdk, hogy a
HP-guar-alapt szemcseppek javitjdk a mucinréteg integritasat,
csokkentik a gyulladasos valasz intenzitdsat, valamint védelmet
nyujtanak a hamsejtek dehidracioval és oxidativ stresszel szemben. E
mechanizmusok  egyiittesen  hozzajarulnak a  szemfelszin
homeosztazisanak helyreallitaséhoz és a szdraz szem tiineteinek
enyhitéséhez.

Hialuronsav (HA)

A hialuronsav egy természetes eredetli, nagy molekulatomegi
gliikozaminoglikdn, amely a ko6td- és hamszovetek, valamint a
csarnokviz ¢és az iivegtest alapvetd strukturalis komponense.
Kiemelked6 vizmegkotd képessége révén a hialuronsav jelentdsen
fokozza a konnyfilm hidratalo és lubrikalod tulajdonséagait, ezaltal
tamogatja a szemfelszin védelmét és komfortérzetét. A molekula
gyulladascsokkentd és sebgyogyulast eldsegitd hatdsa kiilondsen
jelentds a szemfelszini hamsejtek regeneracidja sordn. A natrium-
hialuronat a klinikai gyakorlatban legelterjedtebb forma, mivel kivalo
biokompatibilitast és stabilitdst mutat. Az jabb fejlesztések, példaul
a cink-hialuronat-komplexek, antioxidans ¢és antimikrobialis
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tulajdonsdgaiknak  koszonhetéen tovabbi terapidas elényoket
nyujtanak.

Immunszupresszio

A gyulladds kozponti szerepet jatszik a szdraz szem
patomechanizmusédban. A tartés gyulladas nemcsak kovetkezménye,
hanem kivaltoja is lehet a konnyfilm-instabilitasnak. Az epithelsejtek
kulcsszereplok a gyulladdsos kaszkad fenntartasdban, mivel
kiilonb6z6  citokinek  (pl.  IL-6, IL-8, TNF-a) ¢és
matrixmetalloproteinazok (pl. MMP-9) termelésével hozzajarulnak a
szemfelszini karosodashoz. A helyi kortikoszteroid-terdpia gyors
tiineti javulast eredményezhet, azonban a hosszu tavi hasznalat
komoly kockézatokkal — példaul infekcioval, glaukoméval vagy
cataractaval — jar. Emiatt egyre hangsulyosabba valt az alternativ
immunszupressziv kezelések, foként a ciklosporin A (CsA)
alkalmazasa. A CsA egy lipofil ciklikus peptid, amely gatolja a
T-sejtek aktivacigjat az IL-2-medidlt jelatvitel blokkolasaval.
Szisztémasan kilokodésgatloként hasznaljak, de helyileg is hatékony
a szemfelszini gyulladasok kezelésében. A helyi CsA alkalmazasa
2003-ban nyert FDA-engedélyt kozepesen sulyos és sulyos szaraz
szem esetén. A CsA csokkenti a gyulladasos mediatorok szintjét,
fokozza a konnyfilm stabilitasat, védi a hamsejteket az apopto6zistol,
¢és helyreallithatja a kotohartya kehelysejtjeinek stirliségét. Hat
hoénapos alkalmazas utdn ezek a készitmények szignifikdnsan
csokkentették a gyulladasos markereket és javitottdk a klinikai
tiineteket.
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2.2. A SZARUHARTYA IDEGEK MORFOLOGIAI ES
FUNKCIONALIS VIZSGALATI LEHETOSEGEI

2.2.1. A szaruhdrtya érz0 idegeinek morfologiai vizsgdlata
2.2.1.1.  Exvivo szovettani vizsgalatok

A szaruhartydban  taldlhatd  idegi  struktirak  vizsgalata
immunhisztologiai és optikai képalkotd modszerekkel végezhetd. A
morfologiai elemzés leggyakrabban alkalmazott eljarasa a
B-II-tubulin immunhisztokémiai és immunfluoreszcens festés, amely
panneuronalis markerként a szaruhartya valamennyi idegrostjat jeloli.
A diaminobenzidin (DAB) alapti immunhisztokémiai technika elénye
a stabil, fényre nem halvanyuld jeldlés, amely pontos kvantitativ
értékelést és a szaruhartya idegrosthalozatanak részletes rajzolatat is
lehetéve teszi. A morfologiai feldolgozés soran gyakran alkalmazott
eszkdz a camera lucida, amely a mikroszkopos képet kozvetleniil a
rajzfeliiletre vetiti, igy a mintakép és a kézi rajz egyidejlien kovethetd.
Ez a technika kiilonosen alkalmas a haromdimenzios lefutasu, elagazo
idegrostok preciz leképezésére, ezért régdta bevett modszer az

crer

2.2.1.2.  Invivo konfokalis cornea mikroszkopia

Az in vivo konfokalis mikroszkopia (IVCM) korszer(i, nem invaziv
képalkot6 eljaras, amely lehetdvé teszi a szemfelszin mikroszerkezeti
elemeinek nagy felbontasu, morfologiai és kvantitativ vizsgalatat. A
rendszer applandcios elven mikodik, alapvetéen 63x nagyitast
alkalmaz, amely 10x-es kiegészitdé lencsével tovabb fokozhato a
melyebb rétegek strukturalis elemzéséhez. Az IVCM lehetoséget
nyujt a szaruhartya-ideghalozat kvalitativ és kvantitativ elemzésére,
ezaltal alkalmas az innervacid valtozasainak nyomon kovetésére
kiilonboz6 koros allapotok ¢€s sebészi beavatkozasok utan. A
szubbazalis idegsliriségre vonatkozd irodalmi adatok jelentds
eltéréseket mutatnak, amelyeket részben az alkalmazott
mikroszkoptipusok  kiilonbozosége,  részben az  értékeld
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tapasztalatanak és modszertananak variabilitasa magyaraz. Az adatok
reprodukalhatosagat elsésorban a manualis kiértékelés szubjektivitasa
befolyasolja. A modszer hatranya, hogy kontakt vizsgalatot igényel,
ami a szaruhartya helyi érzéstelenitését teszi sziikségessé; ennek
kovetkeztében a cornealis idegrostok érzéfunkcidja a vizsgalatot
kovetden kozvetleniil mar nem értékelhetd.

2.2.2. A szaruhdrtya érz0 idegeinek funkciondlis vizsgdlata
2.2.2.1.  Elektrofiziologiai vizsgalatok allatkisérletes modellben

A nociceptiv idegvégzddések aktivalasa akcids potencialok
kialakulasat eredményezi, amelyek centralisan fajdalomérzetet
generalnak, lokalisan pedig neuropeptidek felszabadulasat valtjak ki
az axonterminalisokban. A  nociceptorok ingerlékenységérol
mindeddig viszonylag keveset tudunk, mivel terminalisaik rendkiviil
kis méretiek (atméréjik <0,5 pm), és kozvetlen vizsgalatuk
technikailag nehezen kivitelezhetd. A hidegérzékeny termoreceptorok
vizsgalatara validalt modell a tengerimalac szaruhartydjan létezik,
amelyben extracellularis rogzitési technikaval, mintegy 50 pm
atmérdji szivoelektroda alkalmazéasaval a spontan aktivitds alapjan
azonosithatok az idegvégzddések, és regisztralhatok azok impulzusai.
Ezeket a hidegreceptorokat a szaruhartya felszinén mérheto,
jellegzetes kétfazisu neuroterminalis impulzus (NTI) jellemzi. Az érz6
idegvégzodések 6nalld akcids potencial generalasara nem képesek; az
inger hatasara keletkez6 generatorpotencial az axon mentén terjed, és
egy tavolabbi ponton valt ki akcids potencialt. A szaruhartya felszinén
azonban a mechanikus és polimodalis idegvégzodések direkt
vizsgalata nem végezhetd el, mivel ingerlésiikhoz az egész szemgolyo
perfuzios eldkészitése sziikséges. Ezen idegtipusok aktivitasanak
tanulmanyozasa ezért csak a latdideget koriilvevo ciliaris idegeken
keresztiil, elektrofiziologiai eljarasokkal lehetséges, amelyek képesek
kozvetleniil rogziteni a kiilonb6zé szenzoros neuronpopulaciok
valaszait a szaruhartya-stimulaciora.
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2222, A szaruhartya érzé miikodésének klinikai vizsgalati
lehetoségei

