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1 ROVIDITESEK ES MOZAIKSZAVAK JEGYZEKE

haze - cornedlis stromahomaly
m. -intramuszkularis

IU/ml -nemzetkdzi egység/ml

n -esetszam

LASIK  -laser in situ keratomileusis

p -statisztikai valdszinliség

PA -plazminogén aktivator

PAA -plazminogén aktivator aktivitas

PAI -plazminogén aktivator inhibitor
PMN -polimorfonuklearis granulocitdk
Pmn -plazmin

PRK -fotorefraktiv keratektomia

SD -standard deviacio

SPI -szerin proteinaz inhibitor

tPA -szoveti tipusu plazminogén aktivator

uPA -urokindz tipust plazminogén aktivator



2  BEVEZETES ES CELKITUZESEK

A velesziiletett ¢és szerzett fénytorési hibak korrekcidja az emberiség régi dlma, dm az
egész ¢letre szo0lo, tokéletes latoclességet biztositd megolddst a mai napig nem sikeriilt
megtalalni. Napjainkban ezen almot megvalositani célzd, nem veszélytelen és nem is
korlatlanul ismételhetd, refraktiv sebészeti modszerek igen latvanyos fejlddésen mennek
keresztiil. A medicinanak a szemészet az a teriilete, ahol a vildgon elséként alkalmaztak l1ézer
késziilékeket, és mind a mai napig a legnagyobb szamban alkalmazzak azokat. Schawlow és
Townes korai munkassadgat kovetden, Theodore Maiman volt az, aki a gyakorlatban is
alkalmazasra keriilt elsé 1ézerkésziiléket (rubin) az 1960-as években megalkotta.'? A
szaruhartya toréerd befolydsoldsara is alkalmas lézerek megjelenése azonban még éveket
spektrumu elektromagneses sugarzas felfedezését kovetden (Velazco, 1975), a technika
tovabbi fejlodésének koszonhetden az 1980-as évek végére jelent meg, az alapvetden 1j
fizikai elven miikddé excimer lézer.? igy az irodalom jelenleg tobb mint 10 éves tapasztalatrol
szdmolhat be a fotorefraktiv excimer Ilézerkezelések teriiletén. A  fotorefraktiv
keratektomianak (PRK) a latasélességet is befolyasolo leggyakoribb komplikécioi a refrakcios
regresszid, valamint a bizonyos dioptria szam feletti korrekciot kovetéen megjelend

szubepitelidlis lokalizacidju homalyok (haze) a cornedban.*”

A cornealis stromahomaly megjelenésére altalaban, az operacidt kovetd elsd, valamint
a harmadik ¢és hatodik honap kozotti idészakban kell szamitani. A hdmfosztott cornea re-
epitelizacidja ugyan a 4. posztoperativ napra altalaban befejezddik, am az epitélium teljes
vastagsagat csak a 6. honapra nyeri vissza.® A re-epitelizaciot kovetd haze kialakuldsaért
valosziniileg a stromaban aktivalodé keratocitdk és a bevandorlo gyulladéasos sejtek tehetdk
feleldssé. Ezen aktivalt keratocitdk olyan kollagén fibrillumokat termelnek, melyek

struktirdja eltér a normalistol. Ezéltal a stroma megvastagszik, hiperplaziassa valhat, minek



kovetkeztében a cornedlis torderé megvaltozik, €s myopids regresszid kovetkezik be.
Természetesen a stromalis hiperpldzia csak egyik lehetséges oka a myopids ,,shift”

kialakulasanak, hiszen az epitéliumot is érintheti hasonlo jellegii elvaltozas.”®

Ismereteink szerint, a sebgyogyulasi folyamatokat két nagy rendszer szabalyozza
aktivatorok és inhibitorok utjan. Az elsd, Un. plazminogén aktivator-plazmin rendszer
jelentéségét a degradacioban, valamint a karosodott extracellularis matrix eltakaritdsaban
kifejtett szerepe adja.”'® A masik rendszer az aktivalt keratocitak révén, a kéarosodott
kollagén struktarak helyére Ujonnan szintetizalandd kollagén fibrillumok 1étrehozasaért
felelés.'” A fent ismertetett rendszerek megfeleld mitkodése elengedhetetlen a re-
epitelizacid szempontjabol. Amennyiben a két rendszer egyensulya barmely okbdl kifolyolag
felborul, egyrészt hegesedés, masrészt elhuzodd sebgydgyulas vagy akéar cornedlis
fekélyképzodés is lehet a végeredmény.'®'® Irodalmi adatok alapjan ismert a konny
plazminogén aktivator-plazmin rendszerének jelentésége a traumas sériilést kovetd cornedlis
sebgyogyulasi folyamatok soran.”'® Ebben a betegségcsoportban, a plazminogént aktivald
enzimek szintje az epitél sejtek karosodasa kovetkeztében igen magas maradhat, ami miatt a
sebgyogyulasi folyamat hosszasan elhuzodhat vagy egyéltalan be sem kovetkezik.'
Bakteridlis és virusos fertdzések esetén szintén ezen enzimek nagy aktivitasa okoz problémat,

mely akar fekély kialakulasahoz is vezethet.'®'®

Munkank sordn az alabbiakat tiiztiik ki célul:

1. Els6 célunk az volt, hogy a fotorefraktiv excimer lézerkezelést kovetden megvizsgaljuk a
plazminogén aktivator aktivitas szintjének valtozasat a konnyben.

2. Masodik célunk az volt, hogy 0Osszefiiggést keressiink az urokinaz tipust plazminogén
aktivator (uPA) szintjének valtozasa, valamint a cornedlis stromahomdly (haze)

kialakulasa kozott.



3. Célunk volt tovabba az alacsony uPA szint haze kialakuldsdban jatszott szerepének
tovabbi tanulmanyozasa, amit szerin proteinaz inhibitor (SPI) lokélis alkalmazaséaval,
allatkisérletben vizsgaltunk. Fotorefraktiv excimer lézerkezelést kdvetden, a konny normal
plazminogén aktivator (PA) szintjének szupresszalasaval.

4. Végill a cornedlis stromahomdly szélesebb korti (biokémiai, immunhisztokémiai,
szovettani vizsgalatok) tanulméanyozéasara alkalmas 0j allatmodell 1étrehozasat thztiik ki

célul, mely tovabbi kutatasok alapjaul szolgalhat.



3 IRODALMI ATTEKINTES

3.1 A refrakcios sebészeti beavatkozasok rovid torténete

Hét évszazaddal ezeldtt a szemiiveg a gazdagsag és tanultsag jelképe volt. A tehetséges
pisai és murandi iivegfuvo mesterek 1286-ban alkottdk meg az elsd bikonvex lencsét, mely a
presbyopia korrigalasara volt alkalmas.'*?° Titkukat a céhszabalyok szerint szigortan 8rizték,
ezért a szemiiveg csak lassan kezdett terjedni Eurdpaban.'” Ujabb két évszazadnak kellett
eltelnie ahhoz, hogy a myopias fénytorési hibak szemiiveggel torténd korrigalasa is lehetové
valjon.”® Ezek a mesterek az optikai és fénytorési torvényszeriiségeket még nem ismerték,
ezért csak a legalapvetobb refrakcios hibakat tudtdk megkdzelité pontossaggal korrigdlni. Az
astigmia korrigalasa az ujkor hajnalaig varatott magara.”' Modern korunkra mér a szemiiveg
viselése mindenki szdmara elérhetdvé valt, s nem jelképe tobbé a kivaltsagos ¢életformanak, a
tanultsdgnak. A szemiiveg mellett a kontaktlencse bizonyult valaszthato alternativanak, mely
optikailag igen jO eredményeket biztosit, de még koriiltekinté hasznalat mellett is szamos
szovédménnyel jarhat, mint pl. cornedlis hypoxia, széli neovaszkularizacid, hamsériilés és

mikrobialis fertozés.

A szemiiveg ¢és kontaktlencse viselése csak atmeneti (a viselés idOtartamara sz6lo)
latasélesség javulassal jarnak. Ezért nem véletlen, hogy a mikrosebészeti modszerek, hatvanas
évek ota bekovetkezett, latvanyos fejlodése a fénytorési hibak korrigalasaban is a végleges

megoldast jelentd sebészeti modszerek fel¢ iranyitotta a figyelmet.

Az 1960-as évekre, Schawlow és Townes korai munkassagat kovetden, Theodore
Maiman megalkotta a gyakorlati alkalmazasra is keriilt rubin 1ézert.'? 1961-ben Ali Javan,
hélium-neon lézert tervezett, majd 1968-ban L’Esperance klinikai alkalmazéasban
demonstralta az argon 1ézer hatasfokat. > 3 év elteltével ezek a lézerkésziilékek altalanosan

hasznaltta valtak, a valaszték pedig rohamosan bdviilt tovabb. Ezeket a 1ézereket azonban



nem a refraktiv hibdk korrigalasara alkalmaztdk. Az 1980-as évekig a szaruhartya

elvaltozasok terapiaja nem kertilt a 1€zer technika felhasznalasi teriiletének kozéppontjaba.

Ismert tény, hogy a normal, transzparens cornea minimalis abszorpcioval rendelkezik és
sz¢les hullamhossz tartomanyban atjarhaté a fény szamara. Patoldgiai elvaltozasok esetén
azonban a szaruhartya elveszitheti atlatszosagat, minek kovetkeztében abszorbealhat a lathato
fény hullamhossz tartomanyan belill is. Igy keriilt sor els6ként az argon (Ar) lézer
haszndalatara cornedlis elvaltozasok esetében, mint példaul szaruhartya neovaszkularizacio,
lipid keratopatia valamint pigmentalt retrocornealis plakk esetén.”*?’ Az elmilt 20 évben az
infravoros ¢€s ultraibolya lézerek olyan fejlédésen mentek keresztiil, hogy alkalmazasuk
elterjedhetett a szaruhartya refraktiv sebészetében. Elsdsorban az infravords tartomanyban
dolgoz6 széndioxid (CO,), ,.erbium:yttrium-aluminium garnet” (Er:YAG), hidrogénfluorid
(HF), az ultraibolya tartoméanyon beliil dolgoz6 neodimium, valamint excimer lézerek

keriiltek az érdekl6dés kozéppontjaba.2*>*

Az excimer lézerek megalkotdsa ¢€s szemészetben torténd felhasznalasa Oridsi
érdeklddést valtott ki, mind a fizikusok, mind a szemészek korében. A mddszer a gerjesztett
allapot ArF gazkeverék altal kibocsatott 193 nm hulldmhosszisadgt ultraibolya-C (UV-C)
tartomanyu elektromagneses sugarzds ¢és a cornea szovet kromofor molekuldinak
interakciojan alapul.®>>’ A 1ézer-szoveti interakcié alapjat a 6,4 eV-os fotonenergia
elnyelddése képezi, amely elegendd a szervezetet felépitd szerves vegyiiletek kovalens
kotéseinek felbontasara. Kizarolag az excimer lézer tulajdonsaga, hogy az elektromagneses
sugarzas extrém rovid UV-C tartomanyban a lézersugar egyetlen fotonjanak is elegend6 az
energidja, az individudlis molekuléris kotések (szén-szén, szén-nitrogén, szén-hidrogén)
felbontasahoz. Amennyiben a lézerfény energiaslirlisége egy bizonyos kritikus szintet
meghalad, a felbomlott kémiai kotések nem rekombinalodnak, azaz ismételten nem jonnek

létre, a szOovet ablativ modon lebomlik.*?



