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Roviditések jegyzéke

ACAID - eliilsé csarnokhoz kotétt immundeviacid

BD - Becton Dickinson Immunocytometry Systems
CBA - cytometric bead array

ELISA - ensyme-linked immunosorbent assay

IL - interleukin

IL-1RA - interleukin-1 receptor antagonista

INF - interferon

MHC - major hisztokompatibilitasi komplex (I., II.)

NK - természetes 6l0sejtek (natural killer cells)

PCL - hatsé csarnoki mdlencse (posterior chamber lens)
PKP - perforald keratoplastica

PMN - polimorfonuklearis sejt

SD - standard deviacio

TGF-B - transzformald novekedési faktor-béta

Th1/ Th2 - helper T-sejt (1 és 2)

TNF - tumornekrozis-faktor

TP - Osszfehérje (total protein)

VEGF - érndvekedési faktor (vascular endothelial growth factor)



1. Bevezetés és irodalmi attekintés

A praeocularis konnyfilm a szemgolydt védi mechanikai behatasok és a
valtozasa a szem eliils0 szegmentumanak betegségeiben fontos paraméter,
amelynek ismerete a kiilonb6zo betegségek folyamataiban specialisan jellemzd
adatokat szolgaltathat (1-6). A konny nagyszamu, oldott allapotban Iévé fehérje
Osszetett rendszere (7), mely szamos specifikus és non-specifikus
immunkomponenst is tartalmaz (8, 9). Ezek kozott citokinek, kemokinek,
novekedési faktorok, angiogenicus modulatorok taldlhatéak, melyek a
sebgyogyulast, az apoptozist, a sejtciklust és a migraciot is befolyasoljak.
Mindezek miatt évtizedek 6ta hasznaljuk a human konnyet részletes laboratdriumi
vizsgalatokra. A human koénny gydjtése non-invaziv, fajdalmatlan és ismételheto,
Osszetételének tanulmanyozasaval szamos betegség esetén klinikailag hasznos

informaciokhoz juthatunk (10-18).

Az immunrendszer sejtjei allandé kolcsdonhatasban allnak egymassal,
egyrészt kozvetlen sejt-sejt kontaktus, masrészt citokinek utjan. Mindeddig tobb
mint 100 citokint azonositottak (19). Szinonimaként altalanosan hasznaljuk az
interleukin  elnevezést is. A sejtkozotti kommunikacioban ezen polipeptid
regulatoroknak (gliikoproteinek/proteinek/peptidek) nagyon fontos szerepe van
(20). Tehat a gyulladasos reakcidk folyamataban a citokinek az intercellularis
kommunikacidban alapvetd fontossagu mediatorok. Secretidjuk gyors ,turn-over”-

G, mivel a citokin mRNS-e rovid élettartamu és a szintetizalt citokint a sejtek



azonnal kivalasztjak. A citokinek alaptulajdonsdgaibdl addéddan a secretidjuk
mértékében torténd kismértékd modosulas is mélyrehatd valtozasokat okozhat az
allogén stimulusra adott immunoldgiai valaszban. A lokalis immunvalaszt a relativ
citokin szintek, a citokinek egymashoz viszonyitott aranya jobban jellemezheti,
mint az abszolut citokin koncentraciék (21). A citokinek hatdsa gyakran csak
egymast kovetben érvényesiil, ez az un. kaszkad-jelenség. Kolcsdnhatasaikban a
kiilonbdzd citokinek szinergistak, neutrdlisak vagy antagonistak lehetnek. A
citokinek egyediil vagy kombinacidéban aktivaljadk az immunsejteket és egy korai
szignalt jelentenek, valamint kifejtik amplifikald hatasukat tobbek kozott a
nyalkahartyak immunoldgiai valaszaiban (19). A citokinek a specifikus, szerzett
immunitas humoralis faktorai kozé is tartoznak (19). A cornea immun-medialt
folyamataiban egyrészt a szemfelszini sejtek (I. tablazat), masrészt infiltrald
immunkompetens sejtek altal termelt citokinek vesznek részt (22). Az infiltrald
immunkompetens sejtek a macrophagokon és hizosejteken kiviil Thl és Th2
(helper T) sejtek, NK (természetes olosejtek) sejtek, PMN (polimorfonuklearis)
sejtek és B sejtek is lehetnek. Azokat citokineket, melyek kemotaxist indukalnak,

kemokineknek nevezzik (20).

A citokinek a normal cornea integritdsanak fenntartasaban is szerepet
jatszanak (21-24). A kiilonbdz6 gyulladasos citokinek a szemfelszin (bulbaris és
tarsalis conjunctiva, cornea) gyulladasos és immunoldgiai reakcidinak
szabalyozasaban is részt vesznek (12, 25, 26). A szemfelszin altal is expresszalt

citokineket a szem kilonbdzd szoveteiben és nedveiben szamos betegség



esetében mar vizsgaltak (4, 12, 14, 15, 18, 25, 27-32), azonban a gyulladasos és

postoperativ reakcidkban jatszott pontos szerepiik tovabbra is tisztazasra var.

Gitokineket termelo szemfelszini és Termelt citokinek

endothelialis sejtek

Langerhans sejtek IL-1

Macrophagok IL-1, IL-6, TNF, TGF-B

Hizosejtek IL-4, IL-6

Conjunctivalis epithelsejtek IL-1, IL-6, IL-8, IL-10

Cornealis epithelsejtek IL-1, IL-6, IL-8, IL-10, IL-1RA
Keratocytak IL-1, IL-3, IL-6, IL-8, INF-y, IL-1RA
Fibroblastok IL-1, IL-3, IL-6, IL-8, INF-y

Er endothel sejtek IL-6, IL-8

I. tablazat: Szemfelszini és endothelialis sejtek altal jellemzoen termelt

citokinek.

Szamos szemészeti betegség esetében a citokinek vizsgalata a
késGbbiekben terapias beavatkozasi konzekvenciakkal birhat, ezért ezen

paraméterek konnyben valo vizsgalata fontos célnak tekintendd a klinikumban.
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tekintve a legkevésbé ismert formaja az allogenicus atiiltetésnek (33). A
keratoplastica a szovet-transplantatiok egyik legsikeresebb formaja. A magas
eredményességi rata a specidlis cornedlis mikrokornyezet kovetkezménye. Ez
magaban foglalja a recipiens corneak egy részének avascularis tulajdonsagat, az
antigénprezentalé Langerhans sejtek hianyat a cornea centralis részébdl, a major
MHC antigének alacsony expresszidjat, az immunszupressziv citokinek lokalis
termelodését és a Fas ligand expresszidjat is. A transzformald novekedési faktor-
béta (TGF-B) protektiv szerepét is igazoltak (34, 35). Ezek mindegyike mddositja
az alloimmun reakcidkat (20, 36-40). A szaruhartya atiiltetéseket kovetd sulyos
szovédménynek, a kilokodési reakcidnak a pathogenesise régdta intenziven
kutatott terlilet (41-48). A cornea immunprivilegizalt helyzete ellenére is, a
sikertelen szaruhartya atiiltetések legfébb oka még ma is a kilokddési reakcid (33,
34, 38, 40, 48-52). A keratoplastican atesett betegek utokezelésében nagy
sziikség lenne olyan konnyen kivitelezhet6, gyors eredményt add
vizsgaldomodszerekre, melyekkel az immunoldgiai reakcid koran, lehetdleg a klinikai
tinetek fellépte el6tt kimutathatd (42). Megfeleld6 modszer birtokaban az
immunszupressziv kezelést egyénre szabottan, megfeleld idoben lehetne elinditani
és ezzel a transplantatum rejectiok szamat vissza lehetne szoritani (42). Minél
jobban megértjiik a cornea rejectio alatt bekdvetkezd citokin secretio valtozasat és
a rejectidéban résztvevo citokinek funkcidjat, annal eredményesebben javithatdak a

terapias és prevencids lehetdségek. A Debreceni Szemklinikan 1979 ota végziink



konnyvizsgalatokat keratoplastican atesett betegeken, a transplantatum rejectio
vizsgalata céljabdl (42, 53).

A perforald keratoplasticat (PKP) kdvetd postoperativ szakban a kiilonb6z0
citokinek jelentdsége, mennyiségi és pathologids valtozasa jelenleg még nem
tisztazott. Feltételezhetd, hogy a kiilonbdzd citokinek szintje nemcsak PKP utan
kialakult  rejectio miatt valtozhat. Ha a komplikacidmentes (azaz
kilokodési/immunoldgiai reakcid nélkdli) szaruhartya-atiltetéseket modellezni
probaljuk, ez a pathologias human koénny secretio harom alaptipusaval lehetséges:
(1) a mitéti trauma modellezése kiilonbdzo postoperativ allapotoknal, (2) PKP-s
varrat altal okozott irritacidé és kovetkezményes reflexes konnyezés, melyet
gyulladas nélkiili cornealis idegentest okozta hypersecretioval modellezhetiink, (3)
komplikaciomentes PKP-k utan gyulladas is mddositja a kdnnyben 1évd citokinek
szintjét, melyet bakteridlis conjunctivitis okozta hypersecretioval lehet részben

modellezni.