Humén vizsgélatokban a szaruhartya érzéidegeinek kozvetlen
elektrofiziologiai mérése nem lehetséges, ezért a szenzoros funkciok
értékelésére az eszteziometria alkalmazhatod, amely a haromosztata
agyideg els6 aganak érzofunkcioit vizsgalja. A legelterjedtebb eszkoz
a Cochet-Bonnet eszteziométer, amely valtozé hosszisagu nejlon
monofilament hajlitofesziiltségének axidlis nyomdsat méri; a
filamentum rovidiilésével az ingerintenzitds n6. A modszerrel a
szaruhartya mechanikai és  polimodalis  idegvégzddéseinek
érzé¢kenysége vizsgalhatd, azonban a két receptorpopulacid
elkiilonitése nem lehetséges. A Belmonte-féle gaz eszteziométer non-
contact elven miikodik, és nagy reprodukélhatosaggal, szelektiven
méri a cornea mechanikai, kémiai és termikus (hideg, illetve meleg)
érzékenységét. Az eszkdz 5 mm tavolsagbol levegbéimpulzusokat (0—
264 ml/perc) iranyit a szaruhartya centrumara, elsddlegesen a
mechanoreceptorokat  aktivalva. A mechanikai  kiiszob
meghatarozasat kovetden alacsonyabb aramlasi sebességgel ¢és
valtoz6 homérséklettel (-10 ¢és +70 °C kozott) a termoreceptorok
ingerelhetdk, mig CO. hozzaadaséval a konnyfilm savasodasa révén a
polimodalis receptorok is aktivalhatok. Klinikai vizsgalatok igazoltak,
hogy e non-contact eszkdzok segitségével a mechanikai, hé- és kémiai
kiiszobértékek megbizhatdéan és reprodukalhatéan mérhetok. Az
eszteziometria alapvetden a kiiszobérzékenység meghatarozasara
szolgal, amely sordn az inger fokozatos novelése mellett a vizsgalati
személy jelzi az érzékelés megjelenését. Alternativ, gyorsabb modszer
a szuprathreshold (kiiszob feletti) ingerlés, amelynél a valasz
szubjektiv intenzitasat vizualis analog skalan (VAS) értékelik. A VAS
széles korben alkalmazott szubjektiv mérdeszkoz fajdalom, érzelmi
allapot, funkcio ¢és ¢letmindség értékelésére. A szaraz szem betegség
kezelése soran is hatékonyan alkalmazhaté az érzékenység és
diszkomfortvaltozas kvantifikalasara.
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23. A KONNYTERMELESI ZAVAROK VIZSGALATI
LEHETOSEGEI

2.3.1. A konnytermelés mérése

A konnytermelés klinikai értékelésére leggyakrabban alkalmazott
eljaras a Schirmer-teszt, amely szlr&papir csikkal az als6 kotohartya
athajlasaban méri a nedvesedés hosszat milliméterben. A teszt nagy
egyéni variabilitast, alacsony reprodukalhatosdgot ¢és gyenge
korrelaciot mutat a szaraz szem szubjektiv tiineteivel. A DEWS (2007)
iranyelvei alapjan <5 mm/5 perc érték tekinthetd diagnosztikai
hatarnak. A fenolvords fonaltesztet (Phenol Red Thread, PRT) a
Schirmer-teszt korlatainak kikiiszobolésére fejlesztették ki. A
vizsgalat elénye a csekély irritdcio, a rdvid, mindossze 15
masodperces mérési id0, valamint az, hogy nyitott szemmel,
természetes pislogas mellett, érzéstelenités nélkiil végezheto.

2.3.2. A konnyfilm stabilitisdnak vizsgalata

A konnyfilm felszakadasi id6 (TBUT) a konnyfilm stabilitasanak
mérésére szolgald, széles korben hasznalt és elfogadott, invaziv
modszer, amely fluoreszcein oldat cseppentését igényli. Normal
szemekben a TBUT atlagosan 27 mp, mig 5 mp alatti értékek szaraz
szemre utalnak. A nem invaziv mddszerek koz¢ tartozik a Tearscope,
mely az egyetlen kereskedelmi forgalomban 1év6 eszkdz, amely a
konnyfilm lipidréteg vastagsagat és a NIBUT-et mérheti, mikodési
elve pedig az, hogy koncentrikus fénykoroket vetit a szaruhartyara,
igy megfigyelhetd a konnyfilm felszakadasa barmely ponton és
masodpercekben mérhetd az addig eltelt ido.

2.3.3. A szdraz szem okozta szubjektiv panaszok értékelése

Az Ocular Surface Disease Index (OSDI) a leggyakrabban hasznalt
kérdéiv a szaraz szem tiineteinek és a beteg ¢letmindségének
értékelésére. Az OSDI gyorsan méri a szemirriticié tiineteit és a
latasfunkciora gyakorolt hatasokat 12 kérdés alapjan, harom alskalan:
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szemtiinetek, latasfunkciok és kornyezeti kivaltok. A valaszokat O
("soha") és 4 ("mindig") kozotti skalan adjak, a végso pontszam 0-100
kozott mozog, ahol 0-12 normalis, 13-22 enyhe, 23-32 koézepesen
sulyos és 33 folott sulyos széraz szem betegséget jelez. Az OSDI
pontszdm ¢és a konnyfilm felszakadasi id6 (TBUT) kozott forditott
korrelacio mutathatd ki: magasabb OSDI pontszam alacsonyabb
TBUT ¢értéket jelent. Az OSDI jo specificitassal (0,83) és mérsékelt
érzékenységgel (0,60) kiiloniti el a szaraz szem betegeket az
egészségesektdl, emellett jol tiikrozi a tiinetek gyakorisagat és a
betegség ¢letmindségre gyakorolt hatasat.
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3. CELKITUZESEK

Doktori értekezésem kozéppontjaban a szaruhdrtya érzdidegeinek
funkcionalis valtozasai alltak kiilonb6zo korallapotokban, kiilonds
tekintettel a szemszarazsag patomechanizmusara és annak idegi
Osszetevoire. A kutatasok soran kisérletes allatmodellekben és human
mintakon egyarant vizsgaltam a szemfelszin szenzoros mikodését és
annak koros eltéréseit. Célom az volt, hogy feltarjam a szaruhartya
érzéidegeinek szerepét a szadraz szem betegség tiineteinek
kialakulasaban, valamint vizsgaljam, miként befolydsoljadk a
kiilonboz6 terapids beavatkozasok a cornealis érzékenységet. A
kutatasok az alabbi kérdések megvalaszolasara iranyultak:

1. Milyen modon valtozik a szaruhartya érzéidegvégzodéseinek
érzékenysége a szemszarazsag allapotaban?

2. Kimutathaté-e a szaruhartya érzékenységének valtozasa
szemszarazsaggal ¢l6 betegekben?

3. Milyen hatast gyakorol a miikonny-kezelés a szemfelszini
panaszokra és a szaruhartya érzékenységére?

4. Jelent-e elonyt a hialuronsav-tartalma készitmények
alkalmazdsa a hagyoméanyos miikonnyekhez képest a
szemszarazsag tiineteinek enyhitésében?

5. Gyobgyszeres kezeléssel befolyasolhato-e a szaruhartya
érzoidegeinek koros miikddése?

6. Miként valtozik a szaruhartya érzékenysége keratoconus
esetén, és ezek a valtozasok milyen Osszefiiggést mutatnak a
szemszarazsag szubjektiv és objektiv paramétereivel?
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4. MODSZEREK
4.1. ALLATKISERLETEK
4.1.1. A szdaraz szem dllatkisérletes modellje

A kisérletekhez 200-300 gramm testtomegii Dunkin Hartley torzsti
tengerimalacokat hasznaltunk. Az allatokat egyedi ketrecekben,
szabad taplalék- és vizhozzaféréssel, szabalyozott (12:12 6rés) fény—
sotét ciklus mellett tartottuk. A vizsgalatokat az Egyesiilt Allamok
Nemzeti Egészségiigyi Intézete (NIH), az Eurdpai Uni6 (2010/63/EU)
és a hatalyos spanyol allatkisérleti eldirdsoknak megfelelden
végeztiik, a Miguel Herndndez Egyetem és a Barcelonai Egyetem
etikai bizottsagainak engedélyével. Az altatast ketaminnal (90 mg/kg,
intraperitonedlisan) ¢és xilazinnal (5 mg/kg, intraperitonealisan)
végeztiik. A mutéti beavatkozas sordn 8 mm hosszlisaga temporalis
bdérmetszésen keresztiil tavolitottuk el az egyik f0 konnymirigyet. A
mirigy teljes kimetszését vizualisan ellendriztiik, majd a sebiireget
tobramicinnel (3 mg/ml) kezeltiik, és 6-0-as selyemvarrattal zartuk. A
posztoperativ szakban a szemfelszin és a pislogasi reflex rendszeres
vizsgalata sordn sem gyulladasos, sem strukturalis rendellenességet
nem észleltiink. A szaruhdrtyaham ¢épségét fluoreszceinprobaval
(0,2%-o0s oldat, Alcon-Cusi) ellendriztiik. Kontrollcsoportként olyan
allatokat alkalmaztunk, amelyek azonos miitéti eljarason estek at, a
konnymirigy eltavolitdsa nélkiil. Ezen allatok esetében sem a
konnyszekrécio, sem az idegi aktivitds nem mutatott eltérést a nem
operalt kontroll egyedekhez viszonyitva. A tengerimalacokat
véletlenszeri besorolassal osztottuk be a kisérleti csoportokba a
statisztikai torzitas kizarasa érdekében.

4.1.2. Konnytermelés és pislantdsi gyakorisag mérése

A konnyszekréciot és a pislogasi gyakorisdgot a beavatkozas el6tt,
valamint a miitétet kovetden 1, 2 és 4 héttel hataroztuk meg, allando
kornyezeti feltételek mellett (23 °C  hémérséklet, 55% relativ
paratartalom). Ugyanezen megfigyelési iddszak alatt dokumentaltuk a
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szem kornyékére iranyuld vakardé mozdulatok szamat is, amelyek a
szemfelszini irritdicid objektiv  értékeléseként szolgaltak. A
konnytermelés meghatarozasa fenolvords indikatorral impregnalt
cérna (Zone-Quick, Menicon, Tokid, Japan) segitségével tortént.