3.2 Az excimer lézerkezelés hatasa a cornea kiilonbozo rétegeire

Epitélium

A hagyomanyos PRK kezelést kovetden a hamfosztott teriileten a hamregeneracio
n¢hdny 6ra mulva megkezddédik. Egy rovid latens periddus utdn a hamfosztott teriilet széli
részein a hamsejtek megnyulnak, mitotikus aktivitasuk megnd, és kuszni kezdenek a
befedendd teriilet iranyaba, egy vékony elektrondenz membran (pszeudomembran) mentén,
mely segiti az epitél sejtek gyors bevandorlasat. A fotorefraktiv kezelést kovetden, 6 mm-es
ablacids zona esetén, az epitél sejtek ugyan 1-3 napon beliil befedik a hdmfosztott teriiletet, de
a végleges adhézids strukturak csak 3 honap alatt alakulnak ki.

Mar a hamregeneracid kezdeti szakaszaban, a fotorefraktiv kezelést kovetd elsé nap
utan sikeriilt fibrinogént és fibronektint a miitéti teriileten kimutatni allatkisérletek soran.’®*
A fibrinogén a regeneraldédé hamsejteket mintegy odaragasztja 0j helyilikre. Az Ujonnan
képzodott epitél sejtek struktirajaban a legalaposabb morfoldgiai és immunhisztokémiai

vizsgalatok sem tudtak rendellenességet kimutatni.*'*®

Ennek ellenére, jelenleg még
ismeretlen okok miatt, a sebgyogyulds késébbi szakaszaban az epitélium hiperplazidssa
valhat, amely az elért refrakcios hatast csokkenti. Ezen rendellenesség kivédésére javasolta
Pallikaris a Laser In Situ Keratomileusis (LASIK) bevezetését a fotorefraktiv kezelések
céljara.®’ A beavatkozas soran sebészi mikrotommal 130-160 um mélységii cornealis lebenyt
(flap) készitlink, mely révén a cornedlis hdm és basalmembran, valamint a Bowman hartya

50-52
k.

intaktsagat a lebeny teriiletén megoérizzii Ezéltal a PRK kezelésb6l adodo primer

hamrendellenesség kialakulasa elkeriilheto.

Bowman membran

Ismert tény, hogy a hagyomanyos PRK kezelést kovetben a Bowman membran

crer



esetben a cornedlis transzparenciat csokkentdé hegképzddéssel gyogyul. A betegkdvetések
tapasztalatai, a korabbi feltételezésekkel ellentétben, azonban azt mutatjak, hogy 0,5-6,0 D
kezelési tartomanyban a cornedlis transzparencia fenntartdsdhoz nem létfontossagi a Bowman

membran intakt volta.’>>°

Cornealis stroma

A PRK kezelést kovetd sebgyodgyulds korai szakaszaban végzett morfologiai
vizsgalatok a fotoablalt felszin teriiletében vékony eletrondenz pszeudomembrant mutattak ki,
mely alatt az elhelyezkedd kollagén nem mutatott hisztologiai eltérést.”” ™ A sebgyogyulas
késObbi szakaszaban a pszeudomembran eltiinik, 1) kollagén és proteoglikan képzddés indul
meg. Mintegy 24 ora elteltével a PRK kezelés utdn a stromdban polimorfonuklearis
granulocitdk jelennek meg, melyek a kdnnyfilm fel6l vandorolnak a stromaba. A konnyfilm
plazminogén szintje megemelkedik ¢és a plazminogén aktivator-plazmin rendszer
bekapcsolodasaval a szoveti €s sejttormelékek eltakaritasa, valamint a karosodott kollagén és
extracellularis matrix kijavitasa megkezdédik.” Az epitélium regeneracidja szempontjabol a
keletkez6 szoveti- és sejttormelékek eltavolitasa hasznos és kivanatos, ugyanakkor a stromalis
keratocitak fokozott szintetizdld tevékenysége hegképzddéssel, ezaltal stromahomalyok
kialakulasaval jarhat. A normalistol eltérd, abundans kollagén miatt a cornea megvastagszik,

igy az elért refrakcios hatas gyengiilhet.**

Descemet membran

A 193 nm hullamhosszusagu excimer UV-C lézersugar penetracidos képessége 1 um
kortl van, ezért az ablaciés mélység nagy pontossaggal szabalyozhatd, igy nem kell a
Descemet membranban morfologiai elvaltozasokra szamitani. Nyulkisérletek sordn azonban a
fotorefraktiv kezelést kozvetleniil kovetdé morfologiai vizsgalatok szokatlan fibrillaris
Descemet valaszt mutattak ki. Ennek hattere pontosan nem ismert, sokk hulldm okozta akut

hatast feltételeznek.”*?
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Endotélium

A fotorefraktiv keratektomiat kdvetd szovettani vizsgalatok morfologiai elvaltozast nem

60-62

igazoltak az endotéliumban. Természetesen, ha a PRK kezelés olyan mélységben torténik,

hogy az méar megkdzeliti a Descemet membrant, akkor az endotélium is karosodhat.*®

Nyulkisérletekben viszont, Hanna és munkatarsai amorf fibrillogranularis anyag
megjelenését mutattdk ki a cornea Descemet membranjdban, melyek eredete a mai napig
ismeretlen. Az elvégzett immunhisztokémiai vizsgalatok arra utalnak, hogy a fotorefraktiv
kezelést kdvetden az endotél sejtek és a keratocitak aktivalodtak.* A karosodas nem a primer
lézerhatas eredménye, hanem valdszintileg szekunder modon a sokk hullam, illetve szekunder

ultraibolya fluoreszcencia révén alakul ki.>*
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3.3 A plazminogén aktivator-plazmin rendszer jelentosége a konnyben

A plazminogén aktivatorok specifikus szerin proteindzok, melyek jelenlegi ismereteink
szerint egyediil a plazminogén Arg se-Val s¢; kozotti kotést képesek hasitani, ezaltal az
inaktiv plazminogént aktiv plazminn4 alakitani.®*®> A plazminogén aktivatoroknak 2 f& tipusa
ismert: a szoveti tipusi plazminogén aktivator (tPA), valamint az urokinaz tipusu

plazminogén aktivator (uPA).

A tPA els6sorban a vér fibrinolitikus aktivitasaban jatszik szerepet és miikodéséhez
fibrin kofaktort igényel, az uPA elsddleges szerepe az extracelluléris proteolizisben, valamint
a tumor metasztadzis képzésben valdszinli, és miikodéséhez fibrin kofaktorra nincsen
szitkség.® A plazminogén aktivatorok 4ltal aktivalt plazmin azonban mar széles
szubsztratspecificitdsi proteindz, mely nemcsak a fibrint, hanem az intakt kollagén

kivételével az extracellularis matrix proteinjeit (laminin, fibronektin) is képes hasitani.*

A plazminogén aktivator-plazmin rendszer, feltehetéen szerepet jatszik a fibrin ¢és
elésegiti az inaktiv kollagendz felszabaduldsat a szaruhartya epitél sejtjeibol, valamint
aktivalja azt.'® Az aktiv kollagendz jelenléte a konnyben kevésbé specifikus konny
proteindzokkal (pl. plazmin) egyiitt, a szaruhartya alapallomanyat képezd kollagén lebontésa

révén, szaruhartya fekélyek kialakulasahoz vezethet.”’

Szamos sejttipus képes sejttenyészetben plazminogén aktivatort termelni.®®
Immunhisztokémiai modszerrel sikeriilt plazminogén aktivatort kimutatni a szaruhartya, a
kotShartya és a konnymirigy szdveteiben.”” A szaruhartya plazminogén aktivator aktivitasa
(PAA) urokiniz tipusii plazminogén aktivatornak bizonyult, a konnymirigy csak szoveti

’ ’ . 7 s s r - 1 1,72
tipusti plazminogén aktivatort képes termelni.'®’®""’

Kotohartya szovettenyészet mind a két
aktivatort képes termelni: az uPA termelésért az epitél sejtek felelések mig a tPA forrasa a

kotéhartya ereinek endotél sejtjei lehetnek.”
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Ismert a normal konny igen alacsony proteinaz inhibitor tartalma is (o-1-antitripszin,
a-2-makroglobulin). Ezzel szemben a szaruhartyafekélyben szenvedd betegek konnyében
ezen inhibitorok, lényegesen nagyobb koncentracioban fordulnak eld, melyek a gyogyulas
folyaméan fokozatosan térnek vissza a normél értékre.”””> Az inhibitorok valosziniileg a

kotéhartya ereinek permeabilitds fokozodasa révén keriilnek a konnybe, hiszen

crer
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antitripszin esetében a lokalis termelés sem zarhato ki.

A normal konny nagy mennyiségii urokinaz antigént tartalmaz, mely molekula tomege
alapjan feltehetden szinte kizarolag inhibitorkomplex formajaban van jelen. Az uPA aktivitasa
viszont kismértékii, és tPA nem detektalhaté. A konny uPA valésziniileg a szaruhartya és

kot6hartya epitél sejtjeibdl szarmazik.”®’

Mivel plazminogén aktivator inhibitor (PAI) -1
antigént nem sikeriilt normal kénnyben kimutatni, igy valosziniileg mas PAI jatszhat szerepet

a szem eliilsé szegmentjében keletkez6 uPA gatlasaban, mely forrdsa vagy a konnymirigy

vagy a szem eliils6 szegmentjében talalhato sejtek.

