A cornealis stromahomaly (haze) kialakulasanak biokémiai hattere

photorefraktiv Iézerkezelést kdvetéen

Vallalt feladatok

a) A konny plazminogén aktivator aktivitas (PAA) - nak, valamint plazminogén
aktivator inhibitor (PAIl) szintjének vizsgalata kulonboz6 tipusu refraktiv
lézerkezelések kapcsan. Célunk a sebgydgyulas plazminogén aktivator / plazmin
rendszerének, valamint az aktivalt keratocitak rendszerének — egyensulyanak -

tanulmanyozasa az eltérd tipusu matéti technikak soran.

b) Vizsgalataink tovabbi részében a PAI 2 eredetére kerestuk a valaszt. A terhesség
soran mar ismert emelkedett vér PAI 2 szint, és a konny PAI 2 szintjének valtozasa
kozotti kapcsolatot tanulmanyoztuk, annak megismerésére, hogy a vér PAI 2 szintje

hatassal van-e a konny PAI 2 szintjének valtozasara.

c) Allatkisérletben (nyul) tanulmanyoztuk az urokindz tipust plazminogén aktivator
(uPA) génszintl szabalyozasat szemcsepp formajaban alkalmazott uPA pétlassal,
mellyel célunk az esetlegesen alkalmazhatdé hatdéanyag hatasmechanizmusanak

megismerése volt.

d) Transforming Growth Factor 3 (TGFR) — rendszer és az uPA / plazmin rendszer
kapcsolatanak vizsgalata a konnyben PRK kezelést kdvetéen. Tekintettel arra, hogy
a cornealis stromahomaly és a myopias regresszio hatterében elsésorban a cornealis

stroma biokémiai folyamatai jatszanak kulcsszerepet.

Hatter

A refraktiv lézersebészeti beavatkozasok alkalmasak a szaruhartya felszinének re-
profilalasara mely altal lehetéséget biztositanak a kiulénb6zé tipusu refrakciés hibak —
veleszlletett vagy szerzett - korrigalasara. A leggyakoribb mu(téti tipusok kozé a
photorefractive keratectomia (PRK) és a lézer ,in situ” keratomileusis (LASIK)

tartoznak.



PRK soran a cornealis epithelium lekaparasat kovet6en az excimer Iézer evaporalja
a szaruhartya stromalis rétegének meghatarozott részét, melynek eredményekeént a
szaruhartya felszine re-profilalédik és az optikai toréer6 megvaltozik. A re-

eptihelizacio altalaban 2-3 napot vesz igénybe.

A posztoperativ komplikacidk kozul a leggyakoribbak a myopias regresszio, valamint
a vizualis aberraciok (haze, halo, glare) melyek hatterében a cornealis
transzparencia valtozasa all a sebgyogyulasi folyamatok irregularitasanak

eredményekeént.

LASIK mtét soran - mikrokeratom vagy femtosecond |ézer segitségével - a stromalis
rétegben egy 160 vagy 180um vastagsagu flap készul. Az excimer lézer a flap
felemelését kovetben ablalja a stromalis réteget és reprofildlia a szaruhartya
toréerejét, majd a mitét végén a flap-et eredeti pozicidjaba helyezik vissza.

A LASIK tipusu mitét f6 elénye a PRK eljarassal szemben az, hogy a korai
posztoperativ idészakban nincsen fajdalomérzet, hiszen az érzdideg végzbédések a
flap  visszahelyezésével nem maradnak  szabadon. A latasélesség
visszanyerése/javulasa is gyorsabb, mint PRK kezelés esetén.

A leggyakoribb LASIK komplikaciok: flap-hez kapcsoldédo problémak, refraktiv hiba
alulkorrekcio, regresszid, asztigmia, decentracio, valamint vizualis problémak (glare,
halo és haze). Ezen tipusu mitéti beavatkozast kdvetéen a szenzoros denervaciod
idétartama hosszu, mely ,szaraz szem” kialakulasahoz vezethet.

A refraktiv |ézersebészeti beavatkozasok elektiv mitétek, egészséges szemeken
torténnek és sok vonatkozasban a kozmetikai mitétekhez hasonlithatok.
Komplikacidk ilyen mitétek esetén még kevésbé elfogadhatok, mint sérdlt illetve

beteg szemeken végzett beavatkozasok esetében.