4.1.3. Morfologiai vizsgalatok
4.1.3.1.  Immunhisztokémiai vizsgalatok

A szaruhartyaidegek morfologiai valtozasait 4 héttel a f6 konnymirigy
eltavolitasa utan vizsgaltuk. Az allatokat érzéstelenitd tiladagolasaval
eutanizaltuk, majd mindkét szemiiket eltavolitottuk. A szemgolyodkat
4%-o0s paraformaldehidben 1 oran at fixaltuk, foszfatpufferben
mostuk, majd 10%, 20% és 30%-o0s szachar6zoldatokban fokozatosan
dehidrataltuk. A szaruhartydkat kimetszettiik, ellapitottuk ¢és
fagyasztas-olvasztds ~ modszerrel — kezeltik. Ezt  kovetden
foszfatpufferben mostuk, majd 0,01%-o0s hialuronidazban ¢és 0,1%-os
EDTA-ban inkubéltuk egy éjszakan at 37 °C-on. A mosasok utan a
szoveteket  natrium-metaperiodattal és  natrium-borohidriddel
kezeltiik, majd 10%-os normal kecskeszérumban inkubaltuk a nem
specifikus kotédés blokkolasara. Ezutan a mintakat egér anti-TUJ1
primer antitesttel (1:200) két napig inkubaltuk 4 °C-on, 1% Triton X-
100 jelenlétében.

Az immunfluoreszcencias vizsgalatok soran a mintdkat Alexa 488
szamar anti-egér masodlagos antitesttel (1:100) kezeltilk, majd
foszfatpufferben mostuk, Citifluor fixaloba helyeztiik és fed6lemezzel
lefedtiik. A vizsgalatokat Leica TCS SP2 konfokalis mikroszkoppal
végeztiik. Kontrollként kihagytuk az elsédleges vagy masodlagos
antitestet. Az Immunperoxidaz vizsgalatok soran a primer antitestezést
biotinilalt kecske anti-egér IgG masodlagos antitest (1:100) kdvette.
A szaruhartyakat avidin-biotin-peroxidaz komplexben inkubaltuk,
majd DAB-reakciot alkalmaztunk 0,01% H20. jelenlétében. A
reakciot desztillalt vizzel allitottuk le. A mintakat Vectabond-kezelt
targylemezekre montiroztuk, ¢és Leica DMR mikroszkoppal
rogzitettiik a fényképeket és camera lucida rajzokat.
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4.1.4.  Elektrofiziologiai mérések

A hidegérzékeny receptorok aktivitasat mikropipettas technikaval
rogzitettik a szaruhartya felszinér6l, mig a polimodalis ¢és
mechanonociceptor axonokat a szem hatsé részébdl izolalt ciliaris
idegrostokbol vizsgaltuk. A konnymirigy eltavolitasa utan 1, 2 vagy 4
héttel az allatokat natrium-pentobarbitallal eutanizaltuk, és a szemeket
kotohartyaval, valamint a laté- és ciliaris idegekkel egyiitt hideg
fiziologias oldatba helyeztiik.

A mechanoszenzoros és polimodalis receptor mérésekhez a szemeket
kettds kamraba helyeztiik, amelyben az eliils6 és hatso szegmenseket
kiilon perfundaltuk. Az eliils6 rész meleg sooldattal (34 °C) volt
atoblitve, mig a ciliaris idegeket a hatsé rekeszben elkiilonitve
Ag/AgCl elektrodara helyeztiik az idegimpulzusok rogzitéséhez. Az
adatokat CED interfésszel és Spike2 szoftverrel elemeztiik. A rostok
spontan aktivitasat 1 perccel ingerlés el6tt vettiik fel, majd a
mechanikai kiiszobot von Frey-szalakkal hataroztuk meg (0,25—
4 mN). A kémiai stimulaciot CO.-gazfuvassal, a hostimulaciot Peltier-
egyseéggel (2045 °C) végeztiik. Egyes kisérletekben mentollal (100—
200 mM) teszteltiik a polimodalis nociceptorok valaszait, amelyeket
az alkalmazas eldtt, kozvetleniil utdna és 15 perccel késébb
rogzitettiink. A hideg termoreceptor mérésekhez a szaruhartyat
kimetszettiik, perfuziéos kamraban rogzitettiik, és folyamatosan
fiziologias oldattal (34°C) perfundaltuk. Az NTI-aktivitast
mikropipetta-elektroddal vettiik fel enyhe szivas mellett, a jeleket
erdsitettiik és szoftveresen taroltuk. Az egyes hidegvégzddéseket
spontan tiizelésiik és lehiilésre adott valaszuk alapjan azonositottuk.
Az aktivitdst 2 perces alapregisztralas utdn hitési rampaval
(34—15°C, 0,5°C/s) és visszamelegitéssel vizsgaltuk. Tovabbi
kisérletekben 1épcsézetes hiitést (34—22°C) ¢és farmakologiai
hatasokat ~ (mentol 50200 mM; hainantoxin-IV 100 nM) is
teszteltiink. Az adatfeldolgozas soran az NTI-ket automatikus
kiiszobértékkel és manualis szlréssel elemeztiik. Meghataroztuk az
interspike intervallumokat, az atlagos ¢és pillanatnyi tiizelési
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frekvenciat, a hiitési kiiszobot, a csicsvalasz hdmérsékletét, valamint
az NTI-amplitadot, id6tartamot és fesziiltségvaltozasi meredekséget
(dV/dt). A ciliaris idegrostok adatait az impulzusfrekvencia, latencia,
CO»-valasz és utokisiilés paraméterei alapjan értékeltiik.

4.1.5. Trigeminus ganglion idegsejtjeinek vizsgdlata

A tengerimalacokat ketamin (90 mg/kg) és xilazin (5 mg/kg) i.p.
kombinacidjaval altattuk, majd egy 6 mm atmérdji FM 1-43-mal
telitett Spongostan-film darabot helyeztiink a szaruhartya kdzepére,
hogy retrograd modon megjeldljiik a trigeminus ganglion (TG)
szaruhartya idegeit. Negyven perc elteltével eltavolitottuk a filmet,
PBS-szel kimostuk a szemet, és hat nap mulva a TG-ket izolaltuk
natrium-pentobarbital tiladagolas utan. A ganglionokat hideg Ca**- és
Mg**-mentes Hanks oldatban tartottuk a késobbi kalciumképalkotasi
és elektrofiziologiai kisérletekig. Az intracellularis kalcium
merésekhez a TG-ket kollagendzzal és diszpazzal emésztettiik, majd
mechanikusan disszocialtuk. A neuronokat Percoll-gradienssel
tisztitottuk, centrifugaltuk, és sejttenyészté kozegbe (MEM, FBS,
vitaminok, antibiotikumok, @NGF) szuszpendaltuk, ezutan
poli-L-lizin/laminin bevonatu fedélemezekre vittik és 37 °C-on
inkubaltuk. Az FM 1-43-mal jelolt neuronokat Fura-2 AM-mel
toltottiik a Ca**-valaszok vizsgalatdhoz, mikozben a sejteket 34 °C-os
perfuzios oldattal aramoltattuk. A homérsékletet 15 °C-ra
csokkentettilk (hiitési rampa), majd TRP-csatorna agonistakkal
(mentol, fahéjaldehid, kapszaicin) stimulaltuk. Kontrolként minden
kisérlet végén 30 mM KCl-lel depolarizaltunk. A kalciumvaltozasokat
Fura-2-es ratiometrikus fluoreszcenciaval (340/380 nm) kovettiik
Zeiss mikroszkop és ORCA-ER CCD rendszerrel, a MetaFluor
szoftverrel elemezve. A mért paraméterek kozott szerepeltek a hidegre
adott csucsvalasz, csticshomérséklet és a hiitési kiiszob.

A Patch-clamp mérések soran a kontroll és konnyhianyos allatokbol
szarmazo, FM 1-43-mal jelolt TG-neuronokbol teljes sejt patch-clamp
technikaval kovettiik a hideg-, Na*- és K*-aramokat. A sejteket
perfuzios  kamrdban, 33+1°C-on  vizsgaltuk,  hitéshez

27



Peltier-rendszert alkalmaztunk. A hidegingerre kivaltott aramokat
260 mV-on mértik, 2kHz-es sziiréssel. A standard intra- és
extracellularis oldatokat NaCl-, KCl-, HEPES- és gliikoz-tartalommal
készitettiik, pH 7,4-re beallitva. Az adatokat pClamp 9 és WinASCD
szoftverrel  elemeztik. A  Na'-aramokat kiilon vizsgaltuk
TTX-érzékeny (TTX-s) és TTX-rezisztens (TTX-r) komponensekre,
valamint TRP-agonistak (mentol, AITC, kapszaicin) hatasara. Az
aktivaciés és  inaktivalasi  gorbéket  Boltzmann-illesztéssel
jellemeztiik. A K*-aramokat harom csoportba soroltuk (gyorsan
inaktival6, lassan inaktivald6, nem inaktivalo), amelyeket
fesziiltség-clamp protokollokkal kiilonitettiink el. Az inaktivalasi
tulajdonsagokat két-impulzusos protokollal és Boltzmann-fiiggvényes
illesztéssel elemeztiik 8 G/Gmax és I/Imax paraméterek alapjan.