A szaruhartya és kotohartya epitél sejtjeinek karosodéasa kovetkeztében nagyobb
mennyiségli uPA keriil a konnybe. Patologias esetekben altalaban fokozddhat a kotdhartya
ereinek permeabilitasa is. Igy egyrészt proteinazok proenzim formai, mésrészt proteiniz
inhibitorok keriilhetnek a konnybe. Az uPA képes a kdnnybe keriilé plazminogént aktivalni,
mig az urokindz aktivitast a plazma inhibitorok gatoljadk. A keletkezd plazmin egyrészt
inaktivalodhat, masrészt szamos folyamatot elindithat a szem eliilsd szegmentjében. Nagy
uPA aktivitds esetén a folyamatosan termel6dd plazmin felborithatja az egyensulyt a
transszudéacioval a konnybe keriilé inhibitorok kimeritésével, ezért a konny proteolitikusan

aktivva valhat.

A plazminogén aktivator-plazmin rendszer aktivalodasa a sebgydgyulasi folyamatok

soran hasznos ¢és kivanatos. Miikddésiik révén valosulhat meg a szoveti és sejttormelékek
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eltakaritasa, valamint a karosodott kollagén és extracellularis matrix kijavitasa. Az egyensuly
azonban, ha felborul és a konny PA aktivitasa jelentésen megemelkedik, a hatasara aktivalodo
nagy mennyiségli plazmin tovabbi szerepet jatszik a prokollagendz kollagenazza
aktivalasaban. Ennek kovetkeztében stulyos cornealis fekély alakulhat ki. Mindezek alapjan
ugy tlinik, hogy a szaruhartya és kotohartya fehérjéinek koros koriilmények kozt bekovetkezd
degradativ lebontasaban az uPA-plazmin-kollagendz proteinaz kaszkad alapvetd szerepet
jatszik, hasonloan az egyéb extracellularis fehérje bontd folyamatokhoz (pl. sejtinvazio). A
plazmin kemotaktikus hatdsara a granulocitak invazioja kdvetkezhet be. Ezek szintén képesek
uPA termelésére, melyet degranulacié révén juttathatnak a kdrnyezetiikbe. Mindezek mellett a
plazmin a fibronektin lebontasadval elOsegiti a szaruhartya epitél sejtjeinek vandorlasat

hamhidny esetén.

Az alacsony PAA elhiz6do sebgyogyuldshoz, akar kronikusan fennalld epitél
er6zidhoz vezethet.'®’® A kénny proteolitikus aktivitasa érzékeny szabéalyozas alatt all,
melynek felboruldsa koros kovetkezményekkel jarhat. A fentiekben részletezett 1épéseket az

1. folyamatabran 6sszegezve lathatjak.
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1. abra Proteolitikus enzimek és proteinaz inhibitorok a kénnyben

Reményiink szerint a konny proteolitikus aktivitdsanak és inhibitor tartalmanak tovabbi

vizsgélata Gjabb ismereteket szolgéltat a sebgyogyulési folyamatok pontosabb megértéséhez

¢s esetlegesen 1) terapids modszer alkalmazasanak lehetdségét is felveti.
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4 BETEGEK, ANYAGOK ES MODSZEREK

4.1 Human beteganyag

Munkénk soran 42 paciens (26 n6 és 16 férfi) 77 szemén végeztiink PRK beavatkozast. A
paciensek ¢letkora 17-51 évig terjedt (atlag 27 év), standard devidci6 (SD) + 9 év. Hét paciens
kivételével (3 no és 4 férfi), akik csak az egyik szembdl térténd mintavételre vallalkoztak,
mindkét szem kdnnymintait vizsgéaltuk. A két szem fotorefraktiv excimer 1ézerkezelése kozott
1 vagy 2 hét telt el. A tanulmanyban valo részvétel alapvetd feltételét képezte, hogy a

pacienstdl legalabb 15 pl konnymintat tudjunk venni ingerlés nélkiil 3 perc alatt.
Kontrollként 20 paciensiink még nem operalt szemének konnymintait hasznaltuk.

Mindezek alapjan 77 szem konnymintaja (41 jobb, 36 bal) és 20 kontroll minta kertilt

analizisre.

A mitét el6tti refrakcios hiba tartomany +5,0 D értéktdl —10,0 D értékig terjedt, melynek
atlag értéke -3,0 (£ 3,0) D. A miitét soran 18 esetben keriilt sor astigmia korrekcidjara is —1,0
D- -2,75 D refrakcio tartoméanyban, atlag -1,5 (£ 0,6) D. A pdaciensek kozil 17 viselt

korabban kontaktlencsét, melyek atlagos hordasi ideje 4 (+ 2) év volt.
4.2 Kisérleti allatok
Allatkisérleteink soran 8 Gj-zélandi nyul (2-3,5 kg, 2,8 ) mindkét szemén azonos idében

végeztiink fotorefraktiv keratektomidt és 3 hasonlo sulyu éllatot hasznaltunk kontrollként a

kisérlethez. A kontroll allatokat nem operaltuk.

4.3 Lézerkezelés

A refrakcids hibak kezelését excimer lézerrel (Keratom II ArF [193 nm], Schwind,
Kleinostheim, Németorszag) végeztiik a DEOEC Szemklinika teriiletén miikdddé Vital-Lézer

KFT-ben. A human miitéteket, lokalis érzéstelenités mellett, minden esetben ugyanaz a
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szemész szakorvos végezte. A cornedlis epitélium eltavolitdsara keratom kést hasznaltunk,
markerként Hoffer trepant alkalmaztunk, melynek atmérdje szférikus korrekcid esetén 6,0-6,5

mm, astigmias korrekcid esetén pedig 7,5- 8,0 mm volt.

Az epitélium lekaparasat a cornea periféridjarol a centrum felé haladva végeztiik, nagyon
ovatosan, hogy elkeriiljik a Bowman membran sériilését. Az epitélium maradékok
eltavolitdsahoz steril szivartampont hasznaltunk. Azoknal a pacienseknél, akiknél csak
szférikus korrekciot végeztiink az ablacioés zona atmérdje 6,0-6,5 mm volt, atlag 6,1 (= 0,2)
mm. Ahol sziikség volt astigmia korrekcidjara, az astigmids ablacidés maszk atmérdje 6,0 — 8,1
mm volt, atlag 7,5 (£ 0,6) mm, az alkalmazott szférikus maszk atmérdje pedig 5,3 — 6,0 mm

volt, atlag 5,7 (= 0,1) mm. Az ablacids mélység 12-120 um kozott volt, atlag 48 (£ 22) um.

A fotorefraktiv keratektomiat allatkisérleteink soran a nyulak mindkét szemén, altalanos
anesztézia mellett végeztiik intravénas ketamin-xylazin (2,2:1,0) alkalmazasaval 10 mg/kg
dozisban. A kisérlet soran a szemkorrekcios mutétekhez —3,0 D szférikus refrakcios hibanak

megfeleld ablacios maszkot hasznaltunk a human tanulmanyban leirtaknak megfelelden.

4.4  Posztoperativ kezelés

A miitét utdn antibiotikum tartalma szemcseppet, Ciloxan (Ciprofloxacin HCL 0,3%,
Alcon) alkalmaztunk éranként az operacio elsd napjan, melyet napi 5x cseppentés kovetett
tovabbi 5 napig. Az elsd 5 nap utan szteroid tartalmt Flucon (Fluorometholone 0,1%, Alcon)
¢s miikonnyet tartalmazé Tears Naturale (Dextran/Hydroxypropyl Methylcellulose, Alcon)
hasznalatara tértlink 4t. Ezeket az elsé honapban napi 5x, a masodik honapban napi 4x, majd a
harmadik honapban napi 3x cseppentés mellett alkalmaztuk. Betegeink kdvetése minimum 1

éven keresztiil tortént a mintavételek utan 1, 3, 6 honap és 1 éves kontrollok mellett.

Az allatok posztoperativ kezelése, a human tanulmanyban ismertetetteknek megfelelden

tortént mindkét szemen, azzal a moddositassal a baloldalon, hogy a korai posztoperativ
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szakban (1 hét), szerin proteindz inhibitor Gordox (Aprotinin 20.000 IU/ml, Richter Gedeon
RT) alkalmazasara is sor keriilt az operacié napjan 6rankénti, majd napi 5x cseppentéssel az

elsd posztoperativ hét folyaman.

4.5 A cornealis sebgyogyulas értékelése

A haze értékelése mindkét tanulményban, Hanna féle stadium beosztas alapjan tortént."
Az értékelést végzd személy nem rendelkezett eldzetes ismerettel a konny plazminogén

aktivator aktivitasarol.

4.6 Konnymintavétel

A plazminogén aktivator aktivitas analizisére a human konnymintakat, PRK kezelés
elétt és utan kozvetleniil, valamint a 3. és 5. posztoperativ napokon gytjtottiik, ingerlés
nélkiil. A mintavétel minden esetben a szemcsepp hasznélata eldtt tortént, tivegkapillarissal
(hossza: 10 mm, atmérdje: 1 mm) a szemhéjsz¢él alsd6 marginalis vonaldnak kozelében, a

praccornedlis konnyfilmbél réslampa alatt, vigyazva arra, hogy ne sértsiik a kotéhartyat.””

A mintavételek id6tartamat és a gyiijtott mintak mennyiségét feljegyeztiik. Ezen értékek
alapjan a szekréciods rata 5-15 pl/percnek adodott. Az Osszes mintat centrifugéaltuk (1800-as
fordulatszamon) kozvetleniil a mintavétel utan, és a feliillisz6t —80°C-on taroltuk

felhasznalasig.

Kontroll mintdink esetében, az operalt szem mintavételeivel azonos idében és modon

tortént a konnymintak gytijtése.

