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ROVIDITESEK

BCA: biciklonsav

CD: cluster of differentiation

CFD: komplement faktor D

CHI3L1: kitinaz-3-szer(i protein 1

CRP: C-reaktiv protein

KCS: keratoconjunctivitis sicca

IFN-y: interferon-gamma

IL: interleukin

IP-10: interferon gamma-indukalt protein-10
MCP: monocita kemoattraktans protein
MIG: interferon-gamma indukalt monokin
MMP: matrix metalloproteinaz

RNA: ribonukleinsav

RNP: ribonukleoprotein

slgA: szekretorikus immunoglobulin A

SSc: szisztémas sclerosis

TGF-B: transzformald novekedési faktor-béta
TNF-a: tumor nekrozis faktor-alfa

VDBP: vitamin D ko6t6 protein

VEGF: vaszkularis endothelialis novekedési faktor



1 BEVEZETES, IRODALMI ATTEKINTES

1.1 A szisztémas sclerosis

A szisztémas sclerosis (SSc) kronikus autoimmun kotdszoveti betegség, amely a bor,
a periférids- és a visceralis erek, valamint szdmos belsd szerv fibrozisaval és
4. ¢letévtized utan. Ritka betegségnek szamit mivel a prevalenciaja 4-126/1 000 000,
az incidenciaja pedig 1.2-19.1/1 000 000/év. Az SSc egyike az életet veszélyeztetd
Immun-medialt reumatologiai korképeknek. A bor megvastagodasan ¢és az
ujjperceken kialakulo fekélyeken kiviil a belsé szervek progressziv karosodasa,
valamint a polyarthritis felelds a magas morbiditdsi és mortalitdsi aranyokért.

Legsulyosabbak a tiid6-, a sziv- €s a vese ¢rintettséggel jaré formak.

1.1.1 Az SSc szemészeti szovodményei

Kevés tanulmany foglalkozik az SSc szemészeti szovodményeivel, ezek is inkabb
eset riportok. Minddssze két atfogd tanulmany talalhaté az irodalomban, de a korkép
ritka mivoltabol adodoan ezek is alacsony betegszamuak. A szemészeti tiinetek a
betegség barmely szakaszaban jelentkezhetnek és a szem szamos szovetét érinthetik.
A lagyrész-fibrozis és gyulladas klinikailag a szemhéjak borének fesziilése és
teleangiectasiaja formajaban jelenik meg. A leggyakrabban megfigyelt szemészeti
elvaltozasok a periorbitalis oedema, az ectropium, és a ciliaris madarosis. SSc-ben
szenvedd betegekkel kapcsolatos vizsgalataink soran legtobbszor a szaraz szem,

keratoconjunctivitis sicca (KCS) okozta panaszokkal talalkoztunk.



A KCS az életmindséget jelentosen befolyasolo tényezo, amely vagy a praecornealis
konnyfilm csokkent termelddése, vagy fokozott parolgasa kovetkeztében alakul ki.
SSc esetében eldbbi jelenség a konnymirigy fibrdzis-okozta kdrosoddsaval, utdbbi a
szemhéjak korlatozott mozgasdbol adodo gyengiilt pislogassal hozhatd
Osszefiiggésbe. Molekularis szinten a konnyben 1évé gyulladasos citokinek

szintjének emelkedése jellemzi a KCS-t.

Azért, hogy az SSc-ben eléforduld szemtiineteket jobban megérthessiik, roviden
bemutatom a korkép pathomechanizmusanak harom alappillérét, amelyek a kiterjedt
kisér-vaszkulopatia, az autoantitest termelddéssel jaré immunregulacios zavar €s a

progressziv fibrdzis.

1.1.2 Az SSc pathomechanizmusa

SSc-ben az elséként megjelend koros elvaltozas a kapillarisok endothelialis sériilése,
amelynek hatterében ischaemias-reperfiziés folyamatok karosodasa zajlik. A
mikrovaszkulatura strukturalis eltéréseit a kompenzatérikus angiogenezis, illetve
vaszkulogenezis nem tudja helyredllitani, mivel ezek a folyamatok
kapillarmikroszkopos vizsgalattal igazoltan zavart szenvednek SSc-ben. A
kapillarisok érlumen sziikiilete és fibrotikus atalakuldsa szisztémas és progressziv

folyamat.

Mind a cellularis, mind a humordlis immunitds szerepet jatszik az SSc
pathomechanizmusaban. A kezdeti szakaszban foként CD4+ T-sejtek, illetve
makrofagok koros aktivacioja és szoveti infiltracidja figyelhetd meg. Ezek a sejtek
limfokineket és novekedési faktorokat termelnek, amelyek fibrotikus folyamatokat

inditanak be.