4.2. KLINIKAI VIZSGALATOK
4.2.1. Betegek

A szaraz szeml betegeket a kovetkezO bevonasi feltételek alapjan
valasztottuk ki: OSDI-érték 15 és 40 kozott, Schirmer-teszt
<10 mm/5 perc, és konnyfilm-felszakadasi idé <10 s, szemészeti vagy
szisztémas betegség hidnydban. A vizsgalatokbol kizartuk a
kontaktlencse-viseloket és a kordbbi szemmiitéten atesett
személyeket. A vizsgalat el6tt minden betegnél biomikroszkopos
szemfelszin-ellendrzést  végeztink egyéb koros elvaltozasok
kizarasara. A kutatast etikai engedély (SE-TUKEB 2011/47)
birtokaban végeztiik, és minden résztvevotdl irasos beleegyezést
szereztiink. A konnytermelést érzéstelenités nélkiil, Schirmer I-teszttel
mértiik az alsé szemhéj kiils6 harmadaba helyezett sziirpapircsikkal.
A nem  invaziv  kénnyfilm-felszakadasi  idét  (NI-BUT)
Keeler Tearscope Plus késziilékkel rogzitettiik a pislogast kovetden. A
szemfelszini irritacio mérésére egy potméterrel ellatott eszkozt
fejlesztettiink, amellyel az inger kivaltotta érzés intenzitasat a
résztvevok kozvetleniil értékelhették. Az adatokat MATLAB-alapu
programmal gyUjtottiik, és 1-10-es skalan kvantifikdltuk. A
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szaruhartya-érzékenységet a mechanikai, kémiai és ho- (hideg, meleg)
ingerekre adott valaszokat Belmonte-féle gaz-esztéziométerrel mértiik
a szaruhartya kozepén. A diszkomfort intenzitdsat vizualis analog
skalan (VAS 0-10) értékeltik. A hideg termoreceptor stimuldacio
soran egészséges ¢és szaraz szeml alanyokon TRPMS8-aktivalo
ingerekkel (mentol, hideg sooldat, légaram) vizsgaltuk a
receptorvalaszt és a szubjektiv érzéseket. A mentol hatasat kozvetett
modon, az arccsontra helyezett mentol-gézdket kibocsatd kendccsel
teszteltiik. A kisérleteket kontrollalt kornyezetben (23 °C, 60%
paratartalom)  végeztiik, a kiindulasi pislogasi ratat, az
OSDI-pontszamot ¢és a diszkomfortérzetet rogzitettiik. Harom perccel
a mentolos kendcs alkalmazasat kovetéen a résztvevok a hiisitd és
kellemetlen érzések erdsségét két VAS-skdlan értékelték, majd
konnymintat vettiink. Ezutan 10 mM mentolt tartalmazé kendccsel
megismételtiik a vizsgalatot, és egy masik sorozatban hideg
légdram-expozicioval ugyanazt a protokollt alkalmaztuk. A
konnymintdk mentoltartalmat gazkromatografiaval (FID-detektor)
hataroztuk meg. A Scheimpflug-kameras vizsgalatok soran
Pentacam HR késziilékkel, pupillatagitdé vagy érzéstelenitd nélkiil
rogzitettiik a szaruhartya 25 Scheimpflug-képét 2 masodperc alatt. A
topografiai adatokbol meghataroztuk a lapos (Kf) és meredek (Ks)
gorbiileti értékeket, a kozponti (CCT) és legvékonyabb pachymetris
vastagsagot (ThCT). Elemzéskor minden esetben lebegd referenciaju
térképet (float map) alkalmaztunk.

4.3. STATISZTIKAI MODSZEREK

Az dllatkisérletes vizsgalatoknal az adatokat Statistica 6.0,
SigmaStat3.5 ¢és Prism4 szoftverrel elemeztik. A SigmaStat
programot az adatok normalitasanak, mintanagysaganak ¢€s statisztikai
erOsségének meghatdrozasara hasznaltuk. Az eredményeket
atlag+ SEM formaban, a mintaszamot (n) pedig az idegvégzodések,
rostok, neuronok, szaruhartyak vagy allatok szamaként adtuk meg. Az
Osszehasonlitasokat parametrikus vagy nemparametrikus tesztekkel
végeztiik, a szignifikanciaszintet p <0,05-ben hataroztuk meg. A
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klinikai  vizsgalatok  statisztikai elemzését SPSSv23.0 ¢és
Statistica vl13.2 programokkal végeztiik. A mintaszamot elozetes
(a priori) szamitassal hataroztuk meg korabbi intézményi adatok
alapjan (power=0,90; p=0,05). Az adatokat a vizsgalat jellegétol
fiiggden parositott vagy nem parositott, parametrikus vagy
nemparametrikus probakkal hasonlitottuk ossze.
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5. EREDMENYEK

51. ALLATKISERLETES VIZSGALATOK A SZARAZ
SZEM MODELLJEBEN

5.1.1.  Konnytermelés és pislogdsi gyakorisdg viltozdsai

A 6 konnymirigy eltavolitasa utan a konnyszekrécio az els6 héten a
kiindulasi érték 30%-ara csokkent és 4 hétig alacsony maradt (p <
0,001, ismételt mérések ANOVA). A kontralateralis szem
konnytermelése is csokkent 4 héttel a miitét utan (p = 0,02, parositott
t-proba), bar kisebb mértékben. A pislogasi gyakorisag 1 héten at
atmenetileg n6tt (2,4 £0,6 vs. 1,6 = 0,3/min; p=0,21), majd 2—4 héten
visszatért a kiindulasi értékre.

5.1.2. Szaruhdrtya-idegek morfolégiai viltozdsai

Kontroll allatokban a TuJ1-pozitiv idegrostok egyenletesen oszlottak
el, a stromalis kotegekbdl merdlegesen felszallo 4agak a
Bowman-membranon atjutva parhuzamos szubbazalis nyalabokat
alkottak, amelyek terminalis agaikban szabad idegvégzdodésekre
oszlottak. A konnymirigy eltdvolitasa utan 4 héttel a szaruhartyakban
kevesebb ¢és kanyargdsabb szubbazalis nyaldb volt, rovidebb
lefutassal és ritkabb elagazasokkal, ami idegstirliség-csdkkenésre és
degeneraciora utal.

5.1.3. A szaruhdrtya érzdidegek funkcionalis viltozdsai

A ciliaris idegekbdl izolalt egyedi afferenseket 1 és 4 héttel a miitét
utan vizsgaltuk. A kontrollokban a mechanonociceptorok és
polimodalis nociceptorok kis (=3,7 mm) receptiv mezdvel
rendelkeztek, nyugalomban tdbbnyire inaktivak voltak és mechanikai
vagy COs-stimulussal aktivalhatok voltak. 1 héttel a mitét utan a
spontan aktivitas eléfordulasa jelentdsen nott: a
mechanonociceptoroknal 38% vs. 7% (p < 0,05), a polimodalisoknal
33% vs. 9% (p < 0,05). A spontan tiizelési frekvencia is nétt (0,30 +
0,22 imp/s vs. 0,02 + 0,02), a polimodalis egységek egy részében
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COq-expozicid utan perzisztald aktivitast (idonként paroxizmalis
kistiléseket) figyeltiink meg. A CO»-re adott valaszkisiilés 1 héten
szignifikansan erdsebb és rovidebb latenciaju volt (atlagos frekvencia:
2,93 £0,50 vs. 1,34 + 0,23 imp/s, p < 0,05; latencia: 9,4 = 1,6 vs. 18,3
+ 1,8s, p < 0,001). Az utokisiilések kis mértékben, de nem
szignifikansan erésodtek (3,17 = 0,86 vs. 0,81 = 0,19 imp/s; p=10,11).
Ezek a mintazatok mérsékelt nociceptor-szenzitizaciora utalnak a
beavatkozast kovetd elsé héten. 4 héttel a mitét utdn a spontan
aktivitas mindkét receptor-tipusban eltint (mechanonociceptorok:
0/12; polimodalis: 0/8), és a mechanikai kiiszob kozel azonos maradt
(0,61 + 0,15 mN ¢és 0,29 + 0,09 mN). A COre adott atlagos
valaszfrekvencia tovabbra is emelkedett volt (3,01 £ 1,02 imp/s; p <
0,05), a latencia pedig tartésan rovid maradt (9,8 + 3,9 s; p < 0,05),
ami a polimodalis nociceptorok fokozott érzékenységének
fennmaradasat jelzi.

5.1.3.1. A szaruhartya hideg termoreceptorainak aktivitas
valtozasai

Kontroll szemekben a szaruhartya hideg-érzékeny idegvégzodései
34 °C-on szabalyos, folyamatos impulzusaktivitast mutattak, amely
15 °C-ra torténd hiitéskor jelentésen fokozodott. A f6 konnymirigy
eltavolitasa utdn a hidegreceptorok aktivitdsa fokozatosan nétt: a
spontan kisiilések frekvencidja és a hiitésre adott valasz nagysaga
mind a miitét utani 1., 2. és 4. héten nagyobb volt, mint a kontrollban.
A spontan tiizelési frekvencia a kontroll (10,27 + 0,78 imp/s) értékrol
a 4. héten 13,22 + 1,00 imp/s-ra emelkedett (p < 0,05). A hiitési
kiiszob-homérséklet magasabb értékre tolodott (29,87 + 0,35 — 32,42
+ 0,14 °C; p < 0,05), ami a receptorok korabbi aktivalddasat tiikkr6zi.
A hités altal kivaltott maximalis valasz 25,29 + 1,79 imp/s-r61 31,12
+ 1,80 imp/s-ra nétt (p < 0,05), a csusvalaszhoz tartozdé hémérséklet
pedig kissé magasabb (27,46 £ 0,53 — 28,68 + 0,28 °C) lett. A
frekvencia-id6 gorbék alapjan a konnyhidnyos szemekben a
hideg-stimuldciora adott aktivitds erdsebb ¢és tartdsabb volt, az
impulzusintervallumok pedig révidebbek és egyenletesebbek, ami
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nagyobb tiizelési rendszerességet jelez. Fokozatos hiités (34 — 22 °C)
soran a konnyhianyos szaruhartyak hidegreceptorai magasabb statikus
frekvenciat, de alacsonyabb dinamikus cstcsvalaszt mutattak 26 °C
folott. Alacsony homérsékleten az idegimpulzusok hullimforméja
kiszélesedett és az amplitudo csdkkent, ami a lokalis generatoraramok
¢és ioncsatorna-expresszio valtozasara utal. Ezek az eredmények a
konnymirigy-eltavolitdas ~ utan  kialakuld, tartésan  fokozott
hidegreceptor-ingerlékenységet ¢és az ingeriiletvezetés megvaltozasat
tamasztjak ala.