Allatkisérleteink soran, tekintettel a nyulak igen alacsony konnyszekrécios értékére, 5
mg/kg pilocarpin im. injekcié adasat kovetden vettiink konnymintat mindkét szembdl, a
human tanulményban leirtaknak megfeleléen. A PRK beavatkozas el6tt és utan, a cornedlis
sebgyogyulds kezdeti szakaszéban (1 hét) minden nap, majd ezt kdvetden 3 hoénapon keresztiil

4 naponta keriilt sor a konnymintak gyijtésére. Kontroll mintdinkat az operalt szem
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mintavételeivel azonos idében és modon gyljtottiik. A szekréciods rata allatkisérleteink soran

15-50 pl/percnek adddott.

4.7  Plazminogén aktivator aktivitds mérés

A plazminogén aktivator aktivitds mérése spektrofotometrids modszerrel tortént, human
plazminogén €s plazmin specifikus kromogén peptid szubsztrat, D-valin-I-leucil-1-lizil-pNA
(S-2251) felhasznalasaval.”® Ez a modszer elsésorban az urokiniz tipusu plazminogén
aktivator aktivitds meghatarozasara alkalmas. A kisérleti munka sordn alkalmazott
szubsztratot (S-2251), valamint plazminogént a Chromogenix (Milano, Olaszorszag) cégtdl

szereztik be.

A PA mérésekhez referenciaként hasznalt urokinazt (Choay, Périzs, Franciaorszag) S-
2444-es szubsztrattal kalibraltuk standard urokinazhoz (NIBSC, London, Anglia), Frieberg’
szerint. A specifikus aktivitasa 100.000 [U/mg-nak adodott, ez megfelel a kereskedelemben
kaphat6 legtisztabb preparatumok specifikus aktivitasanak.

A PAA és plazminszerti aktivitis meghatarozasat Shimada és munkatarsai’®

moédszerének modositasaval végeztiik, a kovetkezok szerint'®™: 5 ul kénnyet vagy standard
urokinazt inkubaltunk 37°C-on 100 pul 0,05 mol/l Tris pufferben, 7,4 pH, 0,5 mmol/l S-2251
kromogén szubsztrat és 1 pmol/l humén plazminogén jelenlétében. Mintdinkat 4 6ra inkubalés
utan 405 nm-en fotometraltuk (Multiscan MS, Labsystem, Helsinki, Finland). A plazminszerii
aktivitds mérése hasonldan tortént, de a reakcidelegy ebben az esetben plazminogént nem

tartalmazott.

A konny plazminogén aktivator aktivitdsat a plazminogén tartalmu és plazminogént
nem tartalmaz6é mintdk abszorbcios értékének kiillonbsége adta meg. A plazminszeri

aktivitasnak a plazminogént nem tartalmaz6 mintdk abszorbcioja felelt meg.
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A konnymintdk esetleges sargas sziniik miatt, konny-puffer vak abszorbcids érték
meghatarozast is végeztiink. A konnymintdk plazminogén aktivator aktivitdsanak
meghatdrozasa urokinaz higitasi sor alapjan készitett logaritmikus diagramm alapjan tortént

A PA aktivitast urokinaz ekvivalensben (IU/ml kénny) adtuk meg.
4.8  Statisztikai modszerek

A PAA cornedlis sebgyogyulas sordn torténd valtozdsanak elemzésére standard
statisztikai analizist végeztink. A kiilsnbz8 betegcsoportok Osszehasonlitasa ,.equal

variance” t-teszt segitségével, a kontroll csoportokkal vald Gsszevetés paros t-teszt alapjan

tortént.

Szignifikansnak tekintettik a kiilonbséget akkor, ha p<0,05 ¢és kifejezett

szignifikanciarol beszéltiink, ha p<0,001 értéket kaptunk.
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5 EREDMENYEK

5.1 Human

Munkank sorén 42 paciensiink 77 szemét vizsgalva, 5 paciens (4 n6 és 1 férfi) 6 szemén
(8%) észleltiink, szubepitelialis cornealis stromahomaly képzSdést (Hanna'® grade 1-2) a
posztoperativ 3. és 6. honap kozott, mely a latasélesség csokkenésében is megnyilvanult. A
korai posztoperativ idészakban illetve a haze kialakulasat megelézdleg semmilyen klinikai
eltérés nem volt diagnosztizdlhat6. A posztoperativ cornedlis stromahomaly megjelenését 1

paciensiink mindkét szemén és 4 paciensiink egyik szemén diagnosztizaltuk. A fentiekben

crer

Tanulméanyunkban 77 operalt (41 jobb, 36 bal) és 20 nem operalt szem (kontroll)
konnymintdinak vizsgaltuk a PAA és plazminszer(i aktvitas valtozasat a preoperativ szakban,
kozvetleniil az operacid utan, a 3. posztoperativ, valamint az 5. posztoperativ napokon.
Mintainkban plazminszerli amidolitikus aktivitds ezeken a napokon nem volt detektalhato.

Ezzel szemben a PAA valtozas jellegzetes valtozast mutatott. Ezeket két csoportra oszthattuk.

Az egyik csoportban (71 eset) a konny PAA értéke kozvetleniil a miitétet kovetden
szignifikansan lecsokkent a preoperativ PAA ¢értékhez képest, a 3. posztoperativ napra
szignifikdnsan megemelkedett, majd az 5. posztoperativ napra visszatért a kiinduldsi

értéktartomanyba.

A masik csoportban (6 eset) a konny PAA véltozasa eltért a fentiekben ismertetettektol.
Ezekben a konnymintdkban a PAA szint a fotorefraktiv kezelést kozvetleniil kdvetden
szignifikansan lecsokkent, és a 3. posztoperativ napon is ezen alacsony értéken maradt, majd

az 5. posztoperativ napra szignifikdnsan emelkedve visszatért a kiindulési értéktartomanyba.
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A PAA valtozds ezen adatait Osszevetve a klinikai képpel azt talaltuk, hogy haze

kialakulasa csak abban a csoportban volt megfigyelhetd, ahol a PAA 3. posztoperativ napon

valo emelkedése elmaradt.

Ezért ezeket az eseteket (n=6) ,.,komplikalt csoport”-ba, mig a t6bbi esetet (n=71) a

,hormal csoport”-ba soroltuk (lasd I. tablazat és 2. dbra).

PAA érték PRK  PAA érték PRK PAA érték PAA érték
elott utan kozvetlenlil 3. posztoperativ 5. posztoperativ
(£ SD) (= SD) nap (£ SD) nap (+ SD)
1U/ml 1U/ml IU/ml 1U/ml
Normal csoport 0,259 (£ 0,082) 0,027 (+£0,029) 0,366 (£ 0,109) 0,269 (= 0,085)

(n=71)

Komplikalt csoport
(n=6)

Normal csoport
ellenoldali szem
(n=16)

Komplikalt csoport
ellenoldali szem

(n=4)

0,188 (£ 0,045)

0,299 (£ 0,092)

0,195 (£ 0,033)

0,043 (£ 0,015)

0,297 (+ 0,086)

0,192 (+ 0,024)

0,046 (£ 0,041)

0,290 (£ 0,080)

0,191 (+ 0,032)

0,218 (£ 0,056)

0,310 (£ 0,097)

0,190 (+ 0,027)

L. tablazat A plazminogén aktivator aktivitasanak valtozasa a betegek konnyében PRK kezelés utan
(Zardjelben a SD értékeket tiintettiik fel)
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PRK elott PRK utan 3. posztoperativ nap 5. posztoperativ nap

2. abra PRK-t kéveto PAA valtozas a konnyben, normal és komplikalt sebgyogyulds esetén

A normal csoportban a PAA 4tlagértéke az operacio eldtti 0,259 (= 0,082) IU/ml
értékrol a fotorefraktiv kezelést kovetden 0,027 (= 0,029) IU/ml-re csokkent, a 3.
posztoperativ napra 0,366 (+ 0,109) IU/ml-re nétt, majd az 5. posztoperativ napra 0,269 (+
0,085) IU/ml-re csokkent. A statisztikai analizis kimutatta, hogy az elézdleg leirt PAA
atlagérték operaciot kovetd csokkenése illetve a 3. posztoperativ napon mért novekedése
szignifikdnsan kiilonboztek a miitét eldtti értéktél (mindkét esetben p<0,001). Az 5.
posztoperativ napon mért PAA atlagérték nem kiilonbozott szignifikansan a miitét eldtti

atlagértektol (p=0,15).

Ezzel szemben a komplikalt csoport PAA atlagértéke az operacio eldtti 0,188 (£
0,045) TU/ml értékrol a fotorefraktiv kezelést kovetden 0,043 (+ 0,015) IU/ml-re csokkent,

mely a 3. posztoperativ napra 0,046 (= 0,041) IU/ml-re nétt. Az 5. posztoperativ napon mért



PAA atlagérték 0,218 (£ 0,056) IU/ml-nek adodott. A statisztikai analizis kimutatta, hogy a
komplikalt csoportban kozvetleniil az operacidt kovetden mért PAA érték csokkenése
kifejezetten szignifikans (p<0,001). A normal csoporttal ellentétben a 3. posztoperativ napon
a PAA ¢értéke hasonldan alacsony szinten marad (p=0,81). Az 5. posztoperativ napon mért

PAA szint szignifikdnsan magasabb volt a miitétet megel6z6 értékhez képest (p=0,02).

A preoperativ PAA atlagértéke szignifikansan alacsonyabbnak adddott a komplikalt
eseteknél a normal csoporthoz képest (p=0,04). A komplikalt csoportndl a PRK utan
kozvetleniil mért PAA atlagértékek vonatkozasaban szignifikans statisztikai kiilonbséget nem
lehetett kimutatni a normal csoporthoz képest (p>0,14). A 3. posztoperativ napon azonban, a
mért PAA atlagértékek kozotti kiilonbség igen kifejezett volt a fent emlitett két csoportnal
(p<0,001). A komplikalt csoportndl az 5. posztoperativ napon mért PAA atlagértékek
vonatkozasaban szignifikans statisztikai kiilonbséget nem lehetett kimutatni a normal

csoporthoz képest (p>0,15).