A refraktiv |ézersebészeti beavatkozast esetenként kovetd transzparencia csokkenés
hatterében valoszinilleg az aktivalt keratocitak, valamint az eltlsé stroma lamellak
karosodasa all. A haze kialakulasa — amennyiben az kialakul - a kezelést kdvetden
néhany héten, illetve hénapon belll kdvetkezik be. A lefolyas hetek — hdnapok kdzott
valtozik, esetenként évekig is elhuzédhat, melynek mind a sulyossagi foka mind a

lefolyasa valtozo.



Az urokinaz-tipusu plazminogén aktivator -szerin proteaz-, mely megtalalhaté a
normal konnyben és a szaruhartya sejtjeiben. A cornealis sebgyogyulas biokémiai
folyamatdban, az uPA és a PAI igen fontos szerepet jatszik mind a szoveti
destrukcié, mind a szoveti gyogyulas soran. A proteolitikus enzimrendszerben az
uPA felel6és az inaktiv plazminogén aktiv plazminna torténé atalakitasaért. A uPA-ra
a PAl 1 és PAl 2 gyakorol gatldé hatast. A plazmin — egyéb enzimekkel- szerepet
jatszik az extracellularis fibronektin és a laminin degradaciéjaban, befolyasolja a
sejtvandorlast és a sebgydgyulasi folyamatokat. A plazmin aktivalja a latens
prokollagenazt kollagenazza, mellyel elinditja a kollagén molekulak destrukciojat és

pozitiv visszacsatolassal hatva a fibroblasztokra még tobb uPA-t szekretaltat.

Feladatunkként azt tlztik ki, hogy jobban megismerjik a PRK és LASIK kezelést
kovetd sebgydgyulas folyamatat, ezért a konnymintak uPA aktivitasat (UPAA) és PAl
szintjet mértuk a kdnnyben a corneadlis sebgyodgyulas folyaman refraktiv sebészeti

beavatkozasok el6tt és utan.

Az alabbiakban munkank metddusait és eredményeit ismertetjuk.

a) A _kénny plazminogén aktivator aktivitas (PAA) - nak, valamint plazminogén

aktivator inhibitor (PAl) szintiének vizsqalata klilbnbdz6 tipustu refraktiv

lézerkezelések kapcsan.

Anyagok és modszerek

46 paciensink PRK és 13 paciensuink LASIK kezelését végeztik. A kdnnymintakat
uveg-kapillarissal gyuUjtottuk kozvetlenul a kezelés elbtt és utan, valamint az elsé
(LASIK), a harmadik (PRK) és az o6todik (PRK) posztoperativ napokon. Enzim
kapcsolt ,immunoassay’-t alkalmaztunk a PAIl szintek meghatarozasahoz. 61 PRK
PAI-1, valamint 146 PRK és 35 LASIK minta PAI-2 meghatarozasat végeztik. A
subepithelialis cornalis stromahomaly (haze) meghatarozasa Hanna szerinti stadium

beosztas alapjan tortént.



Eredmények

A PAI-1 szintje - 6sszes vizsgalt mintankban (PRK) - a detektalhatdo 1 ng/ml érték
alatt volt. A PAI-2 szintje (PRK) preoperative 19,8 (23,4) ng/ml, a mitétet kdvetben
113 (60,5) ng/ml, a 3. posztoperativ napon 12,1 (19,5) ng/ml és az 5. posztoperativ
nap 15,5 (20,4) ng/ml értékeket mértink. Egy pacienslnk esetében észleltink
emelkedett preoperativ. PAI-2 szintet és haze kialakulasat ennél az egy
pacienstinknél észleltink a késbbbiekben. LASIK kezelés esetén a PAI-2 szint
preoperative 19,0 (33,1) ng/ml a mitétet kdvetéen 112 (69,2) ng/ml és az 1.
posztoperativ napon 15,7 (18,8) ng/ml értékeket mértink.. LASIK kezelést kdvetden
cornealis stromahomalyt nem észleltink. Az Invest Ophthalmol Vis. Sci. (November
2000, Vol.41:3743-3747) —ben publikalt PRK-t koveté PAA valtozasok nem mutattak
szignifikans eltérést a LASIK mintak vizsgalt PAA értékeitél.
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paciensek konnymintaiban.



atlag sigma maximum minimum  esetszam

Pre-op 19.8 234 113.5 0.0 41
Post-op 112.7 60.5 238.2 8.2 42
3. post-op 12.1 19.5 79.9 0.0 44
5. post-op 15.5 204 78.8 0.0 19

1. tablazat: PAI-2 szintek valtozasai PRK tipusu muitéttel operalt betegek

kénnymintaiban (ng/ml).

mean sigma maximum Minimum number
Pre-op 19.0 33.1 102.1 0.0 12
Post-op 111.5 69.2 237.6 27.7 12
Day 1 15.7 18.8 59.6 0.0 11

2. tablazat: PAI-2 szintek valtozasai LASIK tipusu mutéttel operalt betegek

konnymintaiban (ng/ml).