5.1.3.2. A szaruhdartya hideg termoreceptorainak membranaram
zavarai

A szaruhartya hidegérzékelését foként TRPMS csatorndk kozvetitik,
ezért FM1-43-mal jeldlt trigeminalis (TG) neuronokat vizsgaltunk
kontroll és konnymirigy-eltavolitott tengerimalacokbol. A 35—15°C
htités, valamint 1 mM kapszaicin, 100 mM fahéjaldehid és 100 mM
mentol alkalmazédsa alapjan kiilonitettiik el a hidegérzékeny és
polimodalis neuronokat. A hidegre és mentolra adott intracellularis
kalciumvalasz amplitidja nem kiilonbozott a két csoport kozott
([Ca?*]i valtozas), és a —60 mV-on mért hideg-, mentol-, illetve
hideg+mentol-aktivalt dramok amplitid6éi sem mutattak eltérést (—
80 vs.—114 pA; p = 0,92). A fahéjaldehid- és kapszaicin-valaszok is
hasonloak voltak, ami arra utal, hogy a TRPM8-medialt hidegaramok
érdemben nem valtoztak a szdraz szemu allatokban. Ezzel szemben a
natriumaramok markans kiilonbségeket mutattak. A TTX-rezisztens
(TTX-r) aramok aktivacios gorbéje a konnymirigy-eltavolitott
allatokban negativabb fesziiltségek felé tolodott (Vo.s: —29,0 + 2,4 mV
vs.—21,9 £ 3,0 mV;p < 0,05), mig meredekségi tényezdjik
valtozatlan maradt. A TTX-szenzitiv (TTX-s) natriumaramok
esetében a kiilonbség még kifejezettebb volt (Vo.s: —42,8 £1,9 mV vs.
-29,7+2,8mV; p<0,01). Bar a TTX-r aramok csucserdsségében nem
volt szignifikans kiilonbség (p = 0,16), a TTX-s dram amplitidoja a
konnyhianyos sejtekben szignifikansan nagyobb volt (240-230 mV
tartomanyban). A Hainantoxin-IV (100nM), amely szelektiven
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gatolja a TTX-s Nat-csatornakat, csokkentette mind a spontan, mind a
hideg altal kivaltott aktivitast mindkét csoportban, igazolva, hogy az
ezekhez kapcsolt Na'-aramok hozzdjarulnak a hidegreceptor
végzodések fokozott ingerlékenységéhez a konnyhidnyos szemekben.
Tovabba a kalciumfiiggetlen K*-aramokat elemezve a gyorsan
(Kagyors) és lassan (Kalassa) inaktivalodd aramok amplitidoja a
konnyhianyos sejtekben szignifikansan kisebb volt, mig a nem
inaktivalodd (Kar) dramok valtozatlanul maradtak. Az inaktivacios
g0rbék Vo.s értéke a Ka gyors komponensnél eltolodott (64,2 £ 7,7 mV
vs. =459 £ 2,5 mV; p < 0,05), mig mas paraméterekben nem volt
kiilonbség. Osszességében az elektrofizioldgiai vizsgalatok azt
mutattdk, hogy a széraz szemi allatok szaruhartya hidegérzékeny
TG-neuronjaiban a natriumaramok fokozodtak, mikdzben a Ka gyors
és Kalssa K'-aramok gyengiiltek, a TRPMS8-medialt hidegaktivalt
aramok azonban valtozatlanok maradtak. Ezek a
Na*/K*-dramegyensuly-zavarok valosziniileg kulcsszerepet jatszanak
a konnyhianyos szaruhartyaidegek fokozott gerjeszthetoségében.

5.1.3.3.  Trigeminus ganglion idegsejtjeinek membrandaram zavarai

A mentolra nem, de kapszaicinre és AITC-re reagald, FM1-43-mal
jelolt  trigeminalis neuronokat polimodalis nociceptorokként
azonositottuk. Négy héttel a konnymirigy eltavolitdsa utdn a
TTX-rezisztens (TTX-r) Na*-aramok nem kiilonbdztek szignifikansan
a kontroll-értékektél (p = 0,50), mig a TTX-szenzitiv (TTX-s)
Nat*-aramok jelentdsen megnéttek (p < 0,001), kiilondsen —230 és —
220 mV-os fesziiltségeknél. A TTX-s Ina aktivacids gorbéje enyhén
balra tolodott, de nem szignifikansan; a meredekségi tényez0 sem
valtozott. A gyorsan, lassan és nem inaktivalodé K*-aramok az operalt
¢és kontroll neuronokban megegyeztek. A mentolra, AITC-re ¢és
kapszaicinre nem reagal6, de depolarizacioval aktivalhato neuronokat
mechanonociceptoroknak  tekintettik. A Na*- ¢és K'-aram
paramétereiben nem volt kiilonbség a kontroll és a konnyhianyos
allatok kozott.
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5.1.3.4.  Mentol és hideginger hatasa a hidegreceptorokra és
viselkedési valaszokra

A mentol (50-200 mM) fokozta a szaruhartya hidegvégzodéseinek
spontan ¢és hiités altal kivaltott aktivitasat, valamint ndvelte a pislogasi
és konnytermelési ratat mind ép, mind kénnyhianyos allatokban. Ep
szaruhartyan 100 mM mentol a hiitési rampa altal kivaltott atlagos
csucsfrekvenciat jelentésen novelte, mig a konnyhianyos szemekben
a csucsfrekvencia mentol-jelenlétben érdemben csokkent, bar ezek
alapon is magasabb aktivitast mutattak. A 100 mM mentol hatasara
mindkét csoportban ndtt a spontan aktivitas, amely 5 perces mosas
utan visszatért az alapértékre. 200 mM mentol atmeneti
frekvencianovekedést, majd részleges inaktivaciot eredményezett
mindkét tipustt szaruhartydban, a konnyhidnyos szemekben
mérsékeltebb hatassal. Hasonléan, a 200 mM mentol kivaltotta
pislogasi frekvencia-novekedés is gyengébb volt az operalt allatoknal,
mint a kontrolloknal. A polimodalis nociceptor rostokban egyik
mentol-koncentracié (50-200 mM) sem valtott ki akut tiizelést vagy
tartos aktivitast. A lokalisan alkalmazott mentol (100-200 mM) és
2 °C-ossooldat nem valtott ki vakar6 vagy torld mozdulatokat,
amelyeket viszont a 100 mM kapszaicin igen.

5.1.4.  Ndtrium csatorna blokkolok hatdasa a szaruhdrtya hideg
termoreceptoraira

A kontroll szemek hidegérzékelo idegvégzddései 34 °C-on folyamatos
impulzusaktivitdst mutattak, amely 15 °C-ra torténd hitéskor
jelentésen fokozodott. A konnyhianyos allatokban a spontan aktivitas
¢s a hiitésre adott valasz szintén magasabb volt, mig a hidegkiiszob
alacsonyabb a kontrollhoz képest. A spontan aktivitas 34 °C-on a
kontrollban 5,2 + 0,7 imp/s, mig konnyhianyos szemekben 8,0 = 1,1
imp/s (p < 0,05); a maximalis hiitésre adott valasz 16,8 + 1,3 vs. 21,2
+ 1,7 imp/s (p < 0,05) volt; a hidegkiiszob pedig 2,8 + 0,2 °C-rél 1,5
+ 0,1 °C-ra csokkent, (p < 0,05). A perfuzids oldathoz adott 100 uM
lakozamid jelentdsen csokkentette a konnyhianyos szaruhartydk
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spontan aktivitasat (8,5 £ 0,9 — 4,2 £+ 0,4 imp/s; p < 0,001) és
mérsékelte a hiitésre adott maximalis valaszfrekvenciat (20,8 + 1,1 —
14,0 + 1,0 imp/s; p < 0,01), mikdzben a hidegkiiszob nem valtozott (—
1,69 £ 0,08 — —1,66 £ 0,14°C). A lakozamid hatasa 30 perces
kimosas utan is fennmaradt. A 100 uM lidokain erdteljesebb gatlast
mutatott: a spontan aktivitast 6,1 = 0,4 — 1,1 £0,3 imp/s (p <0,001),
a maximalis hiitésvalaszt 23,1 + 2,2 — 4,7 + 1,3 imp/s (p < 0,05)
értékre csokkentette, mig a hidegkiiszob emelkedett (1,74 £ 0,1 — —
2,9 £ 0,3 °C; p < 0,05). Nyolc vizsgalt egységbol hétben a hiitésre
adott valasz gyakorlatilag megsziint. Osszességében a lakozamid
mérsékelte, mig a lidokain szinte teljesen megsziintette a
hidegreceptorok spontdn és hiités altal kivaltott aktivitasat, ami
alatdmasztja a natriumcsatorndk kulcsszerepét a konnyhianyos
szaruhartya fokozott ingerlékenységében.