A Th lymphocytak az altaluk secretalt citokinek alapjan két csoportba
oszthatdak: Th 1 (INF-y, IL-2, IL-12) és Th 2 (IL-3, IL-4, IL-5, IL-6, IL-10, IL-13).
A Th 1 sejtek a késdi tipust, a Th 2 sejtek a humoralis valasz azonnali tipusu
hypersensitivitasi reakciéban toltik be egyik jelentds szerepiiket. Az interferon-y
interleukin-4 (IL-4), mint egy Th 2 tipusu citokin a Th 1 sejtek aktivitasat gatolja
(54). A cornealis rejectio dontéen Th 1 moddon zajlik, azonban a Th 2 sejtek is
szerepet kapnak benne (38, 55). Az IL-4 szerepét az allograft tulélésben és a graft

tolerancia kapcsan mar vizsgaltak (38), lokalis cornealis expresszidja azonban



ellentétben az interleukin-12-vel nem fokozza allatkisérletben a graft tulélést (56).
A kdzelmultban a Th 1 és Th 2 sejtek mellett a Th 17 sejtek (IL-17, IL-22, TGF-B)
szerepét is igazoltak szerv és szovet transplantatum rejectidja kapcsan, kilonosen
a rejectio korai szakaszaban (57). Cornealis transplantatum rejectio alatt Th 17/Th

1 phenotipus-valtas kdvetkezhet be (57).

Az interleukin-6 (IL-6) egy pluripotens pro-inflammatoricus citokin, mely
a gyulladasok medidlasan kivil szerepet jatszik a gyulladasos folyamatok
csokkentésében és bizonyos esetekben a szem immun-privilégiumanak
helyreallitdsaban is (58-61). Ezt az interleukint (IL-6) csarnokvizbdl (27, 60, 61),
konnybdl (15, 18, 23, 28, 29-32, 41, 62-64) és a cornedban (12, 25, 26, 65) is
kimutattak mar. Szerepe kilonboz6 szemfelszini gyulladasos folyamatok
pathogenesisében igazolt (18, 28), tobbek kozott keratopathia bullosa (66),
keratitisek (12, 26), keratoconus (8), lugsériiléseket kovetd allapotok (65), ulcus
corneae (12), keratoconjunctivitis vernalis (32), conjunctivara lokalizalt
pemphigus, keratoconjunctivitis sicca (14, 31), kontaktlencse viselés (15, 30, 64,
67) és uveitis (27, 59, 60, 68) eseteiben. Tovabba az IL-6 szerepe a szaruhartya
kilokodési reakcidjanak pathogenesisében is intenziven kutatott (41, 55, 58).
Cataracta mitétek utani postoperativ gyulladasok esetén alapvet6é funkcidja van,
mivel a collagen szintézist stimulalja, igy a sebgydgyulasban is aktiv résztvevo (28,

62, 65).

Az interleukin-8 (IL-8) az egyik legjelentésebb kemokin, elsdsorban a
neutrophil granulocytakra kemotaktikus hatasu, de eldsegiti mas granulocytak és
lymphocytak aktivalasat is (14). Magas koncentracidban mutattak ki IL-8-at

9



csukott szembdl vett konnyben (15, 63), bilateralis recurrdld phlyctenularis
keratitisben (69), kontaktlencse viselésnél (15, 30), conjunctivitis allergicaban (70)

és Sjogren szindroma estén fennalld keratoconjunctivitisnél (14).

A mononukledris phagocytak altal termelt interleukin-1 hatasara
fokozddik a CD4" Th-sejtek proliferacidja és a B-sejtek novekedése, érése,
valamint ndvekszik az immunvalasz effektor sejtjeinek aktivitasa és fokozddik a
gyulladas, megindul a phagocytak és az endothelsejtek IL-8 termelése, ami viszont
a neutrofil leukocytakat aktivalja. Az interleukin-1 két kiilonb6zo gén termékeként
IL-1-alfa- és IL-1-béta-polipeptidekbdl all. Pro-inflammatoricus tulajdonsaga révén
az IL-1B a gyulladasos kaszkad elinditdjaként funkcional (4, 12, 22, 26). Az IL-1 a
Langerhans sejtek centripetalis mozgasanak indukaldja (36, 37), valamint a
keratocytak apoptdzisat is medialja (71). Multifunkcionalis tulajdonsaga révén a
cornea szOveti karosodasatdl a szoveti helyredllitd, gydgyulasos folyamatokig
szerepet kap (12, 22). Rosacea és conjunctivochalasis eseteiben emelkedett IL-1

koncentraciot mutattak ki konnyben (18, 29).

A tumornekrozis-faktor (TNF) a Gram-negativ baktériumok és egyéb
fertozések ellen az immunrendszer egyik legfontosabb hatdanyaga. A TNF
apoptdzis indukald faktor. Kimutattak, hogy a cornedlis endothel és epithel sejtek
érzékenyek TNF-a indukalta apoptdzisra. A TNF-a egy pro-inflammatoricus citokin,
melynek multiplex bioldgiai funkcidja koziil a fibroblast proliferacié indukcidja és az
angiogenezisben betoltott szerepe a legjelentdsebb. A cornealis neovascularisatio
bonyolult folyamataban a TNF-a mellett az IL-1, IL-8 és szamos novekedési faktor
is szerepet kap, tobbek kdzott az érndvekedési faktor (vascular endothelial growth

10



factor=VEGF) tobb altipusa és a transzformald ndvekedési faktor-béta (TGF-B) is
(22, 72, 73). A TNF-a fontos szerepet kap a cornealis sebgyogyulasban is (74). A
TNF-a stimuldlja az IL-8 kivalasztast, ezaltal a gyulladasos folyamatokat is
elnytjtja (8, 70, 75). Allatkisérletekben emelkedett szérum TNF-a koncentraciot
mutattak ki cornealis allograftok rejectidja kapcsan, mely a cornealis allograftok
szisztémas immunreaktivitasat igazolja (76). A TNF-a az egyik legfontosabb anti-
inflammatoricus citokinnek, az IL-10 szintézisének a legfobb indukaldja. Az
interleukin-10 (IL-10) az eliils6 csarnokhoz kotétt immundeviacié (anterior
chamber-associated immune deviation=ACAID) fenntartasahoz elengedhetetlen.
Az IL-10 angiogenikus potenciallal is rendelkezik, emellett a monocytakban és
macrophagokban  csokkenti az  MHC-II-es  molekuldk  expresszidjat,
megakadalyozva ezzel azok antigén-prezentald funkciojat (77). Az IL-10 mas pro-
inflammatoricus citokinek termelését is csokkenti, ugymint az IL-1B, a TNF-a és
IL-8 (78).

Az interleukin-12 (IL-12) a gyulladasos valasz fontos szabalyozodja,
elosegiti a természetes oOlosejtek (NK sejtek, natural killer cells) és T-sejtek
el6segiti, és igy kovetkezményesen a INF-y produkcidjat noveli (56), mely citokin
szerepe a cornealis rejectio folyamataban igazolt (38, 57, 61). Az IL-12 bioldgiailag
aktiv formaja a 70 kDa heterodimer (IL-12p70), mely két diszulfid-hiddal
Osszekotott alegységbdl all (40 kDa —p40; 35 kDa-p35). Az IL-12 szerepét mar
vizsgaltak a kilonboz6 szovetek és szervek transplantatum rejectidja kapcsan

(49), locdlis intraocularis produkcidja bizonyitottan noveli a cornealis graft tulélését
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(56). Az IL-12 az IL-10-hez hasonldan, bar kiilonb6z6 moddon, de az allograft
valasz ugyan azon afferens szarat célozza meg, és ezzel az antigén-prezentald
lokalis produkcidjat (56).

A konnyben taldlhatd immunoldgiailag aktiv anyagok vizsgalata a
keratoplasticat kovetd lokdlis immunreakcid tanulmanyozasaban régéta
foglalkoztatja a kutatdkat (7). Szaruhartya kilokédési reakcid esetén a citokin és
kemokin expresszidban torténd valtozasokat allatmodellekben mind mRNS (38, 55,
79), mind fehérje (45, 80) tekintetében vizsgaltak, és human csarnokvizbdl
torténd fehérje vizsgalatokrdl is beszamoltak (39, 41, 61). A transplantatum
rejectiot okozo sejteket, indirekt mddon, a csarnokvizb6l meghatarozott citokin
szintekkel jellemezték (61). Konnybdl torténé meghatarozasuk kivanatosnak és
logikusnak tlinik, figyelembe véve azt a tényt is, hogy a konnygylijtés
atraumaticus, fajdalom- és komplikaciomentes. Immunrejectio esetén a noninvaziv
modon gy(ijtétt konnybdl torténd citokin meghatarozas lehetdséget biztosithat a
cornea endotheliumanak destrukcidjaban résztvevo citokinek meghatarozasahoz.

A citokin haldozat (“network”) extrém komplexitasa miatt tdbb citokin
egyszerre tortén6 meghatarozasa kivanatos (77, 81). Az egy szembdl nyerhetd
konny limitalt mennyisége miatt korabban a konnymintak részletes analizise
lehetetlen volt. Szuperszenzitiv ELISA tesztek (ensyme-linked immunosorbent
assay) és még inkabb a cytometric bead array (CBA) technika alkalmazasaval
aramlasi flow citométerrel végzett mérések alapjan tobb citokin egy kdnnymintabdl

torténdé meghatarozasa mara lehetové valt (21, 24, 75, 81-84). Vizsgalatunk soran

12



az IL-10 cornealis transplantatum rejectidban betoltott szerepére feltétlentl
adatokat kivantunk kapni, tekintettel arra, hogy az IL-10 szérum koncentracio
valtozasa mar egyértelmiien bizonyitott szervtransplantatiok esetén (77, 85). Az
IL-10 az egyik legigéretesebb immunszupressziv citokin jeldlt a transplantatum
rejectiok kapcsan (22). Th 1 sejtek altal termelt citokinek koziil az IL-12, a Th 2
sejtek altal termeltek koziil az IL-6 meghatarozasara iranyult a figyelmiink. A pro-
inflammatoricus TNF-a és az IL-1 mellett egy kemokin, az IL-8 cornealis
transplantatum rejectidban betoltott szerepének a vizsgdlatat is fontosnak
tartottuk.