A normal csoportban, a nem operalt szemek konnymintainak PAA atlagértéke az
ellenoldali szem miitétét kdvetden, egyik alkalommal sem mutatott szignifikans eltérést, a
fotorefraktiv keratektomiat megel6zo értékhez képest. A komplikalt csoportban a nem operalt
szemeken a PAA atlagérték hasonloan valtozatlan volt. A preoperativ PAA atlagérték, a
komplikalt csoport nem operalt szemén szignifikdnsan alacsonyabb volt a normal csoport

ugyanezen értékeihez képest.
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A normal és komplikalt csoport kozott nem volt kimutathaté szignifikans statisztikai
kiilonbség a betegek ¢letkora, kontaktlencse viselése, astigmias €s szférikus korrekcioja,
valamint az ablacidés mélység értékeinek vonatkozasaban sem (minden esetben p>0,05) (lasd

II. és I1I. tablazat).

Eletkor években = SD Kontaktlencse viselés
id6tartama években + SD

Normal csoport (n) 27 £9 (40) 4+2(15)
Komplikalt csoport (n) 23+5(5) 5£2 4)
p —érték 0,38 0,35

I1. tablazat 4 pdciensek korat és a kontaktlencse viselés idotartamat osszegzi

PRK el6tti astigmia PRK elotti Ablécids mélység
dioptria értéke + SD szférikus refrakciés pm-ben £SD
hiba dioptria értéke
+ SD
Normal csoport (n) -1,6 £ 0,6 (16) -2,9+£3,1(71) 47 £22 (71)
Komplikalt csoport -1,0+£ 0,0 (2) -5,1£1,3(6) 57 +£23(6)
p —érték 0,24 0,08 0,33

II1. tablazat PRK elott sziikséges refrakcios korrekciot valamint a miitét sordan alkalmazott
stroma ablacios mélységet foglalja ossze
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Kontroll kdnnymintdink egyéni PAA valtozasat a 3. dbran mutatjuk be, az ellenoldali
(operalt) szem mintavételének idopontjaban. Ezeken a szemeken a kovetési idotartam alatt

mért PAA értékek konstansnak bizonyultak.

0,7

N6 Ferfi Normal esetek ellenoldali konnymintai
0,6

@o—g Komplikalt esetek ellenoldali konnymintai
0,5

0,4 /’

———————
ol =g |

0,1 — —

Plazminogén aktivator aktivitas (IU/ml)

0,0

PRK elott PRK utan 3. posztoperativnap 5. posztoperativ nap

3. abra PAA valtozasa kontroll konnymintdinkban, az ellenoldali szem PRK kezelése elott és
utan
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5.2 Allatkisérletek

Kisérleti allataink jobb szemén a posztoperativ kezelés minden tekintetben, a human

tanulmanyban leirtaknak megfelelden tortént. A kontroll vizsgalatok soran (6 honapos

kovetés) sem haze sem egyéb komplikaciora utalo klinikai jel nem volt 1athato.

A konny PAA valtozdsa ezekben a mintdkban a human normal csoport esetében

ismertetett enzimaktivitds valtozasdnak felelt meg. A PAA 4atlagértéke ezekben a

konnymintdkban az els posztoperativ napon szignifikansan kifejezetten alacsonyabb még a

2. és 3. posztoperativ napokon szignifikdnsan kifejezetten magasabb volt a preoperativ

értékhez képest (p<0,001). A 4. posztoperativ napon mért PAA atlagérték szignifikdnsan

magasabb volt a preoperativ értékhez képest, de kifejezett szignifikancia mar nem volt

megfigyelhetd (p=0,02). Az 5. posztoperativ napra visszatért a kiindulasi szintre és tanulmany

tovabbi kovetési idOtartama sordn (3 honap) mar nem valtozott szignifikansan. (lasd IV.

tablazat, 4. és 5. abra).

Napok  PAA érték
SPI alkalmazasa

PAA érték
SPI alkalmazasaval

P érték
PAA értékek 0sszehasonlitasa

nélkiil (= SD) (= SD)

IU/ml IU/ml
0 2,82 (£0,26) 2,77 (£ 0,26) 0,46
1 0,87 (£ 0,06) 0,42 (£0,47) 0,03
2 4,90 (= 0,60 0,18 (£0,21) < 0,001
3 3,62 (£ 0,56) 004 (= 0,03) <0,001
4 3,10 (£ 0,26) 0,03 (£ 0,04) < 0,001
5 2,99 (£ 0,25) 0,05 (£ 0,05) <0,001
7 2,89 (£ 0,24) 0,05 (£ 0,04) <0,001
11 2,86 (£0,21) 2,63 (£0,18) 0,009
15 2,86 (£0,21) 2,76 (£0,18) 0,06

19-91 2,93 (£ 0,20) 2,88 (+0,22) 0,06

IV. tablazat PAA valtozasa a kisérleti dallatok konnymintaiban inhibitor (SPI) posztoperativ

terapias alkalmazasaval és alkalmazasa nélkiil. Zarojelben a SD értékeket tiintettiik fel.
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Operalt szemek (inhibitor nélkiil)

Plazminogén aktivator (1U/ml)

0 T T T T T T T
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Id6 (nap)

4. abra PAA valtozasa nyul konnymintakban PRK utdn, a korai posztoperativ szakban, a
human kezelésnek megfelelo terapia alkalmazdsa mellett

Operalt szemek (inhibitor nélkil)
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5. abra PAA valtozasa nyul kénnymintakban, PRK utan hosszabb ideig vizsgalva, a human
kezelésnek megfelelo terapia alkalmazasa mellett
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Ezzel ellentétben a bal szemen a fotorefraktiv keratektomiat kovetden, a human
tanulmanyban alkalmazott terapiat szerin proteindz inhibitor, Gordox (Aprotinin 20.000
IU/ml, Richter Gedeon RT) alkalmazasaval egészitettiik ki, a cornedlis sebgyogyulas kezdeti
id6szakaban (7 nap). A kontroll vizsgalatok soran minden kisérleti allat esetében a 2.-3.

hénapban cornedlis stromahomadly (haze) volt diagnosztizalhato.

A konnymintak PAA atlagértékei ezeken a szemeken, az elsd hét folyaman 0,13 ( +
0,15) IU/ml-nek adddtak, mely kifejezetten szignifikdnsan alacsonyabb volt a preoperativ
PAA atlagértékhez képest (p< 0,001). A 11. posztoperativ napon mért PAA atlagérték
szignifikdnsan alacsonyabb volt a preoperativ PAA atlagértékhez képest, de kifejezett
szignifikancia mar nem volt kimutathaté (p=0,002). A konnymintdk PAA atlagértékei
fokozatosan tértek vissza a kiindulasi értékre és a 19. naptol aktivitasi szintjiik stabilizalodott
2,88 ( £ 0,22) IU/ml. Szignifikans kiilonbség a 19. posztoperativ nap utdn mar nem volt

detektalhat6 a preoperativ PAA atlagértékhez képest (p=0,18) (lasd IV.tablazat, 6. és 7. abra).

Operalt szemek (inhibitorral)

Plazminogén aktivator (IU/ml)

Id6é (nap)

6. abra PAA valtozasa nyul konnymintakban, PRK utan a korai posztoperativ szakban,
szerin proteindz inhibitor alkalmazasa mellett.
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Operalt szemek (inhibitorral)

Plazminogén activator (IU/ml)

Ee————————
1 ‘0 2

0 30 40 50 60 70 80 90 100

Id6 (napok)

7. abra PAA valtozasa nyul konnymintakban, PRK utdn szerin proteindz inhibitor
alkalmazasa mellett

Nem tudtunk szignifikans kiilonbséget kimutatni a konnymintak PAA 4tlagértékeiben a
szerin proteindz inhibitorral kezelt, illetve nem kezelt csoportok kézott sem preoperativen

(p=0,46) sem a 19. posztoperativ napot (p=0,06) kdvetden (1asd IV. tablazat).

A kontroll allatok konnymintaiban a PAA éatlagértéke, a 91 napos kdvetési periodus

alatt, mindvégig allandonak 3,1(% 0,13) IU/ml bizonyult (lasd 8. és 9. abra).
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Kontroll szemek

Plazminogén activator (IU/ml)

1d6 (nap)

8. Abra PAA valtozasa a kontroll nyulak konnymintdiban, a korai posztoperativ szakban

Kontroll szemek

a

I

N
I

Plazminogén activator (IU/ml)
Ay

-
I

0 T T T T T T T

0 10 20 30 40 50 60 70 80 90
Id6 (nap)

9. abra PAA vdltozasa a kontroll nyulak konnymintdiban

100
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6 MEGBESZELES

A fotorefraktiv excimer 1ézerkezelést kovetden vett konnymintdk vizsgélata soran, arra
a megallapitasra jutottunk, hogy a PAA jellegzetes, ¢és egymdstol szignifikansan kiilonb6zo

valtozast mutat a normal és a komplikalt cornedlis sebgyogyulasi folyamatokban.

Human tanulmanyunkban, a fotorefraktiv keratektomiat kovetd 3. posztoperativ napon a
konnymintdk PAA aktivitasaban kifejezett szignifikans kiilonbség volt detektalhaté a fent
emlitett két csoport kozott (lasd 2. abra). Normal sebgyogyulas esetén a konny PAA
atlagértéke szignifikdnsan alacsonyabbnak adododott kozvetleniil a fotorefraktiv kezelést
kovetden, a preoperativ illetve az 5. posztoperativ napokon mért értékekhez képest, mig a 3.
posztoperativ napon, szignifikdns emelkedés volt detektalhatd. Ezzel szemben cornealis
stromahomaly kialakuldsa esetén a konnymintak PAA atlagértékei a 1ézerkezelést kovetden és
a 3. posztoperativ napon szignifikdnsan nem kiillonboztek egymastol, szintjik azonban
szignifikansan alacsonyabbnak adodott a preoperativ és az 5. posztoperativ napokon mért

aktivator szintekhez képest (lasd 2. abra).