5.1.5. Ciklosporin A hatdsa a szaruhdrtya hideg
termoreceptoraira

Az ¢ép szemek szaruhartya-idegvégzodései 34 °C-on folyamatos
impulzusaktivitast, 15 ©°C-ra hitve pedig jelentés frekvencia
novekedést mutattak. A konnyhianyos allatokban a 34 °C-os spontan
aktivitas és a httésre adott valasz egyarant fokozodott, mig a hiitési
kiiszob-homérseéklet alacsonyabb volt, mint a kontrollban. A spontan
aktivitas a kontroll szemekben 6,4 + 0,9 imp/s, a kdnnyhianyosban
10,2 £ 0,3 imp/s volt. A maximalis valasz 32,7 £ 4,5 — 23,0 + 4,2
imp/s (p <0,05) értékre csdkkent 50 uM CsA-perfizié utan, mig a
spontan aktivitas és a hiitési kiiszob nem valtozott szignifikdnsan. A
CsA gatld hatasa 15-30 perces mosassal fokozatosan megsziint. A
hideg ingerre erdsebben reagald végzddésekben a CsA nagyobb
mértékii aktivitascsokkenést valtott ki, mint az alacsonyabb
csticsvalasszal jellemezhetokben. A NTI-paraméterek elemzése azt
mutatta, hogy a konnyhianyos szaruhartyakbol szarmazo impulzusok
idotartama CsA kezelés nélkiil rovidebb volt, mint a kontrollban (2,13
+ 0,12 vs. 2,75 + 0,14 ms; p < 0,05). A CsA perftzi6 idején a NTI
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idotartama enyhén nétt (2,27 + 0,19 ms), mig az amplitido kissé
csokkent. A helyi (50 pM) CsA becseppentése kontroll allatokban
szamottevoen novelte mind a pislogasi gyakorisagot (1,7 + 0,4 — 21,0
+ 1,6 pislogas/perc; p < 0,01), mind a konnytermelést (12,8 £ 1,2 —
240 £ 1,6 mm; p < 0,01). Ahatas 10 percen beliil visszatért az
alapértékhez (0,3 + 0,3 pislogas/perc; 12,0 + 3,2mm).
A konnymirigy-eltavolitott ~ allatokban amegndvekedett bazalis
pislogas mellett kisebb mértékii tovabbi aktivitasnovekedést
észleltiink (10,0 + 3,7 — 14,7 £ 2,3 pislogéas/perc), valamint
akonnytermelés részleges javuldsat (4,0 £ 1,0 — 7,8 + 2,3 mm).
E hatasok is reverzibilisek voltak, a paraméterek 10 perccel a
CsA-adagolds utan visszatértek a kiindulasi szintre. Osszességében
aCsA akonnyhidnyos szaruhartyaban szelektiven csokkentette
a hidegreceptorok valaszkészségét anélkiil, hogy a spontan aktivitast
vagy akiiszobot befolyasolta volna, tovabba atmenetileg fokozta
areflexes pislogasi és konnyezési valaszokat.

5.2. KLINIKAI VIZSGALATOK
5.2.1. A szemfelszini irriticio jellege szaraz szemii betegekben

A vizsgalatban 20 széraz szemti beteg (12 férfi, 8 n6; atlagéletkor 41,9
+ 14,4 év) és 14 kontroll személy (9 férfi, 5 nd; atlagéletkor 39,1 +
11,3 év) szerepelt. A csoportok kozott nem volt statisztikailag
szignifikans kiilonbség ¢életkor vagy nemi megoszlas tekintetében. Az
OSDI-pontszam atlaga a szaraz szemu betegeknél 30,19 + 15,49, a
kontrolloknal 3,45 + 2,95 volt (p < 0,001). A nem invaziv
konnyfilm-felszakadasi id6 (NS-BUT) szaraz szemeknél 4,16 +
2,44 mp, kontroll szemeknél 13,05 + 6,01 mp volt(p<0,001). A
szaraz szemu betegekben a szem forszirozott nyitvatartisa alatt az
irritdcio intenzitdsa gyorsanndtt, és az id6 és irritacid kozotti
kapcsolatot kvadratikus modell irta le (r = 0,94; r> = 0,89; p < 0,001).
A kontroll csoportban az irritacido az elsé 10 masodpercben nem
valtozott, majd exponencialisan emelkedett (r = 0,97; r? = 0,94; p <
0,001). A pislogasi intervallum alatti minden 5 masodperces
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idosavban a szaraz szeml betegek irritdcids pontszadmai
szignifikdnsan magasabbak voltak a kontrollokhoz képest (p < 0,004,
Bonferroni-korrekci6 utan).

5.2.2. HP-Guar tartalmu miikonny hatdsa a szaruhdrtya
érzékenységére

A sziraz szeml betegekben a fizioldgias soéoldat cseppentése
kismértékben csokkentette az irritacids pontszdmokat a szem
forszirozott nyitvatartasa soran (p < 0,004), mig a HP-guar lubrikans
csepp a pislogasok kozotti teljes intervallumban markans enyhiilést
eredményezett (p < 0,004). A két konnypotlo hatasa kozott minden 5
masodperces id0savban szignifikans kiilonbség volt (p < 0,004). A
kontrollcsoportban a sooldat csak 30 masodperc utdan mérsékelte
szignifikdnsan a szenzoros véalaszokat (p < 0,004), mig a HP-guar mar
20 masodpercen belill jelentds csdkkenést okozott (p < 0,004). A két
csepp hatésa itt is szignifikdnsan kiilonbozott minden 5 masodperces
idésavban (p < 0,004). A HP-guar konnypotlas jelentdsen
meghosszabbitotta a konnyfilm felszakadasaig és a maximalis irritacid
kialakulasaig eltelt idot (p = 0,01). Az intenziv (pontszam > 8) irritacio
megjelenéséig eltelt id6 pozitivan korrelalt az NI-BUT-értékkel a
konnypotlas elott (r = 0,48, p = 0,03) és utan (r = 0,62, p = 0,007)
szaraz szemiiekben, valamint a kontrollokban is (r = 0,55 — 0,59, p <
0,05). A teljes kohorszban az NI-BUT megn6tt a HP-guar alkalmazasa
utan (8,18 £ 3,28 — 10,44 + 4,44 mp; p = 0,003), mig a sdéoldat csak
kismértékii emelkedést okozott (9,86 = 4,96 mp; p = 0,14). A
pislogasok kozti intervallum a szdraz szemiiekben nem valtozott
sooldat utan (3,77 £2,59 — 4,11 + 2,13 mp; p = 0,48), mig n6tt HP-
guar utan (5,52 + 2,84 mp; p = 0,01). Kontrolloknal hasonlé tendencia
volt megfigyelhetd (6,23 +2,21 — 7,19+ 2,55 mp; p=0,11¢s 8,13 £
3,03 mp; p = 0,01). A mechanikai ingerek szur6, a CO»-ingerek égo-
szuro, a hideg ingerek enyhén hisitd, mérsékelt irritaciot valtottak ki.
A so6oldat nem valtoztatta jelent6sen a mechanikai, kémiai vagy hideg
érzékenységet, mig a HP-guar kezelés 5 percen beliil mindkét
csoportban szignifikdnsan csokkentette az irritacios pontszamokat. A
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szaraz szemi csoportban a mechanikai, kémiai és hidegingerre adott
pontszamok a HP-guar utan 4,9 + 29 — 3,1 £29 (p = 0,001); 7,1 £
1,1 - 5,6+1,7(p=0,006);2,1 £2,3 —0,9+24 (p=0,04) értékre
csokkentek. A kontroll csoportban a valtozasok 6,3 £2,0 > 4,3 +£22
(p=10,001); 7,0£2,4 — 5,6 + 2,0 (p =0,006); 2,0+ 1,6 - 1,0+ 1,9
(p = 0,02) voltak. Osszességében a HP-guar szemcsepp a konnyfilm
stabilitdsat és a szubjektiv komfortérzetet jelentdsen javitotta,
csokkentve a szaruhartya mechanikai, kémiai és hideg érzékenységét
mind szaraz szemi, mind egészséges szemekben.

5.2.3.  Hyaluronsav tartalmiu miikonny hatisa a szaruhdrtya
érzékenységére

Husz beteg (12 férfi, 8 nd; atlagéletkor 62,9 + 13,3 év) vett részt a
vizsgalatban. A kezelés el6tt az OSDI-pontszam 35,66 + 12,36, a nem
invaziv konnyfilm-felszakadasi id6 (NI-BUT) 3,83 + 0,80 mp volt. A
0,15%-os cink-hialuronat alkalmazasa 6t perccel a becseppentés utan
(9,74 £ 2,85 mp; p = 0,01) és egy honapos kezelést kdvetden is (8,67
+4,50 mp; p <0,001) szignifikansan novelte a konnyfilm felszakadasi
idot. Ezzel parhuzamosan az OSDI atlagérték jelentdsen csokkent
(35,66 — 15,03; p < 0,001). Az egy csepp cink-hialuronat 6t perccel
a becseppentés utan jol csokkentette a forrszirozott nyitvatartas alatt
érzett irritaciot (p < 0,004). Egy honapos napi négyszeri kezelés utan
a pislogasok kozotti irritdciés pontszam tovabbi, minden 5
masodperces id6intervallumban kimutathatd csdkkenést mutatott (p <
0,004), még 12 déraval az utolsé adag utan is. Az intenziv (pontszam >
5) irritacio kialakulasaig sziikséges id6 nott mind a kiindulashoz, mind
az egyszeri adag utani értékhez képest (p < 0,025). A 0,15%-o0s
cink-hialuronat a mechanikai és kémiai érzékenység-kiiszobot mar 5
perc utan emelte (p < 0,025), mig a hideg- és hdingerek kiiszobét nem
befolyasolta. E hatas az egy honapos kezelés alatt is fennmaradt (p <
0,025), és még 12 oraval az utols6é adag utan is kimutathato volt.
Osszességében a 0,15%-o0s cink-hialuronat rovid tavon is, de
kiilonosen egy hoénapos alkalmazas utan jelent6sen javitotta a
konnyfilm-stabilitast, csokkentette az irritacios érzeteket és novelte a
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mechanikai és kémiai érzékenységi kiiszoboket a szaraz szemi
betegekben.