A konny secretios sebessége jelentdsen befolyasolja a kénnymintakban
mérhet6 fehérjék szintjét (86). Ezért, ha az idoegység alatt levett kdnnymennyiség
kozott szignifikans kilonbség van, az interleukin koncentracidé mellett kivanatos
meghatarozni az idoegység alatt gydjtdtt kdnnyben 1évd citokin mennyiséget
ahhoz, hogy, nagyon pontos adatokat kapjunk az aktuadlis immunoldgiai status
interpretalasahoz. Az abszolut koncentraciok helyett illetve mellett a relativ citokin

szintek sokkal jobban leirjak a lokalis immunoldgiai valaszokat (21, 24, 75, 83).
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2. Célkitiizések

Tudomanyos munkankban a kovetkezd célokat tlztiik ki:

II.

I1I.

Interleukin-6 és interleukin-8 szintek meghatarozasa human kénnybdl a
szem ellils6 szegmentumat érintd kilonbozo irritativ szembetegségek,
postoperativ allapotok eseteiben, hogy Uj adatokat nyerhessiink a
kiilonbdz6 immunoldgiai valtozasokrdl a szemészeti mlitéteket kovetd
korai postoperativ szakban, kiilonds tekintettel a szaruhartya atiltetések

eseteire.

Komplikacid nélkiili perforalé keratoplastican atesett betegek kénnyébdl
gyulladasos citokinek (IL-1B, IL-6, TNF-a, IL-8, IL-10 és IL-12p70)

&4

elsd év folyaman.

Célunk volt a kilokodési reakcidban szerepet jatszd citokineket
meghatarozni; valamint kilonbséget keresni a transplantatum rejectio
hatasara létrejovo citokin koncentracidkban bekovetkezd valtozasok és a
komplikacidmentes szaruhartya-atiiltetéssel egyiitt jard valtozasok
kozott. A kiilonbdzd postoperativ idészakban komplikacid nélkdli és graft
rejection atesett betegek esetében inflammatoricus citokinek (IL-1B, IL-

6, TNF-a, IL-8, IL-10 és IL-12p70) szintjének dsszehasonlitasa.
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3. Betegek és maddszerek

A Debreceni Egyetem Orvos- és Egészségtudomanyi Centrum (DEOEC)
Szemklinikajan prospektiv tanulmanyokat végeztiink. A vizsgalatba bevont betegek
és egészséges kontrollok nem szedtek olyan gydgyszert, ami befolyasolta volna a
konnytermelést, valamint immunoldgiai eredeti betegségben sem szenvedtek.
Tanulmanyainkat a Helsinki Deklaracid normainak megfelelve végeztiik, a

konnyminta-vételek a betegek beleegyezésével torténtek.

3.1. Betegcsoportok

3.1.1. A beteganyagot négy csoportba osztottunk.

Az elsé csoportba acut bacterialis conjunctivitis diagndzissal 11 beteg
(atlagéletkor: 46,9 év (SD 18,3)) tartozott. Kot6hartya valadék
tenyésztése nélkil, az egyértelmd klinikai tiinetek alapjan tortént a
diagnozis felallitasa. Konnyminta-vétel el6tt a betegek nem hasznaltak

szemcseppet.

A madsodik csoportba 12 beteg (atlagéletkor: 67,3 év (SD 11,4))
tartozott, akiktdl egy nappal a komplikaciomentes cataracta m(itét utan,

szemcsepp alkalmazasa el6tt tortént a mintavétel. Hét beteg
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phacoemulsificatién, 6t beteg extracapsularis cataracta extraction esett
at, hatsd csarnoki mdlencse (posterior chamber lens, PCL)
implantacioval. Az irritativ komponens minimalizalasa céljabdl olyan
extracapsularis cataracta extraction atesett betegeket valasztottunk,
akiknél a varratsor szabalyos, a csomo bujtatott és a sebszél 6 mm-nél

nem hosszabb volt.

A harmadik csoportba 7 beteg (atlagéletkor: 44,3 év (SD 7,8)) tartozott,
akiknél a 12 oran beliil a corneaba keriilt fém idegentest kifejezett
konnyezést valtott ki, gyulladasos reakcid jelenléte nélkiil. Réslampaval
conjunctivalis hyperaemiat, mucosus/mucopurulens valadékozast nem

talaltunk. Kénnyminta-vétel el6tt a betegek nem kaptak terapiat.

A negyedik csoportba 30 perfordld keratoplastican atesett beteg
(dtlagéletkor: 54,7 év (SD 19,4)) tartozott, egy héttel a
komplikacidmentes mitét utan. A mitéti indikacidk kozott keratoconus (9
szem), pseudophakids bullosus keratopathia (10 szem), cornealis
erezettség (6 szem), transplantatum rejectio (4 szem) és egy esetben
keratouveitis szerepelt. A donor corneakat maximum egy hétig taroltuk
Optisol-GS-ben (Bausch&Lomb, USA). M(itét utan a betegek naponta ot
alkalommal kaptak corticosteroid (prednisolon acetat) és antibiotikum
(neomycin) tartalmi szemcseppeket. Harom esetben subconjunctivalis

steroid injekciora, 6t beteg esetében intravénas vagy oralis corticosteroid
16



terapiara volt sziikség. A konnymintakat kora reggel vettikk (7.00-8.00

kozott), még az elsd szemcsepp becseppentése elott.

A betegeken kivil 52 egészséges kontroll (atlagéletkor: 54,8 év (SD

21,9)) kénnymintdinak vizsgalatat is elvégeztiik.

3.1.2./3.1.3. Tizenkét perforald keratoplastican atesett beteg érintett szemébal
meghatarozott rendszerességgel mitét elott és utan stimuldlas nélkil
konnymintat gydjtottiink. A betegek atlagéletkora 45,0 év volt (18-70 év
kozott, SD 14,2). Kilenc komplikacio, azaz kilokddési reakciétdl mentes
beteg esetében postoperativ egy évig torténtek a konnyminta-vételek.
Harom cornealis transplantatum rejectio klinikai jeleit mutatd beteg
esetében a kilokodési reakcio felléptéig gylijtottiik a konnymintat, igy egy
beteg esetében ez 14 honapos postoperativ idOszakot jelentett. A
betegek adatait és a perforald keratoplastica indikacidit a II. tablazat
tartalmazza. Valamennyi belltetett donor cornea a Debreceni Egyetem
Szemklinikajanak Cornea Bankjabdl szarmazott. A donor corneakat
maximum egy hétig taroltuk Optisol-GS-ben (Bausch&Lomb, USA). Mitét
utan a betegek naponta 6t alkalommal kaptak corticosteroid (prednisolon
acetat) és antibiotikum (neomycin sulphat) tartalmd szemcseppeket. 5

fokozott kockazatu beteg (rekeratoplastica illetve vascularisalt recipiens)
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Beteg | Kor PKP indikacidja Korabbi PKP és a
(év/nem) immun rejekcio
reakcié kozotti napok

1 24 & Keratoconus - -

2 559 Keratitis herpetica, leucoma + -
vascularisata corneae, rejectio
transplantati (re-PKP)

3 70 @ Degeneratio nodulare sec. Salzmann | - -

4 18 ¢ Dystrophia hereditaria endothelialis | - -
corneae

5 59 9 Keratopathia bullosa, rejectio + -
transplantati (re-PKP)

6 47 & Keratopathia bullosa - -

7 3148 Keratoconus - -

8 229 Keratoconus - -

9 60 ¢ Degeneratio nodulare sec. Salzmann | - -

10 56 & Keratitis herpetica, rejectio + 216
transplantati (re-PKP)

11 52 ¢ Dystrophia corneae reticulata - 422
Haab-Dimmer, recidiv.
dystrophia (re-PKP)

12 46 ¢ Keratitis superficialis chronica - 83

(pannus)

II. tablazat: Betegek adatai és a szaruhartya-atiiltetés indikacioi.
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esetében a postoperativ idoszakban szisztémas steroid terapiat alkalmaztunk
(intravénas (kezdeti ddzis: 1 mg/testsuly kg/nap) vagy oralis (kezdeti dézis: 0,5
mg/testsuly kg/nap) corticosteroid).

Amig a betegek a Szemklinikan tartdézkodtak (a postoperativ els6 héten), a
kdnnyminta-vételek kora reggel, szemcseppek alkalmazasa el6tt torténtek meg.
Kontrollok alkalmaval a mintavétel a délel6tti drakban zajlott, szemcseppentést

kdvetden tobb mint egy o6ra elteltével.

3.2. Kénnygyiijtés menete

3.2.1./3.2.2./3.2.3. Konnygydjtés el6tt réslampaval minden beteget
megvizsgaltunk alacsony fényerd mellett, hogy a reflexes kénnyezést elkeriljik.
Stimuldlas nélkdl, atraumatikusan steril (vegkapillarisba gydjtottik a
konnymintakat, érzéstelenitd csepp adasa nélkil, az alsé koénny-meniscusbol,
tgyelve arra, hogy a szemfelszint és a szemhéjat ne érintsiik. A mintavételi id6
minden esetben pontosan 2 perc volt, a levett kdnny mennyiségét feljegyeztiik. A
levett konnymintakat 15 percen beliil, centrifugalas nélkil —80 °C-ra fagyasztottuk

le a felhasznalasig.