Tanulmanyunkban 77 esetet kdvettiink nyomon (71 normal, 6 komplikalt). A normal és
komplikalt csoportot a 3. posztoperativ napon, a konnyben mért PAA ¢érték alapjan
kiilonitettiik el egymastol anélkiil, hogy ekkor barmiféle ismerettel rendelkeztiink volna a
sebgyogyuléds kimenetelét illetden. Amennyiben a PAA szint ezen a napon < 0,1 IU/ml, az
esetet komplikaltnak konyveltiik el. Vizsgélataink soran 6 paciensiinknél talaltunk ilyen
alacsony aktivitasi szintet és ezekben az esetekben a késObbiek folyaman, posztoperativ 3. - 6.
honap, cornedlis stromahomdly (Hanna szerint, grade 1-2) kialakulasat diagnosztizaltuk.
Komplikalt 6 esetiink, tekintettel a 100%-os specificitasra elegendd ahhoz, hogy statisztikai
kovetkeztetéseket vonjunk le, de természetesen a komplikalt esetszam emelése a statisztikai

megalapozottsagot tovabb fokozna.*!
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A kontroll szemek konnymintdiban mért PAA értékek kozel dllandonak bizonyultak az
altalunk vizsgalt 5 napos kovetési idotartam alatt (Iasd 3. abra). Mindez arra utalhat, hogy a
fotorefraktiv keratektomiat kovetden csak minimalis kollaterdlis effektus 1ép fel a

fibrinolitikus aktivitas illetve a konnyszekrécio tekintetében az ellenoldalon.

A PAA preoperativ atlagértékei, az altalunk vizsgalt komplikalt csoportban valamint a
hozzajuk tartozé ellenoldali, még nem operalt szemek konnymintdiban szignifikdnsan
alacsonyabbnak bizonyultak a normal csoport ugyanezen értékeihez képest. Mindezek alapjan
feltételezhetd, hogy a mitét elott a konnyben mért alacsony PAA szint, mintegy

prediszpozicids faktornak tekinthetd a cornedlis stromahomaly kialakuldsaban.

Fenti megallapitasunkat az a tény is alatamasztani latszik, hogy azoknal a pacienseknél,
ahol mindkét szemen tortént PRK, csak azon a szemen alakult ki corneahomadly, ahol a

mitétet megeldzden a PAA szint alacsonyabb volt (n=3).

A miitét elott gyljtott konnymintak PAA szintjei a normal és komplikalt csoportban
azonban atfedik egymast (lasd 2. abra), ezért sajnos a preoperativ aktivator szintekbdl
onmagukban nem vonhatok le messzemend kovetkeztetések a fotorefraktiv excimer

1ézerkezelést kovetd sebgydgyulasi folyamatra vonatkoztatva.

Allatkisérletiinkben sikeriilt a human tanulmanyunk soran tett megfigyeléseinket
aldtdmasztanunk. A nyulak konnyében mért PAA értékek valtozasait a IV. tablazat mutatja
be. Szerin proteinaz inhibitor nélkiil kezelt csoportunk esetében, a fotorefraktiv keratektomiat
kovetden a konnyben mért PAA értékek szignifikans csokkenést, majd a 2. posztoperativ
napra szignifikans emelkedést mutattak a preoperativ értékekhez képest. A posztoperativ 3. és
4. napon szintjeik emelkedettek maradtak, majd az 5. napra visszatértek a kiindulési értékre.
A fent ismertetett plazminogén aktivator aktivitdsvaltozas, a human tanulmanyban ismertetett
normal csoport PAA valtozdsanak felelt meg. A szerin proteinaz inhibitorral kezelt csoport

szintén jellegzetes PAA valtozast mutatott (lasd 4. tabldzat), mely a human tanulmanyban
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komplikalt esetként ismertetett PAA valtozasnak volt megfeleld. A nyulak konnyében a PAA
szintet, az elsd hét folyaman alkalmazott szerin proteinaz inhibitor (aprotinin) segitségével
sikeriilt szupresszalnunk, ebben a csoportban. A fotorefraktiv keratektomidt kdvetd
elhizédoan alacsony PAA mind a human mind a nytlkisérlet soran korrelalt a cornealis

stromahomaly kialakuldsaval a késdbbiekben.

Cornealis sebgyogyulas soran a konny PA aktivitasdnak ¢és plazminszintjének
tanulmanyozéasara van Setten és munkacsoportja, anterior keratektomiat kovetden nyulakon (7
nyul, 11 szem) végzett hasonld vizsgalatokat. A plazminszint valamint a PAA meghatarozasa
tanulmanyukban kazeinolizis alkalmazasaval tortént, s mintavételkor a konnyszekrécids
sebesség rogzitésére is sor keriilt.”® A kutatocsoport altal ily modon detektalt enzimszintek
véaltozasai a beavatkozdst kovetden, megfeleltek az altalunk normal csoport esetében
meghatarozott PAA valtozasdnak. Az anterior keratektomiat kovetden 2,3-szeres
konnyszekrécio fokozodas volt detektalhato, ezért a miitétet kovetd PAA szint csokkenéséért
a szekréciot tettek feleléssé. A posztoperativ plazminogén aktivator aktivitas értéke azonban,
kb. a preoperativ szint hetedére csokkent, tehat a dilucidé 6nmagaban nem adhat kielégitd

magyarazatot az aktivitasban tapasztalt valtozasra.

Human beteganyagon végzett tanulmanyunk soran, a konnyszekréciod sebessége 5-15
ul/perc kozotti értéknek adodott, mintavételeink soran. Ez a vizsgalati eredmény azt tamasztja
ald, hogy a fotorefraktiv excimer lézerkezelés utan mért igen alacsony konny plazminogén

aktivator aktivitasért a szekrécios sebesség fokozddasa onmagaban nem tehetd felelOssé.

A fotorefraktiv keratektomidt kdvetden, egyes esetekben a cornedlis sebgydgyulas soran
megfigyelt komplikaciok (haze, myopids regresszid) pontos mechanizmusa a mai napig nem
ismert, de valdsziniisithetd az egyéni sajatossagok jelentés szerepe is a kialakulasukban.®
Vizsgalataink soran a 3. posztoperativ napon igen alacsony PAA volt detektalhat6 a konnyben

azon esetekben, ahol a sebgydgyulds késéi szakaszdban haze illetve myopias regressziod
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alakult ki.*> Eredményeink alapjan nem vonhatunk le végleges kovetkeztetést vajon az
alacsony PAA érték a konnyben kisérd jelensége-e a komplikaciok kialakulasanak vagy
konkrétan felel6ssé tehetd érte. Ismerve azonban a PA jelentds szerepét a sebgydgyulasi
folyamatban a fotorefraktiv excimer 1ézerkezelést kdvetéen elhuzoddan alacsony konny PAA

egy lehetséges oka a miitét utani komplikaciok kialakulasanak.

A cornedlis sebgyodgyulds soran a plazminogén aktivator-plazmin rendszer
jelentdségének ismerete a fotorefraktiv excimer lézerkezelést kovetden, 1) terdpids
lehetdségeket vet fel a cornealis homalyok kialakulasdnak megakadalyozasara, melyek

tanulméanyozasat a jovében kivanjuk elvégezni.
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7 AZ UJ EREDMENYEK ES AZOK LEHETSEGES GYAKORLATI

ALKALMAZASANAK OSSZEFOGLALASA

1.

Fotorefraktiv excimer lézerkezelést kovetden, human tanulmanyunkban sikeriilt a
konny urokinéz tipusti plazminogén aktivator szintjében jellegzetes valtozast igazolni.
Normal sebgyodgyulds esetén a konny PAA szignifikdnsan alacsonyabbnak adodott
kozvetleniil a miitétet kovetden a preoperativ, illetve az 5. posztoperativ napokon mért
értekekhez képest, mig a 3. posztoperativ napon szignifikdns emelkedés volt
detektalhato.

Cornedlis stromahomaly kialakuldsa esetén, szintén sikertiilt jellegzetes PAA valtozast
kimutatnunk a konnyben. Ezekben az esetekben a konny PAA kozvetleniil a
fotorefraktiv kezelést kovetden és a 3. posztoperativ napon szignifikdnsan nem
kiilonbozott egymastol, ellenben szignifikansan alacsonyabb értéket mutatott a

preoperativ és az 5. posztoperativ napokon mért aktivator szintekhez képest.

. Nyulkisérletiink sordan sikeriilt aldtamasztanunk, a humdn beteganyagon tett

megfigyeléseinket. A szerin proteinaz inhibitor nélkiil kezelt csoport esetében a konny
PAA valtozédsa, a human tanulmanyban ismertetett normal csoport PAA valtozasanak
felelt meg. Az inhibitorral (aprotinin) kezelt csoport, szintén jellegzetes PAA valtozast
mutatott, mely a human tanulmanyban komplikalt esetként ismertetett PAA
véltozasnak volt megfeleld. A re-epitelizacié folyaman szerin proteinaz inhibitorral
szupresszalva a konny PA szintjét, cornedlis stromahomaly kialakuldsat sikertilt
eléidézniink.

Szerin proteinaz inhibitor alkalmazasa révén, egy 0j allatmodell 1étrehozasaval tovabbi
lehetdséget nyitottunk a fotorefraktiv excimer lézerkezelést esetenként kovetd

cornedlis stromahomaly, gydgyszeres befolyasoldsanak kutatasara.
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5. Eredményeink alapjan egyértelmiien nem volt megallapithatd, vajon a kénny PRK
utani alacsony PAA szintje, a haze kialakulasdnak kisérd jelensége vagy feleldssé
tehetd érte. [smerve azonban a plazminogén aktivator plazmin rendszer sebgyogyulési
folyamatokban betoltott 1ényeges szerepét, a 3. posztoperativ napon torténd konny
PAA meghatarozasa joval a komplikéciok kialakulasa el6tt hivhatja fel figyelmiinket a
késobb kialakuld problémakra. Jovobeli lehetséges diagnosztikus alkalmazas, a
hidnyz6 enzim poétldsa pedig esetleg kivédheti a cornedlis stromahomalyok

kialakulasat.
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Abstract

Purpose. To determine whether inhibitor-induced low levels of plasminogen activator
activity (PAA) during corneal re-epithelialization after excimer laser photorefractive

keratectomy (PRK) correlates with the eventual occurrence of haze in rabbit eyes.

Methods. Tear samples were collected with glass capillaries from 16 eyes of 8§ New
Zealand rabbits, using i.m. injection of pilocarpine hydrochloride for stimulation. Tears were
collected before and after PRK surgery, and then daily for five days, and every fourth day
thereafter for three months. Both eyes underwent PRK treatment, but one eye of each rabbit
was treated with a serine protease inhibitor (SPI) over the first 7 days. PAA in the tear
samples was measured by a spectrophotometric method using human plasminogen and

chromogenic peptide substrate S-2251.