5.2.4. Mentol hatisa a szdraz szem panaszokra

A vizsgalatban 18 egészséges onkéntes (14 nd, 4 férfi; 33,3 £2,3 év)
€s 9 szaraz szemil beteg (7 no, 2 férfi; 43,6 + 3,8 év) vett részt. Az 1
mM ¢és 10 mM mentolt tartalmazd kendcsok alkalmazéasa utan 4
perccel a konnyben mért mentolkoncentracio 5 mM, illetve 39,5 mM
volt. Az 1 mM-os mentol egészséges alanyokban enyhe hidegérzetet
okozott, diszkomfort ndovekedése nélkiil, mikézben a pislogasi
frekvencia szignifikansan emelkedett (p < 0,05). A 10 mM
mentolkészitmény a pislogasi ratat, valamint a diszkomfort- ¢és
htivosségérzetet jelentdsen fokozta, de a konnytermelés egyik
koncentracional sem valtozott szignifikansan. A szaraz szemti betegek
nyugalmi pislogasi rataja eleve magasabb volt (p = 0,002), és a mentol
tovabb fokozta ezt. Erdekes modon a mentolos kendcs mindkét
koncentracioban csokkentette a kellemetlen érzetet a szaraz
szemuekben, akik alapallapotban magasabb diszkomfortot jelentettek,
mint az egészségesek. A mentol altal kivaltott érzés mindkét
csoportban egy hideg- / hiivos komponenst tartalmazott. Hasonlo, de
meérsékeltebb valaszokat figyeltiink meg, amikor a résztvevoket
szobahdmérseékletli 1égaramlatnak tettiik ki. A szaraz szemi betegek
alaphelyzetben is kifejezettebb irritaciot jeleztek, amit a légaram nem
fokozott tovabb. Osszességében a mentol a pislogis fokozasa és a
htivos érzet kivaltasa révén aktivalta a szemfelszini hidegreceptorokat,
mikodzben a szaraz szeml betegek komfortérzetét paradox modon
javitotta, feltehetéen a mentol mérsékelt TRPMS8-agonista hatasdnak
koszonhetden.

5.2.5. A szaruhartya érzékenysége és a szdraz szem klinikai jelei
keratoconusban

A keratoconus (KC) csoportban 19 enyhe vagy kozepes stadiumu
beteg (atlagéletkor 28,9 + 6,3 év), a kontrollcsoportban 20 egészséges
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személy (30,2 = 5,3 év) szerepelt. Nem volt szignifikans kiilonbség az
¢letkor vagy a nemek megoszlasdban. A KC-csoportban
szignifikdnsan magasabb keratometriai értékeket és alacsonyabb
legvékonyabb szaruhartya-vastagsagot mértiink a kontrollhoz képest
(meredek: 49,0 + 5,7 vs. 43,9+ 1,5 D; lapos: 45,8 £ 5,3 vs. 43,1 + 1 4
D; vastagsag: 422,4 + 77,9 vs. 551,7 + 13,9 pm; p < 0,001 mindharom
esetben). A Schirmer-érték 5,3 +2,2 mm volt a KC-csoportban és 13,2
+ 2,0 mm a kontrollban (p < 0,001). Az OSDI-pontszam magasabb
volt KC-betegeknél (26,8 + 15,8 vs. 8,1 + 2,3; p < 0,001), mig az
NI-BUT nem kiilonbo6zott (9,8 + 4,8 vs. 10,7 + 3,8 s; p > 0,05). A
szelektiv szenzoros stimulacidk soran a keratoconusos szemek minden
ingerfajtaval szemben magasabb kiiszobértékeket mutattak (p =
0,001). A KC-csoportban az életkor nem mutatott szignifikans
korrelaciot egyetlen érzékelési kiiszobbel sem (p > 0,05). Ezzel
szemben az egészséges csoportban az életkor pozitivan korrelalt a
mechanikai (r = 0,52; p = 0,02), kémiai (r = 0,47; p = 0,04), h6 (r =
0,26; p = 0,04) és hideg (r = 0,40; p = 0,03) kiiszobértékekkel. A
legvékonyabb szaruhartya-vastagsag ¢€és a szenzoros kiiszobok
(minden stimulus esetében) nem mutattak Osszefliggést a
KC-csoportban (p > 0,05). Ugyancsak a kiiszobérzékenység nem
korrelalt sem a Schirmer-értékkel, sem az NI-BUT-tal, sem az
OSDI-pontszammal (p > 0,05 minden esetben). Osszességében a
keratoconusos betegeknél a szaruhartya vékonyabb, a konnytermelés
csokkent, a szubjektiv tiinetek sulyosabbak, és mindenféle szenzoros
stimulussal szemben csokkent érzékenység (magasabb kiiszob)
figyelheté meg, fiiggetleniil az életkortdl vagy a szaruhartya
paramétereitol.
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6. KOVETKEZTETESEK, UJ MEGALLAPITASOK

6.1. A SZARUHARTYA ERZO IDEGVEGZODESEINEK
KOROS MUKODESE SZEMSZARAZSAGBAN

Vizsgélataink igazoltdk, hogy a szemfelszin tartds kiszaradasa
fokozza a szaruhartya hidegérzékeld receptorainak érzékenységét,
amelyet megndvekedett natrium- és csokkent kaliumaramok
kozvetitenek. Ezzel szemben a polimodalis nociceptorok aktivitasa
csak enyhén modosul. Human kisérleteinkben a  hideg
termoreceptorok szelektiv aktivalasa kellemetlen érzést valtott ki,
megerdsitve szerepiilket a szemfelszin nedvesség- és homérséklet-
szabalyozasaban. Tengerimalac-modelliinkben a tartds szarazsag
morfologiai és ioncsatorna-zavarokat idézett elé a szaruhartya-
idegvégzddésekben. A  TRPMS8-aktivaldé mentol egészséges
személyekben a hideg receptorok aktivitasat és a kellemetlen érzést
fokozta, mig szaraz szemi betegekben csokkentette a diszkomfortot,
valdszintleg a fokozott natriumcsatorna-aktivitds gétlasaval.
Alacsony mentolkoncentraciok a pislogasi reflexet erdsitették,
magasabb adagok viszont irritacidt és fajdalomérzetet valtottak ki,
részben a  TRPAl-expresszald  nociceptorok  aktivalasaval.
Eredményeink szerint a szaruhartya bazalis tonusat foként az alacsony
kiiszobii hideg receptorok biztositjak, amelyek a konnytermelés és
pislogas élettani szabalyozasaban kulcsszerepet jatszanak. Kronikus
szarazsagban a hidegérzékeny rostok hiperexcitabilitisa és a
nociceptorok masodlagos aktivacidja tartds neuropatias diszkomfort
kialakulasdhoz vezet, ami a szaraz szem szindroma komplex
szenzoros tiineteit magyarazza.

6.2. A SZEMFELSZINI IRRITACIO JELLEGE SZARAZ
SZEM BETEGSEGBEN

Vizsgalatunk kimutatta, hogy a szaraz szemi betegek szemfelszini
érzeteinek mintazata ¢és idobeli alakuldsa jelentdsen eltér az
egészséges egyénekétdl. Egészséges személyeknél a pislogasok
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kozotti érzésintenzitas fokozatos, haromfazisu, exponencialisan
novekvo gorbét kovetett, mig szaraz szem esetén a kellemetlenség
hirtelen és tartésan magas intenzitasiva valt. Ez arra utal, hogy e
betegek nem képesek visszatérni a tiinetmentes alapéllapothoz a
pislogasok kozott. A konnyfilm dinamikaja és a szemfelszini
diszkomfort id6beli mintdzata szoros, de nem linedris kapcsolatban
all: a rovidiilo konnyfilm-felszakadasi id6 nemcsak iddbeli eltolodast,
hanem az intenzitasgorbe alakjanak torzuldsat is okozza, ami a
szaruhartya receptorainak hiperexcitabilitdsara utal. A szenzoros
kontrollzavar kulcsszerepet jatszhat a szaraz szem szindroma
jellegzetes, kronikus diszkomfortjanak kialakuldsaban.