3.2.2./3.2.3. A pipettazasi és higitasi hibak elkeriilése végett azokat a
konnymintakat, amelyek 4 pl alattiak voltak kizartuk a vizsgalatbol. Néhany

esetben ,szaraz szem” miatt nem tudtunk kdnnymintat gydijteni. A kdnnygydités a
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m{itét napjan, majd az elso, harmadik és hetedik postoperativ napon reggel 7.30
és 8.00 kozott, az elsO cseppentés elott tortént, majd ezt kdvetden minden egyes
szemészeti kontroll alkalmaval. Transplantatum rejectio eseteiben a kénnyminta-
vétel a nem lokdlisan alkalmazott immunszupressziv terapia alkalmazasa elott

megtortént.

3.2.3. Cornedlis endothelidlis rejectidt definicid szerint akut gyulladasos epizdd
esetén diagnosztizaltunk, amennyiben vagy endothelialis precipitatumokat és/vagy

stroma oedemat megndvekedett centralis cornealis vatagsaggal igazoltunk.

3.3. Citokin mérési modszerek

3.3.1. A kdnnymintak osszfehérjéjének (TP) (bicinchoninic acid protein-assay Kkit,
Rockford, IL, USA) meghatarozasa utan interleukin-6 és interleukin-8 koncentracio
meghatarozast végeztiink (ultraszenzitiv ELISA; BioSource International, Inc.
Nivells, Belgium) a gyartd hasznalati utasitasa szerint. A teszt érzékenysége
mindkét citokin esetében <0,1 pg/ml volt, IL-6 esetében a mérési tartomany 0,16-

10,0 pg/ml kozott, IL-8 esetében 0,39-25 pg/ml kdzott mozgott.

3.3.2./3.3.3. A kénnymintdk IL-1B, IL-6, TNF-g, IL-8, IL-10 és IL-12p70

EN4

kit, BD Biosciences Pharmigen, San Diego, CA) alkalmazasaval aramlasi flow
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citométerrel végzett mérések alapjan hataroztuk meg. Roviden, 15 pl kdnnymintat
(néhany esetben higitott konnymintat) vagy standard reagenst adtunk 15 pl
csapda antitest-gydngy reagenshez (capture Ab-bead reagent). Az elegyet 30
percig inkubaltuk, majd 15 pl detektald antitest-phycoerythrin conjugat (detector
Ab-phycoerythrin  conjugate) hozzaadasa utan tovabbi 2,5 6ran at
szobahOmérsékleten inkubaltuk. Mérés elott a nem kotott reagenseket mosassal
eltdvolitottuk. A mintdk citokin koncentracidjanak lemérése FACSArray™
citometerrel (BD Biosciences Immunocytometry Systems, San Jose, CA) tortént. Az
adatok analizalasat BD cytometric bead array software (FCAP Array 1.0.1 program,
SoftFlow Kft., Pécs) segitségével végeztik el. A standard gorbéket a gyartd altal
szolgaltatott referencia citokin koncentraciok alapjan szerkesztettiik meg. Az

altal garantaltnal nagyobb szenzitivitast sikertlt elérniink: IL-1B, IL-6, TNF-a, IL-8

és IL-12p70 esetén 0,04 pg, IL-10 esetén 0,02 pg volt a mérési hatar.

3.4. Speciadlis szamitasi metodus

3.4.1. Az IL-6 és IL-8 release-t a citokin koncentracidkbdl (pg/ul) és a két perc
alatt gy(ijtott konny mennyiségébdl (ul) szamoltuk ki. A TP release-t az 6sszfehérje
koncentraciobol (ug/ul) és a két perc alatt gy(ijtott kénny mennyiségébdl (pl)

hataroztuk meg.
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3.5. Statisztika modszerek

3.5.1. A kiilonbdzd betegcsoportok eredményeit egymassal, valamint a normal
kontrollokkal hasonlitottuk Ossze. Linearis regresziét alkalmaztunk az adatok
elemzésénél. A statisztikai elemzésnél STATA Version 8.2-t hasznaltunk. A
szignifikancia kritériuma a=0,05 volt. A valtozokat a normalitas javitasa céljabdl
mindig a legjobb hatast elér6 modszerrel transzformaltuk. A kort, az 6sszfehérijét,
az IL-6 release-t és az IL-8 release-t valamint ezek aranyait log-transzformaltuk. A
konnytérfogatot és az IL koncentracidt négyzetgyok-transzformaltuk. A
koncentraciot korra és a levett konny mennyiségére, a release értékeket korra

korrigaltuk.

3.5.2. Kilenc komplikacidmentes keratoplastican atesett beteg postoperativ egy év
alatt gy(ijtoétt kdnnymintainak atlagos citokin koncentracidinak id6beni lefutasat
helyi sulyozasu regresszids simitdsos elemzéssel hataroztuk meg (magyarazé
valtozoként a napban mért kovetési idot véve). Az igy kapott gorbéket

vonaldiagramon abrazoltuk.

&4

vonatkoz6 aranyat Wilcoxon teszt segitségével hasonlitottuk Ossze a rejekcidn
atesett és a komplikaciomentes szaruhartya-atiiltetések esetei kozott. A
betegcsoportonkénti atlagos citokin koncentraciok idobeni lefutasat helyi sulyozasu

regresszids simitasos elemzéssel hataroztuk meg (magyarazé valtozoként a
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napban mért kovetési idot véve). Az igy kapott gorbéket vonaldiagramon
abrazoltuk. A szignifikancia szintet minden esetben 0,05 alatti p értéknél

hataroztuk meg.

4. Eredmények

4.1. A két perc alatt gy(ijtott konnymintak mennyisége 2,2 ul (az egyik kontroll)
és 121,7 pl (acut bacterialis conjunctivitis csoportba tartozd beteg) kozott
valtozott. Ez a kiilonbség 55-sz6ros. A két perc alatt gy(ijtott kdnny mennyiségét,
valamint a kontrolloknal a III. tablazat tartalmazza. Mivel a kontrolloktdl levett
konny mennyisége (alap konnytermelés) szignifikansan kisebb (p<0,001), mint a
betegcsoportoktdl gydijthetd koénny mennyisége (reflexes kodnnyezés, fokozott
transudatio okaként) igy kivanatos volt a koncentraciok mellett az idéegység alatt
gyljthetd TP illetve citokin mennyiségének (release) a vizsgalata, és ezen

eredmények 0sszehasonlitasa.

Megvizsgaltuk a kor és a TP release Osszefliggését mind a kontrolloknal,
mind az 6sszes betegbdl alkotott betegcsoportban. Szignifikdns negativ korrelaciot
talaltunk a kontroll csoportnadl (y=-0,33x+60; r=-0,30; p=0,033). Ugyancsak
negativ korrelaciét talaltunk a betegcsoportok esetéban, hatar kozeli szignifikancia
szint mellett (y=-4,54x+496; r=-0,25; p=0,055). Mindezek miatt, annak
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érdekében, hogy a statisztikai elemzésbdl eltavolitsuk az életkor zavard hatasat,

valamennyi p-értéket korrigaltuk életkorra.

Gydjtott ~p-érték TPrelease ~~ p - érték
. TP
kénny . (H9)
o, koncentracio
mennyisége
(Hg/pl)
(D)
Acut 48,7 (36,9) 8,9 (4,2) * 0,021 481 (600) * < 0,001
bacterialis
conjunctivitis
Cataracta 23,9 (10,3) 4,1(2,9) 0,176 104 (94) * 0,001
m{tét utan
Cornealis 55,1 (24,6) 2,4 (1,5) * 0,045 109 (61) * 0,002
idegentest
PKP 57,6 (35,0) 5,1 (4,2) 0,789 253 (248) * < 0,001
Kontroll 6,2 (3,1) 8,3 (5,9) 42 (24)

~ p - érték : TP koncentracio a betegcsoportokban a kontrollokhoz képest, korra

és konnytérfogatra korrigalva.

~r~ o p - érték: TP release a betegcsoportokban a kontrollokhoz képest korra

korrigalva.
* = p<0,05

III. tablazat: 2 perc alatt gyidjtott konny mennyisége (ul), az
odsszfehérje (total protein (TP) koncentrdciok és a TP release (ug) (atlag

és (SD)).
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betegcsoportokban, valamint a kontrolloknal a 1IV. tablazat tartalmazza.
Egészséges kontrolloknal az IL-6 koncentracid 110 pg/ml (SD 142) volt.
Szignifikansan magasabb volt az atlagos IL-6 koncentracid az acut bacterialis
conjunctivitis csoportban és a PKP csoportban (p<0,001 és p=0,040). Az IL-6
release az 0Osszes betegcsoportnal szignifikdnsan magasabb volt, mint a
kontrolloknal (cataracta m(itét utan: p=0,003; tébbi csoport: p<0,001). A vizsgalt

harom betegcsoport k6z6tt azonban nem volt szignifikans kiilénbség.