Konkluzio

PAI-2 antigén szintie mind PRK mind LASIK kezelést kovet6en emelkedett, mely
varhatoan befolyasolja a plazminogén aktivator — plazmin rendszer mikodését. A két
matéti tipus esetében (PRK, LASIK) észlelt hasonlé enzimszint-valtozasok, a
cornedlis sebgyogyulasi folyamatok azonos enzimatikus valaszreakcidjat
valoszinUsitik. A magas preoperativ PAI-2 szint, mely tanulmanyunkban PRK-t
kovetden haze kialakulasahoz vezetett, prediszpozicids faktor vagy oki tényezd lehet

a cornealis stromahomaly kialakulasaban.

Eredményeink eddigi ismertetése

1) Csutak A, Silver DM, Tézsér J, Steiber Z, Bagossi P, Hassan Z, Berta A.

(2008): Plasminogen Activator Inhibitor in Human Tears After Laser Refractive



Surgery. Journal of Cataract & Refractive Surgery Jun;34(6):897-901. Impakt
faktor:2.285).

2) Csutak A, Silver DM, Tézsér J, Berta A. (2007): Wound healing, haze and
urokinase plasminogen activator after laser vision correction surgery. Johns
Hopkins APL Technical Digest. 27(2):198-207.(Impakt faktor: 0.167).

3) Csutak A., Silver DM, Tozsér J, Steiber Z., Hassan Z., Berta A. Plasminogen
activator for promoting wound healing after laser vision correction surgery.
SOE & DOG, Berlin, Germany, September 2005.

b) A terhesséq soran ismert emelkedett vér PAIl 2 szint, és a kbnny PAIl 2 szintjének

valtozasa kbzoOtti kapcsolat vizsqgalatai.

Anyagok és modszerek

23 paciensunk konny és vérmintajat vizsgaltuk, a terhes-gondozéban tortént
megjelenéseik alkalmaval - végigkovetve a terhesseégi trimesztereket, valamint 2-5
nappal a szulést kovetbéen ismételt mintavételre kerult sor. A kdnnymintakat Uveg-
kapillarissal gydjtottik az alsé kdonnymeniscusbdl Ugyelve arra, hogy a kétéhartyat ne
ingereljuk a mintavételek kozben. Centrifugalast kovetéen -80°C-on taroltuk a
mintakat. A vérmintavételekre a szokasos klinikai/laboratériumi moédszerrel kertlt sor,
a mintak tarolasa a kénnymintaknak megfeleléen tértént az analizisig. A PAI szintek
meghatarozasahoz enzim kapcsolt ,immunoassay’-t alkalmaztunk, 60 minta PAI-1 és
94 minta PAI-2 meghatarozasat végeztuk, konny és vérmintakban. A vérmintakbdl

Osztrogén és progeszteron szint meghatarozasa is tortént parhuzamosan.



Eredmények

A vér PAI -2 szintje a terhesség elsé heteiben alig érte el a detektalhatésag hatarat,
vérszintje azonban a terhességi kor el6érehaladtaval linearisan novekedett és a 35.
gesztacios hétre 150-200ng/ml kozotti értéktartomanyban mozgott. A vér PAI -1
szintje ugyan elmaradt a PAIl -2 szintjétdl, de mar a korai terhességi szakban (1.
trimeszter) jol detektalhato volt. A konny PAI -1, valamint a PAI-2 szintjének analizise
érdemi Osszeflggést a vérmintakkal nem mutatott, és az egyéni variaciokat
Osszevetve valtozatos mintazatot eredményezett. A vérmintak Osztrogén, és
progeszteron szintjie folyamatos emelkedést mutatott a terhességi kor

elérehaladtaval, a vartnak megfelelen.