6.3. MUKONNY HATASA A SZEMFELSZINI IRRITACIO
MERTEKERE

A konnyfilm potlasa csokkentette az irritdcid mértékét, de nem
valtoztatta meg alapvetéen az érzékelési mintazatot, jelezve, hogy a
kezelés a mechanikai védelmet, nem pedig az idegi funkciot
befolyasolja. A Belmonte-féle non-contact esztéziométerrel végzett
vizsgalataink szerint a HP-guar mérsékelte a szaruhartya mechanikai,
hideg ¢és kémiai ingerekre adott vélaszait, megerdsitve, hogy a
megfeleld viszkoelasztikus konnyfilm szliréként és energiacsillapitd
kozegként védi a receptorokat. Elséként irtuk le, hogy a 0,15%-os
cink-hialuronat hosszii tava alkalmazasa jelent6sen csokkenti a
szaruhartya ingerlékenységét és a pislogasi gyakorisagot, valamint
tartosan mérsékli a szubjektiv panaszokat. A rovid tava hatasok a
konnyfilm viszkoelasztikus tulajdonsagaival, mig a hosszi tavu
kedvezo valtozasok a $ZeNnzoros idegvégzodések
hiperexcitabilitasanak csokkenésével magyarazhatok. Feltételezhetd,
hogy a hialuronat a TRPV1-csatornak aktivitasat is gatolja, ezaltal
meérsékli a  periféridas  nociceptorok  impulzusaktivitasat.
Osszességében a  konnyfilm  fizikokémiai  tulajdonsagainak
helyreallitasa kettés mechanizmuson — mechanikai védelem és
szenzoros moduldcid6 — keresztiil csokkenti a szemfelszini
diszkomfortot a szaraz szem szindrémaban.
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6.4. UJLEHETOSEGEK A KOROS SZARUHARTYA
ERZEKENYSEG BEFOLYASOLASARA

6.4.1. Lakozamid

Elsoként igazoltuk, hogy a lakozamid jelentésen csokkenti a
szaruhartya hidegérzékeny idegsejtjeinek korosan fokozott spontan és
stimulus-indukalt aktivitasat. A lakozamid hatasprofilja jelentdsen
eltért a lidokainétol: mig 100 uM lakozamid mellett a hidegreceptorok
aktivitisa a kontrollszint kozelébe tért vissza, ugyanilyen
Lakozamid jelenlétében a receptorok tovabbra is reagaltak hiitési
ingerekre, csokkent csucsfrekvenciaval, ami mérsékelt, de
funkcionalis érzékenységet jelez. Eredményeink szerint a lakozamid
szelektiven fokozza a fesziiltségfiiggd natriumecsatorndk lassu
inaktivalodasat, mig a lidokain nem szelektiven blokkolja Oket, igy
eltéré6 modon befolyasoljak a sejtek akcids potencialjat és vezetési
sajatsagait. A mechanizmus feltételezhetéen a natrium- ¢és
kaliumaramok zavaraval fiigg 0ssze, nem pedig a TRPMS8 csatorna
miikddési  rendellenességével. Osszességében a lakozamid a
lidokainnal szelektivebben és kiméletesebben mérsékli a kronikusan
depolarizalt kornealis idegsejtek excitabilitasat, ami igéretes terapids
lehetdséget jelenthet a szaraz szemhez tarsuld diszkomfort
csillapitasaban.

6.4.2.  Ciklosporin A

Kisérleteinkben elsoként igazoltuk, hogy a ciklosporin A (CsA)
akutan és  szelektiven csokkenti a  szaruhartya  hideg
termoreceptorainak korosan fokozott aktivitasat konnyhidnyos
allatokban, mig egészséges kontrollokban nem befolydsolja a
receptorok miikodését. A CsA gatld hatdsa ardnyos volt az idegi
hiperaktivitas mértékével, ami célzott neuromodulélé mechanizmusra
utal. Az NTI-analizis soran a konnyhianyos allatokban megfigyelt K*-
aramcsokkenés és az NTI-amplitddd mérséklodése CsA-kezelés utan
részben reverzibilisnek bizonyult, ami arra utal, hogy a hatas részben

44



a kaliumcsatorna-funkcié helyreallitasan alapulhat. Eredményeink
alapjan a CsA szelektiven csokkenti a hidegreceptorok koros
aktivitasat, kozvetve mérsékli a szdraz szemhez tarsulo idegi
tulérzékenységet és diszkomfortérzetet. A szaruhartya nociceptorokra
¢és ioncsatorna-miikodésre gyakorolt kdzvetlen hatasanak részletes
vizsgalata 0j terapias megkozelitések alapjat képezheti a szemfelszini
neuropatias tlinetek célzott kezelésében.

6.5. SZARUHARTYA ERZEKENYSEG ES SZARAZ SZEM
PANASZOK KERATOCONUSBAN

Vizsgélatunk sordan megallapitottuk, hogy keratoconusban a
szaruhartya érzé¢kenysége mindharom f6 érzéstipus — mechanikai,
kémiai és termikus — esetében csokkent. Az érzékenység-csokkenés
nem korrelalt sem az életkorral, sem a betegség stilyossagaval, sem a
konnyfilm elégtelenségével, ami arra utal, hogy a cornedlis idegi
karosodas mar a korkép korai fazisaban megjelenik. A keratoconusos
betegekben a szenzoros kiiszobok szignifikansan emelkedtek, az
érzékenységi profilok pedig a betegség stadiumatol fiiggetlennek
bizonyultak. A csokkent érzékelés és a konnyelvalasztasi zavar
egyarant a folyamat korai szakaszat jellemzi, utobbi a szemfelszini
kellemetlenséggel korreldl. Eredményeink arra utalnak, hogy a
hidegreceptorok ¢és mechanoreceptorok funkcionalis karosodasa
egyarant hozzajarul a bazalis ¢és reflexes konnytermelés
csokkenéséhez. A bazalis konnyelvalasztds zavara feltehetden a
hidegreceptorok degeneracidjanak, mig a reflexes komponensé¢ a
mechanikus és polimodalis rostok csokkent centralis inputjdnak
kovetkezménye. A szenzoros deficit oka valdszinilileg a periférias
axonkdrosodasban, a trigeminalis neuronok megvaltozott ioncsatorna-
expresszidjaban €s a szemfelszin kronikus kiszaradasa altal kivaltott
masodlagos neurodegeneracioban keresendd. A bazalis hamsejtek
fokozott apoptdzisa, valamint a protedz-medialt szoveti degradacio
hozzéjéarulhat a cornealis idegrostok és Schwann-sejtek pusztulasahoz.
A megfigyelt ideghalozati atrendezddés reparativ folyamatokhoz és
novekedési faktorok, illetve neuropeptidek lokalis felszabadulasahoz
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kothetd. Eredményeink 6sszességében azt mutatjak, hogy a korai idegi
valtozasok meghatarozo szerepet jatszanak a keratoconushoz tarsulo
érzékelési zavarok ¢és konnyfilm-homeosztazis felborulasanak
patomechanizmusaban.

46



7. OSSZEFOGLALAS

A sziaraz szem szindromadhoz tarsulé szemfelszini panaszok
gyakorisaga indokolja a szenzoros ¢és ioncsatorna-szintl
patomechanizmusok részletes vizsgalatat. Ennek érdekében uj, a
human morfolodgiai eltéréseket jol tiikrozo allatmodellt hoztunk 1étre,
amelyben a szaruhartya-idegek funkciondlis és elektrofiziologiai
jellemzdit izolalt preparatumokon elemeztik. A modellben a
periférias hideg termoreceptorok koérosan magas spontan aktivitast és
fokozott hiitési valaszokat mutattak, mig a polimodalis nociceptorok
ingerlékenysége mérsékelten, de kimutathatéan nétt. A trigeminus
ganglionban e folyamatokat a megnovekedett natrium- és csokkent
kaliumaramok kisérték.

Human vizsgélatainkban a mentollal végzett hidegreceptor-aktivalas
egészséges alanyokban kellemetlenséget és fokozott pislogast valtott
ki, mig szaraz szemil betegekben paradox modon csokkentette a
diszkomfortot, ami a hidegreceptorok neuropatias atalakulasara utal.
A pszichofizikai elemzések soran kimutattuk, hogy szaraz szem esetén
az irritdcid az utolsd pislogast kovetden hirtelen fokozodik, és a
konnyfilm-potlas csak részlegesen mérsékli a diszkomfortot. A
hialuronsav-tartalmi lubrikdnsok hosszu tavon stabilizaltadk a
konnyfilmet és csokkentették a koros idegi ingerlékenységet.
Kimutattuk, hogy a lakozamid, egy a fesziiltségfiiggd
natriumcsatornak lassu inaktivaciojat fokozo antiepileptikum,
szelektiven  csokkentette a  szaruhdrtya hidegreceptorainak
hiperaktivitasat, anélkiil hogy a normal idegi valaszokat gatolta volna.
Hasonléan, a ciklosporin A akut alkalmazasa mérsékelte a
hidegérzékeny neuronok koros aktivitasat, részben a kaliumecsatorna-
miikddés helyreallitasa révén. Az eredmények alatdmasztjak, hogy e
szerek kombinalt alkalmazasa a konnyfilm-dinamika javitdsa mellett
a periférias idegi tulérzékenység csillapitasaban is hatékony lehet.
Keratoconusos betegek vizsgélata soran minden érzéstipusra kiterjedd
cornealis hipoesztéziat talaltunk, amely fliggetlen volt a betegség
sulyossagatol és a konnyfilm-eltérésektol. E szenzoros karosodas a
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bazalis ¢s reflexes konnyelvalasztds csokkenéséhez vezethet,
hozzdjarulva a szemfelszini diszkomforthoz és a keratoconus
progressziojahoz. A neuralis remodellacio pontos feltérképezése uj
lehet6ségeket nyithat a kollagén-keresztkotés optimalis iddzitésében
¢s a korai neuroprotektiv beavatkozasok kidolgozéasaban.
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