Ezen kiviil a koros B-sejt aktivacid kovetkeztében szdmos autoantitest emelkedett
szintjét kimutattadk SSc-ben szenvedd betegek szérumaban, amelyek kozil a
legjelentsebbek az antinuklearis antitest, az Scl-70/DNS topoizomeraz ellenes
antitest, az anti-U3-ribonukleoprotein/fibrillarin, az anti Th/To és az anti-RNS-
polimeraz I-1l. A B-sejtek az autoantitesteken kiviil az IL-6 termeléssel a fibrotikus

folyamatokhoz is kapcsolodnak.

A fibroblasztok tulzott termelddése és az extracellularis matrix fehérjék — példaul az
I-es tipusu kollagén — lerakodasa vezet fibrozishoz és végsd soron az adott szerv
szerkezetének karosodasahoz. A trombocitak, az endothelidlis és epithelialis sejtek
altal termelt medidtorok hatasara kialakult mikrokdrnyezet a fibroblasztok kollagén

termelésén kiviil novekedési faktorok és citokinek szekréciojat is elosegitik.

1.1.2.1 A vaszkularis endothelialis novekedési faktor szerepe SSc-ben

A vaszkularis endothelialis novekedési faktor (VEGF) az egyik legfontosabb pro-
angiogenetikus faktorként jelentds szereppel bir az érajdonképzésben, az
angiogenezis kiilonb6z6 1épéseiben — Ggymint a vazodilatacio, az endothelium
permeabilitds fokozasa, a perivaszkularis matrix Ujraépitése és az endothelsejtek
szemészeti betegségekben is jol ismert. Osszefiiggésbe hoztdk a retina szamos
megbetegedésével, tobbek kozott az iddskori maculadegeneratioval, a diabeteses
retinopathiaval, a retinopathia prematurorummal, a sarldsejtes retinopathiaval, és a
szemfenéki €érelzarodasokkal. Kozvetetten befolydsolja a masodlagos glaucoma és

az oroklddo retina disztrofiak kialakulasat is.



Bar SSc-ben hianyzik a kronikus szoveti ischaemiara adott megfeleld angiogenetikus
valasz, amely a kapillarisok elvesztését eredményezi a VEGF expresszio szintje
paradox modon magasabbnak bizonyult szérumvizsgalatok soran. Distler és mtsai
jelentdsen emelkedett VEGF értékeket mértek SSc-ben szenvedd betegek
szérumaban egészséges egyének szérummintdiban mért szintekhez viszonyitva,
tovabba szignifikéans kiilonbséget talaltak a VEGF mennyiségi meghatarozasa soran
a betegség alcsoportjatol ¢s az anti-Scl-70 antigén meglététol fiiggden. Késobbi
tanulmanyok megerésitették, hogy a VEGF-termelédés fokozott az SSc-ben

szenvedo betegek dermisének és epidermisének kiilonbozo sejttipusaiban.

1.1.2.2 Gyulladasos citokinek és kemokinek SSc-ben

Az SSc-ben szenved6 betegek keringésében emelkedett a monocitak, a makrofagok
és a T-sejtek szama. Az altaluk termelt szolubilis mediatorok, tobbek kozott a
citokinek eldsegithetik az endothelkarosodas és fibrozis kialakulasat. A makrofagok
altal termelt citokinek — interleukin (IL)-1, tumor nekrézis faktor-alpha (TNF-a),
interferon-gamma (IFN-y), IL-6, transzformalé novekedési faktor-beta (TGF-p),
vérlemezke eredetli novekedési faktor — a gyulladas és a szoveti fibrozis
szabalyozasaban vesznek részt. A kiilonb6zé kemokinek koziill a monocita
kemoattraktans protein (MCP)-1 bir kulcsfontossagi szereppel a szdveti fibrozis
kialakulasaban SSc esetében. A T-sejtek szintén fontos molekularis szerepldi a
betegség pathomechanizmusaban a makrofagok aktivalasa, valamint a gyulladasos-
¢s pro-fibrogenetikus citokinek direkt felszabaditasa révén. Ennek megfeleléen az
infiltralo leukocitak altal szekretalt citokinek valosziniileg részt vesznek az SSc soran

kialakul6 szoveti fibrozisban, mivel stimulaljak a fibroblasztok kollagén termelését.



1.1.3 Terépia

Bar immunszuppressziv és szovodmény-specifikus kezeléseket altalanosan
alkalmaznak SSc-ben standardizalt moédszer nem 1étezik a kezelésben. Szenzitivebb
¢és specifikusabb biomarkerek segithetnének az optimalis terapids megkozelitések

kivalasztasaban.

Az SSc-ben szenved6 betegek szemészeti elvaltozasait gyakran alabecsiilik és nem
vagy nem helyesen kezelik. FErdeklédésiink egyrészt azért iranyult a
konnyvizsgalatokra, hogy jobban megérthessiik a szemészeti eltéréseket ebben a
koérképben, masrészt azért, hogy a fontos biomarkereket egy szérumtol eltérd

testfolyadékban monitorozhassuk.