Konny IL-6 #p- IL-6 release ## p-
koncentracio ertek (pg) ertek
(pg/ml)
Acut 366 (296) * < 0,001 20 (21) * < 0,001
bacterialis
conjunctivitis
Cataracta 189 (184) 0,105 5(5,2) * 0,003
mdtét utan
Cornealis 109 (72) 0,184 6,3 (4,6) * < 0,001
idegentest
PKP 170 (235) * 0,040 6,6 (6,7) *< 0,001
Kontroll 110 (142) 0,57 (0,73)

# p - érték: IL-6 koncentrdcio a betegcsoportokban a kontrollokhoz képest, korra
és konnytérfogatra korrigalva.

## p - érték: IL-6 release a betegcsoportokban a kontrollokhoz képest, korra
korrigalva.

* = p<0,05

1V. tablazat: IL-6 koncentracio (pg/ml) és a 2 perc alatt gydjtott
konnyre vonatkoztatott IL-6 release (pg) (dtlag és (SD)).
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betegcsoportokban, valamint a kontrolloknal az V. tablazat tartalmazza.
Egészséges kontrolloknal az IL-8 koncentracid 572 pg/ml (SD 637) volt.
Szignifikdnsan magasabb volt az atlagos IL-8 koncentracid az acut bacteridlis

conjunctivitis csoportban (p=0,038). Az IL-8 release a cataracta m{itéten atesett

Konny IL-8 ### p- IL-8release  #### p-

koncentracio érték (pg) erték
(pg/ml)

Acut 661 (550) * 0,038 31(35) * 0,001
bacterialis
conjunctivitis
Cataracta 171 (144) 0,470 4,4 (4,2) 0,053
mdtét utan
Cornealis 203 (170) 0,977 13 (13) * 0,030
idegentest
PKP 220 (277) 0,847 8,6 (54) * < 0,001
Kontroll 572 (637) 2,8 (2,9

### p - értek: IL-8 koncentrdcio a betegcsoportokban a kontrollokhoz képest,
korra és konnytérfogatra korrigalva.

#H#H#H# p - érték: IL-8 release a betegcsoportokban a kontrollokhoz képest, korra
korrigalva.

* = p<0,05

V. tablazat: IL-8 koncentrdcio (pg/ml) és a 2 perc alatt gydjtott konnyre
vonatkoztatott IL-8 release (pg) (atlag és (SD)).
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betegek kivételével az 6sszes betegcsoportnal szignifikdnsan magasabb volt, mint
a kontrolloknal (acut bacteridlis conjunctivitis: p=0,001; cornealis idegen test:
p=0,03; PKP: p<0,001). A vizsgalt harom betegcsoport kozott azonban IL-8
koncentracio és release tekintetében nem volt szignifikans kiilonbség.
Megvizsgaltuk az IL-6 és IL-8 release és a TP release aranyat a kiilonb6zo
betegcsoportokban és dsszehasonlitottuk a kontroll csoportnal kapott arannyal. Az
IL-6/TP release arany az 0sszes betegcsoportban szignifikansan magasabb volt,
mint a kontrollokndl (acut bacteridlis conjunctivitis: p=0,010; cataracta m(itétek
utan: p=0,048; cornealis fém idegentest esetében:p=0,007; PKP: p=0,002). Az
IL-6/TP koncentraci6 arany az acut bacteridlis conjunctivitis diagndzisu
betegcsoportnal (p=0,041) és a cornealis fém idegentestet tartalmazd csoportnal
(p=0,029) szignifikansan magasabb volt a kontroll csoport aranyahoz képest. Sem
az IL-8/TP release arany, sem az IL-8/TP koncentracid arany nem mutatott
szignifikans kiilonbséget a betegcsoportokban a kontrollokhoz képest. Sem az IL-
6/IL-8 release, sem az IL-6/IL-8 koncentracié nem volt szignifikdnsan magasabb a

betegcsoportokban a kontrollokhoz viszonyitva.

4.2. Kilenc komplikaciomentes keratoplastican atesett betegtdl egy év alatt
osszesen 76 konnymintat gy(jtottiink. A 9 komplikacidmentes PKP kozil kettd
magas, 7 alacsony rizikdju csoportba tartozott (Id. II. tablazat). Az egyes betegek

&4

mutatott. Maga a mdtéti trauma az Osszes citokin tekintetében nagymértéki
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kidramlast okozott. A legmagasabb koncentracio-emelkedést a praeoperativ
értékhez képest az elsd postoperativ napon az IL-6 (25-sz0rds) és az IL-8 esetén
(8-szoros) kaptuk. IL-10 és TNF-a esetén bifazisos valaszt lattunk. Egy évvel a
PKP-t kdvetéen az IL-1B, az IL-6 és az IL-8 koncentracidja visszatért a beliltetés

elotti szintre.

4.3. A 9 komplikaciomentes és a 3 rejection ates0 betegtol Gsszesen 105
kdnnyminta kerlilt lemérésre és értékelésre. Szaruhartya-atiiltetést kdvetéen 14
hdénapon beliil 3 beteg esetében transzplantatum rejectio kdvetkezett be, mig 9
betegnél nem észleltiink komplikaciot, a corneak transzparensek maradtak (teljes
kovetési ido: 2,5 év). Mind a harom kilokddott cornea esete a nagy kockazatu
szaruhartya-atiiltetések kozé tartozott. Az immunrejectio az atiiltetést kovetd 216.,
422. valamint 83. napon lépett fel. A kilenc komplikaciomentes PKP koziil kettd
magas, hét alacsony rizikdju csoportba tartozott (Id. II. tablazat). A két perc alatt
gy(jtott konnymintak mennyisége kozott a rejection atesd és komplikaciomentes

eseteket 0sszehasonlitva nem talaltunk szignifikans kilénbséget (p=0,096).

Habar a kilonb6z0 betegeknél a citokin koncentraciok a vizsgalt
postoperativ idGszakban nagy kilonbségeket mutattak, az id6beli valtozasok
hasonld, jellegzetes mintazatot adtak. Maga a mlitéti stressz gyors citokin
kidramlast okozott. Ez minden esetben kimutathatd volt, fliggetlenil a késobb
esetlegesen bekdvetkezd kilokddési reakciotol. A korai postoperativ fazisban (1 és

3. nap) az osszes vizsgalt citokin (IL-1B, IL-6, TNF-a, IL-8, IL-10 és IL-12p70)
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szintje emelkedett, amelyet inkdbb a mdtéti trauma, mintsem az allogén valasz
valtott ki.

Az IL-6 esetében a praeoperativ értékhez képest az els6 postoperativ napon
25-sz6rds koncentracio-emelkedést kaptunk, fliggetlentil a késobbi kilokodési
reakciotdl. Az IL-8 tekintetében csaknem 6tszords koncentracid-emelkedést valtott
ki @ m(itét a postoperativ els6 napon a praeoperativ alapallapothoz képest, mely
mind a végig transparensen maradd, mind a késobb kilokddd corneadk esetében
jellemz0 volt.
citokinhez képest eltérd mintazatot mutat: a kezdeti alacsony szint kdzvetleniil a
transplantatio utan megemelkedik, majd a tisztdn maradd korongok eseteiben a
postoperativ. 6 honap alatt lassan lecsdokken. Ezzel szemben a kilokodo
transplantatumok eseteiben a mdtétet kdvetd korai citokin release kifejezettebb,
amely hirtelen lecsokken, majd a rejectio bekdvetkezte elott egy masodik csucsot
figyelhetink meg. Hasonldan az IL-1B-hoz, az IL-8 koncentracidja is
megemelkedik a kilokddési reakcid el6tt. Ezzel szemben a korai IL-12p70 valasz
kifejezetten lecsokken, mind a komplikacidmentes, mint a transplantatum rejection
atesO betegekbdl szarmazoé kdnnymintakban.

A nem-komplikalt PKP estén hasonld bifazisos valaszt kaptunk az IL-10 és a
TNF-a tekintetében. A lassu csokkenés utan egy évvel a beliltetést kbvetden egy
masodik csucsot észleltiink e két citokint szemlélve (1. dbra), amely feltehetdleg a
postoperativ sebgydgyulassal filigghet 6ssze. A TNF-a koncentracidja azonban

végig, még rejectio bekdvetkeztekor is alacsony szinten mozgott.
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1. abra.: IL-1B, IL-6, TNF-a, IL-8 IL-10 és IL-12p70 koncentracio
(pg/ml) valtozasa a postoperativ idoszakban (napok) rejection ateso (--
----) 8s rejectio mentes (—) esetekben.

Az IL-6 és IL-8 koncentracidja szignifikansan magasabb (p=0,009 és
p=0,01), mig az IL-10, TNF-a és IL-12p70 koncentracidja szignifikdnsan
alacsonyabb volt (p=0,008, p=0,006 és p=0,0009) a kilokodési reakcidon atesett
betegek konnyében, a komplikacidé nélkiili esetekkel dsszehasonlitva, mig az IL-1B
koncentracidja nem kiilénbozott szignifikdnsan (p=0,383).

Mivel a pro- és anti-inflammatoricus citokinek aranya meghatarozza a szem

gyulladasos statusat, ezért megvizsgaltuk az IL-6, a TNF-a és az IL-8
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koncentraciok IL-10-hez viszonyitott aranyat is. A kilokddési reakcidon ateso
betegeknél az IL-6/IL-10 és IL-8/IL-10 aranya a vizsgalt id6szakban végig
szignifikdnsan magasabb (p=0,0231 és p=0,015), mig a TNF-a/IL-10 aranya

szignifikansan alacsonyabb (p=0,045) volt a komplikacidmentes esetekhez képest.