Results. For 8 eyes of 8 rabbits after PRK, the PAA values were significantly lower
(day 1) and higher (days 2 and 3) than the equilibrium PAA (p < 0.001). The corneas
remained clear in each of these eyes. For the 8 contralateral eyes after PRK, the PAA values
on days 1-7 were significantly lower than the equilibrium PAA (p < 0.001). All 8 of these
eyes developed corneal haze after two months. The difference between the equilibrium PAA

for the two groups of eyes after 19 days was not significant (p = 0.06).

Conclusion. Corneal wound healing abnormality (haze) develops in rabbit eyes after

PRK when PAA levels are reduced using SPI for a week following PRK.
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Purpose

The cornea is responsible for two thirds of the refracting power of the eye, making it a
candidate for surgical procedures aimed at refractive correction. The qualities of the wounds
made by the ArF excimer laser suggested the concept of using such a laser to directly
photoablate the cornea after removal of the epithelial layer'. The effect is to reprofile the
surface of the cornea, defining a new anterior radius of curvature, thereby altering the optical
power of the cornea. Marshall et al' termed this technique photorefractive keratectomy
(PRK). The procedure is a reasonably safe, effective and predictable technique for correcting
low to moderate myopia. Nevertheless, the most frequently reported complications include
glare, haloes, difficulty with night vision, decreased contrast sensitivity, transient increases in

intraocular pressure, mild subepithelial haze and myopic regressi0n2’3.

Numerous laboratory investigations, principally utilizing rabbit and monkey models,
have generally demonstrated rapid and stable re-epithelialization over the area of excimer
laser ablation. After injury, reformation of the basement membrane and anchoring fibril
network is necessary for tight adhesion of the epithelium to the stroma, and the healing
epithelium must synthesize and assemble these structures®”. After mechanical keratectomy
wounding, full re-assembly of the adhesion complex generally requires 1 to 2 months in
rabbits’. In both rabbit and monkey eyes the ablation zone is initially clear, but a diffuse
reticular haze, sometimes accompanied by a localized or diffusely dense scar, has been
commonly observed®®. Loss of transparency peaks at approximately 1 month and then slowly
diminishes over 6 or more months. Opacification may completely disappear, but some degree

of light scattering may persist throughout a follow-up period in most animal studies.

The human cornea exhibits less dense opacification than animal corneas, but has a
similar time course of onset and resolution. Most clinical series report maximal, although

generally mild, haze developing within 1 to 2 months after treatment, marked improvement in
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haze by 6 months, and even further improvement with little or no haze by 12 months”"'". I

n
addition to the results with animal studies, early experience suggested that haze in humans
was correlated with ablation depth'? and smaller ablation zones. In particular, there were
patient complaints about haloes and glare under dim illumination. Surprisingly, the human
cornea tolerates an increased ablation depth associated with a larger diameter ablation zone as
evidenced by an overall reduction in haze as well as less refractive regression and improved

predictability'*'*.

Additional risk factors for haze have been discussed®'>"". These include higher
levels of myopic correction, noncompliance with postoperative steroid medication, steroid-
induced intraocular pressure response and collagen vascular disease and other autoimmune

diseases.

Although the exact mechanisms underlying post-PRK complications are unknown, it is
generally suspected that individual variations in corneal wound healing play a significant role
in post-PRK refractive regression and haze formation'®. In a previous human study'’, low
plasminogen activator activity sustained over a period of three days, evidenced in tear fluid,
was an accompanying sign of the six PRK cases that developed haze. The normal
plasminogen activator activity pattern seen in seventy-one eyes included a higher than normal
plasminogen activator activity level on the third postoperative day and no subsequent haze. In
that study, it was not possible to distinguish whether the low plasminogen activator activity
was a primary phenomenon or was a result of some other primary event. However based on its
known importance in the wound healing process, the low plasminogen activator activity could

have been a possible cause of the defective corneal healing resulting in haze.

The aim of this study is to determine whether low levels of plasminogen activator
activity could induce haze formation after PRK surgery. This is accomplished by using a

serine protease inhibitor to artificially suppress plasminogen activator activity during the
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period of re-epithelialization after PRK surgery in rabbit eyes. Analysis of frequently sampled

tears provides a quantification of the plasminogen activator activity.

Methods

Sixteen eyes of eight normal healthy New Zealand rabbits (3.0-3.5kg) underwent PRK
surgery for spherical correction using the Schwind Keratom II ArF excimer laser (193nm),
performed by the same surgeon at Vital-Laser LLC, Department of Ophthalmology,
University Medical School of Debrecen. Animals were handled and treated in adherence to
the ARVO Statement for the Use of Animals in Ophthalmic and Vision Research. De-
epithelialization was performed with a blunt Keratome Blade knife after epithelial marking
with a 6.0-6.5 mm Hoffer trephine. The epithelium was scraped gently from periphery to

center. Residual epithelial debris was removed with a sterile microsponge.

Topical anesthetic (0.4% oxybuprocaine hydrochloride) eyedrops were administered
twice before the surgery. General anesthesia was accomplished by intravenous injection of
ketamine-xylazine (2.2: 1 ratio, 10mg/kg). The PRK surgeries were performed on the morning
of day 1. The postoperative treatment included antibiotic eyedrops, Ciloxan (Alcon), twelve
times (hourly) on day 1 and five times (every two hours) on five additional days
(postoperative days 2-5 and 7). Flucon (Alcon) and Tears Naturale (Alcon) were given 5
times daily (every two hours) during the first postoperative month, reduced to 4 times daily
(every three hours) for the second month and 3 times daily (every four hours) for the third
month. All rabbits received follow-up examinations at 1, 3 and 6 months following the PRK

procedure.

In addition, the left eye of each rabbit received 1 drop of 20,000 IU/ml serine protease
inhibitor (SPI), aprotinin (Gordox, Richter Gideon Rt., Budapest), twelve times (hourly) on
day 1 and five times (every two hours) on five additional days (postoperative days 2-5 and 7).
This was designated the “With-SPI” group. The right eyes were not treated with SPI and were
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designated the “No-SPI” group. After the seventh day, identical treatment was used on both

eyes. No other treatment was used during the six month follow-up period.

Tear samples for plasminogen activator activity analyses were obtained on the day
before the PRK surgery (day 0). Tear samples were collected within minutes after PRK (day
1), before treatment with any eyedrops. Daily on postoperative days 2-5, on postoperative day
7 and every fourth day thereafter for three months, tears were sampled in the morning prior to
the administration of any eyedrops on the given day.

Samples consisted of tears collected with glass capillaries®®*’

using i.m. injection of
pilocarpine hydrochloride (5 mg/kg) for stimulation. Tears were taken from the lower tear
meniscus and care was taken not to touch the conjunctiva. The same collection method was
used throughout the study. The duration of the sampling time was recorded and the secretion
rate was calculated in pl/min, dividing the obtained tear volume by the time of sample
collection. Samples used in this investigation had secretion rates of 15-50 pl/min. Samples

were centrifuged (1800 rpm) for 8-10 minutes right after sample collection and supernatants

were deep-frozen at -80 °C and were thawed only once for measurements.

Plasminogen activator activity was measured in the sample tears by a
spectrophotometric method using human plasminogen and a plasmin-specific chromogenic
peptide substrate, D-valyl-L-leucyl-L-lysine-p-nitroanilide (S-2251)*. This assay is sensitive
predominantly to urokinase-like plasminogen activator’’. Plasminogen and the S-2251 were
purchased from Chromogenix (Milan, Italy). Urokinase standard was purchased from Choay
(Paris, France). This assay is suitable to measure plasmin activity but can also be used for
determining plasminogen activator activity by adding plasminogen to the reagents.
Plasminogen activator activity was measured as described by Shimada and coworkers® with

the modifications of Tézsér and coworkers '*2%23,
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Determination of haze was made without any knowledge of the plasminogen activator

levels for any of the rabbits. The haze grading system of Hanna was adopted®*.

Standard statistical procedures were used to compare plasminogen activator activities
within and between different groups using t-tests for means with unequal variances and paired
t-tests to compare results on contralateral eyes. Differences having probability, p, less than

0.05 are considered significant, and p < 0.001 is considered highly significant.
Results

Figure 1 shows the time course of the plasminogen activator activity over the 91 days
after PRK for the No-SPI rabbit eyes. Table 1 gives mean values of the plasminogen activator
activity for the early measurement days and the average plasminogen activator activity for
days 19-91. In Table 1 and the Figures, “day 0” represents the day before PRK surgery, “day
17 is the day of the surgery, and the succeeding days follow. The mean plasminogen activator
activity value before surgery (day 0) was not significantly different (p = 0.16) than the 19-91
day equilibrium plasminogen activator activity level. The plasminogen activator activity
values were significantly (p < 0.001) lower (day 1) and higher (days 2 and 3) than the
equilibrium plasminogen activator activity level. The plasminogen activator activity on day 4
was significantly (p = 0.02) higher than the equilibrium level, but from day 5 and beyond,
there were no significant differences with the equilibrium value. The corneas remained clear

in these eyes over the six-month follow-up period.

Figure 2. shows 91 days of plasminogen activator activity for the contralateral With-SPI
eyes. Individual mean plasminogen activator activity levels for various measurement days are
given in Table 1. The SPI suppressed the plasminogen activator activity to a mean value
averaged over days 1-7 of 0.13 (0.15) IU/ml. The mean plasminogen activator activity prior to
surgery (day 0) was not significantly different (p = 0.18) than the equilibrium plasminogen

activator activity level of 2.88 (0.22) IU/ml, averaged over days 19-91. Plasminogen activator
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activity on days 1-7 were significantly (p < 0.001) lower than the equilibrium plasminogen
activator activity level. The mean plasminogen activator activity on day 11 remained
significantly lower (p = 0.002) than the equilibrium plasminogen activator activity level, but
from day 15 onwards, there were no significant differences with the equilibrium plasminogen

activator activity value. All 8 of these eyes developed corneal haze after two months.

The difference between the presurgical (day 0) mean plasminogen activator activity for
the two groups was not significant (p = 0.46) nor was the equilibrium (days 19-91) mean

plasminogen activator activity significantly different (p =0.06) for the two groups.

Discussion

Plasminogen activator is a normal component of tear fluid whose concentration is
influenced by biochemical transformations in the cornea. Normal values of plasminogen
activator activity in rabbit tears is seen in Figures 1 and 2 on day 0, prior to PRK and in the
later months following the surgery. The two groups, No-SPI and With-SPI, consist of
contralateral eyes and therefore the plasminogen activator activities before surgery (day 0)
and the equilibrium levels (days 19-91) are expected (and observed) to be not significantly

different.