Konkluzid

Vizsgalati eredményeink jelenleg nem tamasztjak ala, hogy kozvetlen érdemi
Osszefuggés lehet a kdnnymintak PAI szintje, valamint a vérmintak inhibitor szintjei

kozott.

c) Allatkisérletben (nyul) tanulmanyoztuk az urokinaz tipusu plazminogén aktivator

(UPA) génszintli szabalyozasat szemcsepp formajaban alkalmazott uPA poétlassal.

Anyagok és modszerek

14 allat (nyul) mindkét szemén Excimer |ézerkezelést végeztink, InPro Intraoculare
Laser (PRK/PTK system Gauss, 193 nm) alkalmazasaval. Az allatok egyik szemét
antibiotikum tartalmu szemcseppel kezeltik, napi 5x (2-3 6ras id6kdz), még az
ellenoldali szem antibiotikum és aprotinin (kombinalt) kezelést kapott. Abszolut
kontrollként, a kisérletbe egy allat kerult bevonasra, melynek esetében PRK
kezelését csak az egyik szemen végeztunk. Ezen abszolut kontroll allat esetében
terapidban egyik szem sem részeslult. Az allatok tulaltatasa kilonb6z6 idépontokban

tortént, 2 és 4 6ra, valamint 1. és 3. nap, 2 — 4 allat felhasznalasaval.

A szaruhartyak egyik felét, uPA mRNS szint meghatarozasara hasznaltuk - Reverz
Transzkripciot és ,Real Time — Quantitavie Polymerase Chain Reaction” -t (RT-



QPCR) kovetben. A szaruhartyak masik felébél fagyaszott metszetek késziltek, az

uPA aktivitas ,in situ zymographiaval” torténd detektalasara.

Eredmények

Az operalatlan szemek — abszolut kontroll allatok - vizsgalata soran, a cornealis
sejtekbdl nyert uPA mRNS értéket alacsonynak talaltuk, mely azonban markansan
megemelkedett a PRK kezelést kovetd 2. és 4. oraban vizsgalt mintak eseteiben. A
sebgyogyulas elérehaladtaval jol korrelald6 uPA mRNS ,up” regulaciot figyeltink meg,
melyet azonban jelentésen befolyasolt — a mitétet megel6z6 - de-epithelizacio
nagysaga. Az uPA expressziojat az aprotinin tartalmu szemcsepp alkalmazasa
szignifikansan csokkentette és fluggetlennek bizonyult az ,up” regulacié mértékétél.

Az ,in situ zymographia” megerésitette az aprotinin uPA aktivitast csékkentd hatasat.

Konkluzié

A PRK kezelést kovetd re-epithelizaciés idészakban az aprotinin ,down” regulaciét

fejt ki az uPA gén expresszidjara a nyul cornea sejtjeiben.

Eredményeink eddigi ismertetése

1) A. Csutak, DM. Silver, T. Sperka, J. Kadas, Gy. Vereb, A. Berta, J. T6zsér.
Urokinase downregulation by aprotinin in rabbit corneal cells after photorefractive

keratectomy. Current Eye Res. biralat alatt

2) Csutak A., Silver DM, Toézsér J, Steiber Z., Hassan Z., Berta A. Haze prevention
after laser vision correction surgery. World Ophthalmology Congress, Sao Paulo,
Brazil, February 2006.



d) Transforming Growth Factor B (TGFR) — rendszer és az uPA / plazmin rendszer

kapcsolatanak vizsqalata a kbnnyben PRK kezelést kbvetben.

Anyagok és modszerek

13 PRK tipusu mitéten atesett paciensink koénnymintainak TGFR 2-szintjét

vizsgaltuk pre és posztoperative, TGFR 2 spcifikus KIT alkalmazasaval.

Eredmények

10 pacienslink esetében a mitétet kdvetben kdzvetlenul mért TGFR 2-szint csdkkent,
3 paciensunk esetében azonban valtozast nem tudtunk detektalni. A posztoperativ
id6északban - m(tét utani 3—32 nap - 9 paciensiunk esetében jelentésen nétt a TGFR

2-szintje, még 4 paciensunk esetében ezzel szemben csOkkenés volt detektalhato.
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2. dbra: A TGFR 2 szintjének valtozasa pacienseink kdnnymintaiban.



Konkluzié

A TGFR 2-szintjének valtozasara vonatkozd biokémiai folyamatok megértéséhez

tovabbi ELISA, valamint western blott vizsgalatok sziikségesek.

Tamogatasukat ezuton is halasan koszonjuk!

Dr. Csutak Adrienne

Debrecen, 2010. januar 22.