5. Megbeszélés

Az elvégzett kutatdsaink eredményeképpen betekintést nyertiink a szem
elils6 szegmentumat érintd kiilonbdzo gyulladdsos megbetegedéseket és
postoperativ allapotokat kdvetd komplex immunoldgiai torténésekbe, valamint
ezek human konnybdl torténd preciz detektalasanak lehetbségébe. Kutatasunk
elsO része ramutatott arra a tényre, hogy a kiilonbdzo mitéteket kbvetd normalis
sebgyogyulasi folyamatok valamint acut bacterialis conjunctivitis és irritald
cornealis idegentest eseteiben is a citokineknek fontos szereplik van a sejtkdzotti
kommunikacidban.  Kutatasunk  masodik  felében  képet kaptunk a
komplikacidmentes perforald keratoplasticat kévetd postoperativ id6szak specialis
immunoldgiai torténéseir6l és adatokat nyertiink a cornealis transplantatum
rejectioban szerepet jatszd kiilonb6zo citokinek koncentracidjardl és koncentracid

valtozasairol.
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Vizsgalataink els |épéseként kiilonboz0, a szem eliils6é szegmentumat
érintd pathologias allapotoknal gy(ijtott kdnnymintak total protein és kétféle
citokin tartalmat hasonlitottuk 0Ossze egymassal, valamint egészséges
kontrollokkal. A szem eliils6 szegmentum gyulladasos betegségeiben a kénnybol
kimutathatd fehérje 6sszetételbeli valtozasok régdéta intenziven kutatott teriilete a
szemészetnek (7, 87). Jelen vizsgalatunk soran megerositettiik, hogy az IL-6 és az
IL-8 az egészséges human konnyben is megtalalhatd, annak normalis alkotdrésze
(23). Vizsgalatunk soran magasabb IL-6 koncentracidt meértiink egészséges
kontrolloknal, mint Tishler és munkatarsai (110 pg/ml vs. 42,1 pg/ml), bar a
kimutatashoz hasznalt ELISA szenzitivitasa azonos volt (<0,1 pg/ml) (31). Szamos
szerz6 korabban nem detektdlt IL-6-ot normal konnyben, ezt a nem megfeleld

metodika, és az alacsony szenzitivitas okozta, magyarazhatja (32, 63, 64).

Nakamura szerint gyulladasos jelek nélkiili egészséges szemeknél relative
magas IL-6 és IL-8 szint a szemfelszin homeosztazisanak fenntartasaban jatszhat
szerepet (23). Munkacsoportja egészséges kontrolloknal 230 pg/ml IL-6 és 730
pg/ml IL-8 koncentraciot mért stimulalas nélkil és 12 pg/ml IL-6 illetve 280 pg/ml
IL-8 koncentraciot a stimulalas mellett gy(ijtott és ,pooling”-olt kdnnyben. Ezen
eredmények jol Osszehasonlithatdoak az altalunk mért értékekkel, azonban a
stimulalas nélkiil gy(ijtott kdnny mennyiségében tizszeres kiilonbség volt (2-20 pl).
Ezt a tényt a szerz6k nem vették szamitasba (23). A szemfelszini epithelium altal
termelt fehérjék esetében a konny secretios sebessége nagyban befolyasolja a

kimossa a fehérjéket, csdkkentve a protein koncentraciot (7, 11, 86, 88). Mindezek
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secretids sebességének (,tear flow rate”) ismeretében lehet (11, 62, 89-90).
Nyilvanvald, hogy a szem ellils6 szegmentumat érinté irritativ betegségek,
postoperativ allapotok eseteiben sziikségtelen stimuldlni ahhoz, hogy elegend6
human kénnymintat gydjtsiink 2 perc alatt. Jelen els6 vizsgalatunkban a két perc
alatt gydjtétt konny mennyisége szignifikdnsan magasabb volt a
betegcsoportoknal, a kontrollokhoz képest (p<0,001). A Kkilénb6z6 irritativ
szembetegségek és postoperativ allapotok esetén a betegcsoportokon belll az
egyes betegektdl gyljthetd konny mennyiségében is igen nagy volt a kilonbség.
Ez fligg az egyéni érzékenységtol, valamint a betegség stadiumatdl, sulyossagatol
is. A betegekbdl szarmazd mintak értékei megbizhatdan csak akkor hasonlithatdak
Ossze egymassal és az egészséges kontrollok eredményeivel, ha az interleukin
koncentracid mellett a release értékeket is figyelembe vessziik, mely az interleukin
koncentracié és az idGegység alatt levehetd kdnny mennyiségének szorzata. igy a
kilonb6z6 konnysecretids illetve konnytérfogati kilonbségeket is megfeleléen
szamitasba vehetjik. Mindezeken felil kimutattuk, hogy az dsszfehérije, az IL-6 és
IL-8 release tekintetében az életkornak befolyasold hatdsa van, mind a
betegeknél, mind a kontrolloknal. Kdvetkezésképpen az Osszes adatot életkorra
korrigaltuk, hogy kiiktassuk az életkor zavard hatasat. Az életkor el6rehaladtaval

bekdvetkezd kdnnyfehérje profil-valtozasrdl mar beszamoltak (91).

Barton két lehetséges okkal magyarazta a konnyben lévo emelkedett citokin
koncentraciot: egyrészt a szemfelszini epithelialis és gyulladasos sejtek altali

fokozott secretidval, release-zel, masrészt pedig a csdkkent kdnnyelfolyassal (29).
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Mivel ez a két tényez0 nem valaszthatd szét a konnygylijtés kdzben, igy a pontos
gy(ijtési id6 nagy jelentdséggel bir, kiilonésen a nem stimuldlt konnyeknél. A
konny secretios sebességével Malecaze is kalkulalt és photorefractiv keratectomia
utan emelkedett ,IL-6 flux” ratat (29,3-693 pg/min) detektalt (28). Azonban a
jelen vizsgalat IL-6 és IL-8 release értékeit szamos korabbi cikk eredményeivel
nem tudjuk Osszehasonlitani, mert az ismert irodalmi kozlemények csak az
abszolit fehérje koncentraciot kozlik, sokszor az idOegység alatt levett

konnymennyiséget és a gydjtési idot sem emlitve (23, 31, 32, 63, 64).

Jelen vizsgalatunk soran a patholdgias konny secretio harom alaptipusat
vizsgaltuk, ezzel részben a komplikacidmentes, erezetlen recipiensnél végzett

perforald keratoplasticat kivantuk modellezni:

(1) a keratoplastica utani postoperativ allapot mindig egyiitt jar a kotGhartya
ereinek megndvekedett permeabilitasaval és igy a plasma proteinek koénnybe
torténd transudatidjaval. Ebbol a célbdl vizsgaltunk az egy nappal cataracta

miitéten atesett betegeket.

(2) komplikacidmentes perforald keratoplastica utan gyakran észlelhetd kifejezett
konnyezés a varratok irritdld hatasa miatt, igy cornealis idegentest miatt kénnyez6

szemeket is bevontunk a vizsgalatba.

(3) a keratoplasticat kovetd idGszakban bar ritkan fordul el6 gyulladas, megléte
azonban elfedheti a transplantatum rejectio immunoldgiai jellegzetességeit. Mivel
a bacterialis gyulladas a citokinek produkcidjat nagyban noveli, ezért az acut
bacterialis conjunctivitis pozitiv kontrollként is tekinthetd. Jelen elsd vizsgalatunk

soran a perforald keratoplastican atesett betegeken kiviil ezt a harom, a szem
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ellls6 szegmentumat érint6 allapotot vizsgaltuk meg, demonstralva az IL-6 és IL-8

koncentracio és release valtozasait.

A kontroll csoporthoz képest jelentdsen emelkedett IL-6 release volt
megfigyelhetd valamennyi betegcsoportban, azonban az IL-6 koncentracidja csak
acut bacterialis conjunctivitisnél és egy héttel a komplikaciomentes keratoplastica
utan volt szignifikdnsan magasabb. A betegcsoportok kozott szignifikans
kiilonbséget az IL-6 release tekintetében nem taldltunk, ez azonban a csoportok

relative kis létszama miatti csekély statisztikai erdvel is magyarazhato.

Az IL-6 az intraocularis és a szemfelszini gyulladasos folyamatokban is
fontos mediator. Az IL-6 a keratocytak collagen szintézisét, valamint a cornea
epithelium gydgyulasat is el6segiti (28), igy a perforald keratoplastica utan
tapasztalt jelentésen megemelkedett IL-6 release a normalis gyogyulasi folyamatot

jelzi, jelezheti.

Vizsgalatunk eredménye azt bizonyitja, hogy az IL-6 nemcsak szemfelszini
gyulladasokban, hanem postoperativ allapotokban, igy cataracta mitétet és PKP-t
kovetden is fontos szerepet jatszik. Megallapithatjuk, hogy az IL-6 szenzitiv
indikdtora a  kilonb6z6 irritativ  ellls6 szegmentum  szembetegségek
megjelenésének, valamint az inflammatids és infectiosus allapotokat jellemezheti.
A legmagasabb IL-6 release értéket az acut bacterialis conjunctivitis esetén
észleltiik, amellett, hogy valamennyi betegcsoportban szignifikdnsan magasabb
értékeket kaptunk a kontrollokéhoz képest. Az IL-6/TP release arany is valamennyi

betegcsoportnal szignifikansan magasabb volt, mint a kontrolloknal.
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Szignifikansan magasabb IL-8 release volt kimutathatdé az Osszes
betegcsoportban a kontrollokhoz viszonyitva, a cataracta mdtéten atesett betegek
kivételével. Az IL-8 koncentracidé ugyanakkor csak az acut bacterialis conjunctivitis
esetében volt szignifikdnsan magasabb, a tobbi betegcsoportban a koncentracié
még alacsonyabb is volt, valdszinlileg a reflexes konnyezés okozta dillicios hatas

miatt.