The tear samples were collected from the rabbits in the early morning 8-15 hours after
the previous administration of any eyedrops from the previous day and prior to the instillation
of eyedrops on the given day. The measurements of plasminogen activator activity in the tear

samples demonstrate the effectiveness of the SPI in inhibiting plasminogen activator activity.

The influence of corneal wounding (PRK) is seen in Figure 1 for the No-SPI group of
rabbit eyes. First there is a drop in plasminogen activator activity after surgery (day 1). This is
followed by an overshoot to a level above the initial plasminogen activator activity on day 2
and lasting for a few days. Finally, there is a return to the initial plasminogen activator

activity level. This pattern of plasminogen activator activity seen in Figure 1 for the No-SPI
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group resembles the pattern seen for humans who experience normal wound healing without
the occurrence of haze'. In the case of humans, the plasminogen activator activity fell to a
level near zero after PRK, then rose above initial levels on postoperative day 3 and returned to
the initial level by postoperative day 5. The plasminogen activator activity pattern in Figure 1
is also consistent with that reported for rabbits with normal wound healing following anterior

keratectomy™.

In contrast, the plasminogen activator activity pattern found in Figure 2 for the With-
SPI group was engineered to resemble the pattern found in humans who presented abnormal
wound healing and experienced haze'. In the human abnormal healing case, the plasminogen
activator activity fell to near zero after PRK and remained low through the third postoperative
day. By the fifth postoperative day, the plasminogen activator activity was below but
returning to the initial level. Here, the plasminogen activator activity level was deliberately
suppressed using SPI in the With-SPI group of rabbit eyes over a period of seven days, as

shown in Figure 2.

Naturally occurring low levels of plasminogen activator activity for several days after
PRK in human tears correlated with the development of corneal wound healing abnormality
(haze)”. The inhibitor-induced low levels of plasminogen activator activity for a week

following PRK in rabbit tears also correlate with the development of corneal haze.
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Figure Legends

Figure 1. Plasminogen activator activities in rabbit tears following PRK, for the No-SPI group

that was not treated with SPI.

Figure 2. Plasminogen activator activities in rabbit tears, for the With-SPI group that was

treated with SPI for seven days following PRK.
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Figure 1. Plasminogen activator activities in rabbit tears following PRK, for the No-SPI group

that was not treated with SPI.
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Figure 2. Plasminogen activator activities in rabbit tears, for the With-SPI group that was

treated with SPI for seven days following PRK.
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11.1.2 Plasminogen Activator for Promoting Wound Healing After Laser Vision Correction
Surgery

David M. Silver PhD', Adrienne Csutak MD?, Jozsef T6zsér PhD?, Andras Berta MD,

PhD, DSc’
'The Johns Hopkins University, Applied Physics Laboratory, Laurel, Maryland, USA
*Department of Ophthalmology, *Department of Biochemistry and Molecular Biology,

University Medical School of Debrecen, Debrecen, Hungary

Summary

Laser refractive surgery is performed in increasing numbers on completely healthy
eyes where adverse surgical effects are less acceptable than for diseased eye treatments.
Complications due to abnormal wound healing include central vision haze. Urokinase-type
plasminogen activator (uPA) plays a critical role in the biochemical wound healing cascade
and is present in normal corneal cells and tear film. In humans and rabbits, prolonged
depletion of uPA in the few days following laser surgery correlates with later occurrence of
haze. Providing uPA in the form of eyedrops is a novel suggestion as a therapeutic remedy to

prevent or reduce haze formation.
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Laser refractive surgery is performed on the cornea of the eye using an excimer laser to
correct myopia and other refractive errors. With photorefractive keratectomy (PRK), the
corneal epithelium is removed and the excimer laser is applied to the Bowman layer and the
anterior stroma. An ablation depth of approximately 10 microns corrects 1 Diopter of myopia.
The resultant reshaping of the cornea alters its optical power. Re-epithelialization of the
cornea occurs usually within two to three days postoperatively. Alternatively, laser in situ
keratomileusis (LASIK), uses a suction ring and a microkeratome to create a thin flap from
the central corneal surface. The underlying stromal bed is treated with the excimer laser and
the flap is repositioned. In the majority of PRK and LASIK cases, the refractive outcome is
within £0.5 Diopter of that intended. Post-surgical complications include excessive myopic
regression and disturbances in corneal transparency (haze, cloudiness, scarring) due to
irregularities in the wound healing process. Flap-related complications can also occur with
LASIK. Efficacy outcomes in the long term are generally similar between the two

procedures.'

We emphasize that laser refractive surgery is elective and resembles cosmetic surgery
since it is performed on completely healthy eyes. Complications in healthy eyes are even less
acceptable than in diseased eyes. The number of laser vision correction surgeries continues to
increase exponentially. We expect that most medical practitioners will have patients who have

had laser refractive surgery.

Subepithelial haze or cloudiness following laser refractive surgery occurs as a result of
the disrupted structure of the anterior stromal lamellae. When haze occurs, it is observed after
a few weeks to a few months postoperatively. Its duration can be from weeks to months, with
some occurrences lasting over a year. Its severity can be mild to strong. There is a wide
variability in the reported prevalence of haze. In a recent study,” we found an 8% occurrence

of mild haze following PRK. A literature review indicated an 8.7% occurrence of haze of
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various degrees of severity with LASIK.? Diagnostic test to determine when haze will occur
and a therapeutic remedy to prevent or ameliorate its occurrence would be desirable.
Reduction of haze formation, even though it occurs in only a fraction of the surgical cases,

would nevertheless be significant.

Tear fluid is an easily accessible medium for studying corneal wound healing.
Urokinase-type plasminogen activator (uPA) is a serine protease found as a normal
component of tear fluid,* whose origin is conjunctival and corneal epithelial cells. uPA is
important in the biochemical cascades leading to both tissue destruction and repair, being
responsible for the activation, through proteolytic cleavage, of plasminogen to plasmin. Once
formed, plasmin among other substances degrades fibronectin and laminin in the extracellular
matrix, facilitating cell sliding and healing. Plasmin also activates latent procollagenase to
collagenase resulting in collagen molecule degradation, and participates in feedback to
fibroblast cells inducing them to secrete more uPA. Normal corneas contain cells with uPA,
and epithelium, keratocytes and polymorphonuclear neutrophils of ulcerating corneas are

capable of releasing uPA.

In our attempts to understand the wound healing process, we measured the levels of
uPA activity (uPAA) in tear fluid during corneal re-epithelialization after excimer laser PRK.?
Tear samples were collected with glass capillaries from 77 eyes of 42 human patients before
and during the 5-day period after PRK. In twenty patients, the contralateral eye was similarly
sampled as control. In another study,” we collected tear samples with glass capillaries from 16
eyes of 8 New Zealand rabbits, using i.m. injection of pilocarpine hydrochloride for
stimulation. Tears were collected immediately before, after, five more days in the first week,
and every fourth day thereafter for three months after PRK surgery. Both eyes underwent
PRK treatment, but one eye of each rabbit was treated with a serine protease inhibitor (SPI) to

suppress uPA over the first 7 days. uPAA in both the human and rabbit tear samples was
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measured by a spectrophotometric method using human plasminogen and chromogenic

peptide substrate S-2251.

In both humans and rabbits (Figures 1-2), tear uPAA was lower immediately after PRK
compared to preoperative values. For 71 human eyes and 8 rabbit eyes with normal wound
healing (clear corneas), uPAA was significantly elevated above the preoperative level on the
third (human) or second (rabbit) postoperative day and then returned to the preoperative level
by the fifth (human) or fourth (rabbit) postoperative day. In contrast, tear uPAA remained low
through the third postoperative day in the six human eyes that eventually developed haze after
three to six months. For the eight contralateral rabbit eyes where uPA was suppressed with

SPI, corneal haze developed after two to three months.

In our human and rabbit studies, low levels of uPAA, extending a few days beyond the
surgery, correlate with the later development of corneal healing abnormality (haze). This
suggests that providing replacement values (eyedrops) of uPA might serve as a therapeutic
measure for reducing or preventing the occurrence of haze. Since haze formation cannot be
predicted prior to surgery and since the uPA is expected to have a benign effect on healthy
corneas, patients might be treated on a prophylactic basis. There is no current alternative
preventative. Conventional wisdom considers protease inhibitors as wound healing
substances. The use of a protease, uPA, as the beneficiary player is a novel concept needing

further experimentation and clinical verification.
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Figure captions

Figure 1. Observed uPAA in human tears following PRK: 71 eyes had normal uPAA pattern

and had no haze; 6 eyes had low uPAA levels through the third day after PRK and had haze.

Figure 2. Observed uPAA in rabbit tears following PRK: 8 eyes had normal uPAA pattern and

had no haze; 8 eyes had suppressed uPAA levels caused by treatment with SPI for seven days

and had haze.
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Figure 1. Observed uPAA in human tears following PRK: 71 eyes had normal uPAA pattern

and had no haze; 6 eyes had low uPAA levels through the third day after PRK and had haze.
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Figure 2. Observed uPAA in rabbit tears following PRK: 8 eyes had normal uPAA pattern and
had no haze; 8 eyes had suppressed uPAA levels caused by treatment with SPI for seven days

and had haze.



Table 1. Mean values (SD) and comparison of plasminogen activator activity in rabbit tears

after PRK for the No-SPI and With-SPI groups (significant difference when p <0.05).

Day PAA: No-SPI PAA: With-SPI PAA Comparison
No-SPI vs With-SPI
1U/ml 1U/ml p
0 2.82(0.26) 2.77 (0.26) 0.46
1 0.87 (0.06) 0.42 (0.47) 0.03
2 4.90 (0.60 0.18 (0.21) <0.001
3 3.62 (0.56) 0.04 (0.03) <0.001
4 3.10 (0.26) 0.03 (0.04) <0.001
5 2.99 (0.25) 0.05 (0.05) <0.001
7 2.89(0.24) 0.05 (0.04) <0.001
11 2.86 (0.21) 2.63 (0.18) 0.009
15 2.86 (0.21) 2.76 (0.18) 0.06
19-91 2.93(0.20) 2.88(0.22) 0.06