Thakur kimutatta, hogy az IL-6 és IL-8 koncentracidja megemelkedik alvas
kdzben, a sokdig csukva tartott szembdl vett konnymintakban. A szerzok szerint az
IL-8 alvas kdzben a kdnnyben illetve a szemfelszinen kimutathatd f6 kemokin (15,
63). Az alvas alatt mért kifejezetten magas IL-8 koncentracio (24-148 ng/ml), 0,8-
1,2 pl/perc “tear flow rate” mellett volt mérhet6. Ezekben az esetekben az
osszfehérje szintén magas volt (18-24 mg/ml). Erdekességképpen megjegyzends,
hogy alvas kdzben 50-szer nagyobb IL-8 koncentraciot mértek a csukott szembdl
vett kdnnymintakbol, ha dsszehasonlitjuk sajat, egészséges, nyitott szembdl vett
kontrollmintainkbdl kapott eredményeinkkel. Az IL-6 koncentracid azonban
hasonld volt Thakur és a mi vizsgalatunk esetében. Mindemellett a ,tear flow
rate”, azaz a konny secretios sebessége és a TP koncentracid jelentdsen

kiilonbdzott (15).

A kiilonbdzo betegcsoportokban tapasztalt magas IL-6 és IL-8 release
részben a magasabb konny secretidnak koszonhet6. Vizsgalatainkbdl arra
kovetkeztethetlink, hogy amikor a konny secretiés sebessége jelentdsen

kilonbozik az 0Osszehasonlitandé betegcsoportok kozott, a helyileg képzodott
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fehérjékben torténd valtozasok kovetésére a fehérje release sokkal megbizhatdbb

indikator, mint a koncentracio érték.

Gondolatmenetiinket tovabb folytatva kerestiik a komplikaciomentes, azaz
kilokddési reakcid nélkili szaruhartya atiiltetéseket koveté és jellemz6
immunoldgiai torténéseket és azok konnybdl torténd preciz kimutathatdsagat. A
kilénb6z6 citokinek jelentdsége, normalis és patholdgias szintje a keratoplastica
postoperativ id0szakaban nem teljesen ismert. Ahhoz, hogy a kilokodési
reakcioban szerepet jatszd mediatorokat, citokineket beazonosithassuk, szerepiiket
igazoljuk, sziikséges volt attekinteni mely citokinek vesznek részt a normalis
postoperativ torténésekben, a sebgydgyulas bonyolult folyamataban. Komplikacié
és kilokodés-mentes PKP utan 1 évig hat citokin (IL-1B, IL-6, TNF-a, IL-8, IL-10 és
IL-12p70) folyamatos jelenlétét mutattuk ki kdnnyben. A korai postoperativ citokin
valasz mdtéti traumanak, szoveti destrukcidénak illetve a varrdanyag irritalo
hatasanak tulajdonithatd, mintsem az allogén valasznak. Az IL-1B, TNF-q, IL-10 és
IL-12p70 szintje a transplantatio utan folyamatosan magas koncentracioban volt
kimutathatd. Allatkisérletekben egészséges és atliltetett cornedk esetében sem
tudtak kimutatni IL-1B-t, azonban a TNF-a nagymérték(i expresszidjat igazoltak
PKP utan (79). Interleukin-10 és TNF-a esetén kapott bifazisos eredmény a
postoperativ gydgyulassal fiigghet 6ssze, ugyanugy, mint a megemelkedett IL-6
koncentracid. Funding és munkatarsai szerint a komplikacidmentes szaruhartya-
atliltetések esetében a csarnokvizben nem mutathatd ki IL-6 koncentracio-
emelkedés (41). Ezzel ellentétben mi azt igazoltuk, hogy tiszta transplantatumok
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esetén is, konnyben alacsony koncentracioban folyamatosan mérhetd az
interleukin-6, melynek szintje csak a postoperativ els6 év végére jut el a
transplantaciét megel6z6 szintre. Erre szamos magyarazat létezik: az IL-6-nak
nagy szerepe van a cornealis transplantatum transparencidjanak fenntartasaban;
stimuldlja a keratocytak collagen szintézisét; valamint a cornealis epithelialis
gydgyulast is el6segiti. Tehat a perforald keratoplastica utan tapasztalt jelentdsen
megemelkedett IL-6 release a normalis gyogyulasi folyamatot is jelzi, jelezheti. Az

IL-6 része az endogén anti-inflammatoricus rendszernek is.

A PKP-t kovetd emelkedett IL-10 koncentracié szint graft toleranciat kifejtd
hatast jelezhet. A graft tolerancia kifejtd effektus az anti-inflammatoricus
interleukin modifiacid egyik kifejez6je. Megemlitésre érdemes, hogy az IL-1B
szintje fél évvel a szaruhartya atiiltetés utan érte el a praetransplantatios, hattér

koncentracio szintet.

Osszegezve elmondhatjuk, hogy a kapott eredményeink a PKP-t kdvetd
komplex immunoldgiai torténésekre, kiilonbdzo inflammatoricus citokinek

fizioldgias postoperativ szerepére és jelentdségére mutat ra.

A perforalé keratoplasticat kdvetd immunoldgiai torténések és a kilokddési
reakcio bar intenziven kutatott teriiletek, szamos kérdés még megvalaszolasra var.
Tovabbi vizsgalatainkban célunk volt meghatarozni a kilénboz6 citokinek szerepét
a szaruhartya atiltetéseket koveto kilokodési reakcidban.

Korai postoperativ szakban az altalunk vizsgalt citokinek koncentracidja

mind a késdbb rejection ates6, mind a transparencidjukat meg6rz0 graftok
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eseteinek konnymintaiban hirtelen megemelkedik, majd gyorsan lecsokken. igy ez
a korai citokin valasz fliggetlen a késObb esetlegesen bekdvetkezd kilokodési
reakciotol. Kimutattuk azonban, hogy azon betegek konnyében, akiknél
szaruhartya-atiltetést kdvetoen transplantatum rejectio kdvetkezik be, a vizsgalt
postoperativ egy év folyaman szignifikdnsan magasabb az IL-6 és IL-8 szint, és
ezzel egyidejlleg alacsonyabb az IL-10, a TNF-a az IL-12p70 koncentracidja, mint

a komplikaciomentes betegek kdnnyében.

A komplikacio nélkili esetekhez képest a transplantatum rejection atesett
betegek esetében az altalunk konnybdl kimutatott szignifikans IL-6 emelkedés
aldtdmasztja azt a korabbi megfigyelést, miszerint PKP-t kdvetd endothelialis
rejectional csarnokvizben emelkedett IL-6 szint mutathatd ki (61). Megjegyzend6
azonban, hogy gyulladasos jelek esetén is magas a corneaban lévo IL-6 szintje
(12). Vizsgalataink azt mutatjak, hogy az IL-6 koncentracié valtozasa 6nmagaban
nem tudja el6re jelezni a kilokddési reakcié bekovetkeztét. Torres és munkatarsai
a postoperativ szakban elnyujtott IL-6 és IL-10 expressziot figyeltek meg cornealis
allograftokban, ellentétben az autograftokkal, ahol az interleukin expresszié csak
révid ideig volt kimutathatd (55). Allatmodellekben IL-6 és IL-10 mRNS up-
regulaciét mutattak ki kozvetlenil a transplantatio utan, mely rejectio esetén
folyamatosan magas maradt, azonban késObb normalizalédott a ki nem 16kodo
esetekben (55). Az eltér6 kutatdsi eredmények kozotti latszdlagos
ellentmondasoknak tobb oka is lehet: egyrészt a kiilonbdzo beteganyag, masrészt
a vizsgalt mintak kiilonbdzosége (csarnokviz, cornea, konny). A kilénbdzd

modszerek (ELISA, CBA) eltér0 érzékenysége is megneheziti az eredmények
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Osszehasonlitasat. Mindezek mellett az allatmodellekbdl kapott eredmények nem
vethetok Ossze direkt modon a human szituaciokkal (92). Az IL-6-nak alapvetd
szerepe van az atiltetett corneadlis graftok transparencidjanak fenntartasaban,
mivel stimuldlja a collagen szintézist és segiti a sebgydgyulast, valamint az
endogén anti-inflammatoricus rendszerben is fontos szerepet kap (58).
Vizsgalatunk azt bizonyitja, hogy a cornealis graft ellenes tolerancia IL-10
altal vald fenntartasa fontos a kilokédési reakcid megelozésében. Ismeretes és
nagy fontossaggal bir, hogy az IL-10 jelenléte alapvetd fontossagu az eliils6
csarnokhoz kotott immundeviacid (,anterior chamber-associated immune
deviation”) fenntartasaban. Ez az anti-inflammatoricus citokin az angiogenezisben
is szerepet jatszik. Jelen vizsgalatunkban az IL-10 koncentracid szignifikdnsan
alacsonyabb volt a transplantatum rejection atesd betegeknél, mint a transparens
grafttal bird betegek esetében. Ez az alacsony IL-10 szint az endothelidlis
jelzbje lehet. Az IL-10 jelenléte allatmodellekben csokkenti a graft rejectidt és
noveli a transplantatum tulélést (92-94). Sajat eredményeinkbdl feltételezhetjiik,
hogy a szaruhartya-atiiltetést kdvetéen a konnyben kimutatott emelkedett IL-10
szint a graft toleranciat jelzi, és a kezd6do rejectio soran az IL-10 a gyulladasos T-
helper valasz egyik gatld faktoraként hathat. Az IL-10 jelenléte csdkkenti az MHC
II. osztalyd membran fehérjéinek expresszidjat a monocyta/macrophag rendszer
sejtjein, befolyasolva ezzel antigén prezentald funkcidjukat. Az IL-10 azaltal
szabalyozza a monocytakat, hogy csokkenti mas pro-inflammatoricus citokinek

(TNF-a, IL-1B és IL-8) produkcidjat. Az irodalombdl ismeretes, hogy az IL-10 az
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aktivalt T-sejtek apoptdzis indukcidja utan is felszabadul (38). Sajat, konnybdl
kimutatott eredményeinkkel ellentétben mas szerzok komplikacidmentes cornea
transplantatio eseteiben nem tudtak kimutatni a csarnokvizbdl IL-10-et, de
megallapitottak, hogy elégtelen immunszuppressziv mechanizmusok jelenlétében a

transplantatum kilokédési esélye megné (61).

A vizsgalatainkban hasznalt human kdnnymintakbdl szarmazé eredmények
alapjan az IL-1B és IL-8 koncentracidja megemelkedett a transplantatum rejectio
bekdvetkezte el6tt. Ezt a ,masodik csucsot” tdbb citokin esetében
allatmodellekben is kimutattak mar rejectioban lév6 cornea transplantatumok
esetén (38). Az IL-1B egy multifunkcionalis, pro-inflammatoricus citokin, mely a
corneaban képes a gyulladasos kaszkadot elinditani és szoveti karosodast okozni,
azonban mindemellett a szoveti Ujjaépulési (“repair”) folyamatokban is szerepet
kap (22). Ezzel magyarazhato, hogy sajat vizsgalatunkban miért nem talaltunk
szignifikans  kilonbséget a kilok6do és a komplikacidmentes esetek
bekovetkezd valtozasok nem jelezték el6re a transplantatum kimenetelét, az IL-
1B-nak szerepe lehet a kilokodési reakcidban, mely tovabbi vizsgalatok
elvégzésére 0Osztondz. Az IL-1B, IL-8 és TNF-a a neovascularisatio bonyolult
folyamataban is részt vesz, és mind a TNF-a, mind az IL-1f autocrin tulajdonsaga
révén tovabb fokozza az IL-6 és IL-8 expresszidjat (22, 58). Pro-inflammatoricus
citokinek (IL-1B és TNF-a) megndvekedett expresszidja figyelhetd meg fokozott
rizikdju cornea transplantatio esetén, mely a szoveti infiltracioban is fontos

szerepet jatszik (45, 95). Kilokddo cornealis allograftok eseteiben a corneaban, a
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csarnokvizben és a szérumban mRNS, és fehérje szintek mérésével fokozott TNF-a
expressziot talaltak (55, 76, 79). Ezzel ellentétben, mi a komplikacid/kilokodési
reakcid mentes esetek konnymintaihoz képest szignifikansan alacsonyabb TNF-a
koncentraciot mértiink azon betegek kénnymintaiban, akiknél kilokddési reakcio
zajlott le. Ez elképzelhetd, hogy a cornealis epithelialis és endothelialis sejtek TNF-

a indukalta apoptozisra valo érzékenységének kdszénheto (40).

A cornealis graft antigénekkel szembeni immunitds indukcidja a cornea
transplantatio utan a drenalé nyirokcsomokon keresztiil torténik, IL-12 és INF-y-
fliggd mechanizmuson keresztiil (96). Szignifikans IL-12 mRNS up-regulaciot
mutattak ki kilokédé cornealis allograftok esetében patkanyokban (38). Az IL-
12p40 lokalis felszabadulasa eredményeképpen az aktivalt T-sejtek infiltracidja és
a Th1 citokinek felszabadulasa gatlas ala keriil. Ezek a folyamatok fontos szerepet
jatszanak a cornealis graft rejectio folyamataban, azonban valdszini nem
elégségesek a rejectio megelozésében (49, 55). Eredményeink szignifikansan
alacsonyabb IL-12p70 szintet igazoltak transplantatum rejection atesd betegek
kdnnyében, ha sszehasonlitjuk a nem-komplikalt esetekkel, ami korabbi szerzok
eredményeivel 6sszhangban all (56).

A kilénb6z6 kdnnymintak legatfogdbb 6sszehasonlitasat a pro- és anti-
inflammatoricus citokinek aranya jellemzi. A pro- és anti-inflammatoricus citokinek
aranyanak eltolddasa kilokddési reakciohoz illetve csokkent cornealis graft
toleranciahoz vezethet. Vizsgalatunk soran a transplantatum rejectio eseteiben

észlelt alacsonyabb IL-10 és TNF-a valamint az emelkedett IL-6 és IL-8 szint maga

42



utan vonta az IL-6/IL-10 és IL-8/IL-10 arany ndvekedését, valamint a TNF-a/IL-10

arany csokkenését.

Kapott eredményeink ellenére jelen vizsgalatunk limitaciés faktorait a
kovetkezOkben foglalnank 6ssze: 1) a konnygydjtésbe bevont betegek alacsony
szama, 2) néhany kdénnymintaban az IL-10, IL-12 és TNF-a koncentracidja kozel
volt a kimutathatdsagi kiiszobhoz, ami nehézzé tette a pontos meghatarozast, 3)
az alkalmazott terdpia nem volt egységes a komplikalt és a komplikaciomentes
esetekben. Statisztikai analizisiink a steroid kezelés zavard hatasat jelenleg nem
igazolta. Az altalunk vizsgalt citokinek kozil teljes biztonsaggal egyik sem képes a
rejectiot elore jelezni. Transplantatum rejectio vizsgalatakor a citokinek vérbdl
torténd vizsgalata tovabbi, szisztémasan megjelend jelekre utalna. Tovabbi
vizsgalatok sziikségesek ahhoz, hogy megtalaljuk azt a citokin kombinaciot, amely
valdban képes elbre jelezni a PKP-t kovetd esetleges kilokodési reakciot. Jelen
kisérleteink a vizsgalati és a diszkusszidos nehézségek ellenére is az elso lépések
abba az irdnyba, hogy a szaruhartya-atiltetést kdvetd immunoldgiai céld
konnyvizsgalatok hogyan segithetnek a klinikai kép hosszu tavi megitélésében,

valamint a rejectids-preventiv célu terapia kutatasaban.
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6. Az Uj eredmények osszefoglalasa

I. Kimutattuk, hogy human kdénnyben az IL-6 és az IL-8 release megnévekszik a
szem ellils6 szegmentumat érintG, altalunk vizsgalt betegségek és postoperativ
allapotok eseteiben. Ez a két interleukin érzékeny indikatora a kiilonbdzd irritativ
elils6 szegmentum betegségeknek, kilon hangsulyozva a szaruhartya-

atlltetéseket.

II. A levett konnymintakbdl perforald keratoplastica utan 1 éven at hat citokin
folyamatos jelenlétét tudtuk igazolni. A korai jelentds citokin valasz mitéti
traumanak, szoveti destrukcionak illetve a varréanyag irritald hatasanak
tulajdonithatdé. Az eredmények a komplikaciomentes szaruhartya-atiiltetéseket

kovetd komplex immunoldgiai torténésekre mutatnak ra.

III. Cornealis transplantatum rejectio esetén a kénnyben mért emelkedett IL-6 és
IL-8 és az ezzel egyiitt jaré csokkent IL-10, TNF-a és IL-12p70 szint a szaruhartya

atiltetést kovet6 graft rejectio indikatora lehet.
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7. Summary of new results

I. The results of our experiments have shown, that the release of IL-6 and IL-8
into the tears is enhanced in various anterior segment eye diseases, including
penetrating keratoplasty. This fact seems to be used as an indicator of various

inflammatory reactions in the early postoperative period.

II. We had proved the continuous release of six cytokines throughout 1 year after
uncomplicated penetrating keratoplasty. The early cytokine responses could be
attributed to the physical damage to the cornea, a result of tissue injury and the
presence of suture material. These findings emphasise the complex immunological

events after penetrating keratoplasty.

III. The enhanced release of IL-6 and IL-8 into the tears of patients with corneal

graft rejection concomitant with decreased concentrations of IL-10, TNF-a and IL-

12p70 may possibly serve as an indicator of the rejection process.
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8. A tudomanyos eredmények hasznosithatdésaga

A szaruhartya-atiiltetés a leggyakrabban végzett szovet-transplantatiok
kozé tartozik. Rettegett szovddményének, a kilokddési reakcidonak az el6fordulasi
gyakorisaga mind a kedvez6, mind a kedvez6tlen progndzisu eseteket tekintve az
elmult évtizedekben Iényegesen nem valtozott.

A citokinek kdnnybdl torténd kimutatasa és koncentracidjukban torténd
valtozasanak vizsgalata lehetoséget ad arra, hogy a graft rejectiot megel6zo
sejtkdzotti pathologias kommunikaciordl adatokat kapjunk. Jelen human kdénnybdl
torténd vizsgalatunk eredményei kapcsan elsoként szamolunk be a graft rejectiot
jellemz6 komplex immunbioldgiai folyamatokrdl. Ezzel az elso 1épést tettiik abba az
iranyba, hogy a graft rejectiot megel6z6 specifikusan jellemz6 citokin secretioban
bekdvetkezd valtozast idejében kimutathassuk. Ez a késObbikben alapja lehet a
cornealis transplantatum rejectio egyénre szabott, specialis kivédésének, terapias

bedllitasanak lehetdségeire, nagymértékben szolgalva ezzel a betegek érdekeit.
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