1.2 Konnyvizsgalat

A konnyben 1évé fehérjék mennyiségi meghatarozasa novekvd érdeklodére tart
szamot a Szemészetben, de gyakran technikai akadalyba iitkozik egyrészt a kis
elérhetd konnymennyiség, masrészt a konny Osszetételének komplexitasa miatt.
Konnybdl végzett vizsgalatok sordn a {6 kihivast a konnymintavétel jelenti, hiszen
jelentdsen befolyasolja az analitikai eredmények precizitasat és reprodukalhatosagat.
A konnymintavétel alapvetéen két modon torténhet. A direkt modszer soran
kapillariscs6be torténik a mintavétel, amelyhez sok esetben elézetes stimulaciora
vagy kiilonb6z6 mennyiségli séoldat szemrésbe juttatdsara lehet sziikség a konny

felhigitasdhoz €s ezaltal a szemfelszinen 1évd konny térfogatdnak noveléséhez.



Az indirekt modszerek esetén a konnyminta gylijtése adszorbens eszkozok
segitségével — pl. Schirmer tesztcsik, szlirbpapir lemez, poliészter rud vagy celluloz
szivacs — torténik.

Ezek koziil a legéltalanosabban hasznalt konnymintavételi eszkoz a kapillariscso,
mivel ennek van a legkisebb irrital6 hatasa, tovabba gyogyszerszint monitorozassal
kapcsolatos vizsgalatokban is ez a modszer bizonyult a legpontosabbnak a vérben
1évé gyogyszer koncentracid konnybdl torténd meghatdrozdsiban. Legfobb
hatranya, hogy kisebb mennyiségii konny gytjthetd (2-3 ul) a tobbi mintavételi
technikdval Osszehasonlitva. A Schirmer tesztcsikot széleskoriien alkalmazzak,
mivel nagyobb mennyiségli konny nyerhetd segitségével, viszont irritalja a

szemfelszint, igy noveli a reflexes konnyezést, ezéltal a meghatarozni kivant

crr



2 CELKITUZESEK

Vizsgalataink sordn a kovetkezd célokat tliztiik ki:

1. A megfeleld konnymintavételi modszer kivalasztdsa VEGF és citokinek

vizsgalatara SSc-ben szenvedo6 betegeknél.

2. SSc-s betegek konnymintaiban a VEGF kimutatasa.

3. SSc-s beteges konnymintdiban a VEGF koncentracid meghatdrozéasa ¢és

osszehasonlitdsa az egeszséges kontrollok konnymintdinak VEGF

crer

4. Az immunpathogenezisben ¢és a gyulladasos folyamatokban szerepld
citokinek minél szélesebb skalajanak meghatarozasa SSc-ben szenvedo

betegek konnymintaiban.

5. A beteg és kontroll kénnymintak citokin eredményeinek Osszehasonlitasa,
majd a szignifikdns kiilonbséget mutatd molekuldk kivalasztisa tovabbi

vizsgélatokra.

sy

specificitasi modszerrel torténé kimutatasa mind a betegek mind az

egészségesek konnymintaiban.



3 BETEGEK ES MODSZEREK

3.1 Betegek ¢s egészséges kontrollok

Az elsé tanulmanyunkba 43 SSc-ben szenvedd beteget (40 nd és 3 férfi) és
27 egészséges kontrollt, a masodikba pedig 9 beteget (9 nd) és 12 kontrollt vontunk
be. A betegek atlagéletkora 61.85 (48-74) év volt. Az SSc diagnozis felallitasa
nemzetkozi kritériumrendszer alapjan tortént. A DE AOK Reumatologiai Tanszék
jarobeteg szakrendelésen megjelent és osztalyon bent fekvé SSc-ben szenvedd
betegeket valogattunk be vizsgalatainkba. Egyik beteg sem szenvedett masodlagos
Sjogren-szindromaban. Az egészséges kontroll csoportot korban ¢és nemben
megegyezd egyének alkottak, akiknek koreldzményiikben sem autoimmun betegség,
sem szemészeti megbetegedés nem szerepelt. A betegek nem részesiiltek
immunszupressziv terapidban a mintavétel idején.

frasos beleegyezé nyilatkozat kitoltése utan keriilt sor a mintavételre a Helsinki

Deklaracio szerint.

3.2 Konnymintavétel

Uveg kapillariscsé segitségével (Haematokritkapillare, 75uL, L 75 mm, Hischmann
Laborgerate, Germany) stimuldlas nélkiili konnymintat gy(jtottiink az also
konnymeniscus temporalis 1ész€r6l, amennyire csak Ilehetséges keriilve a
szemfelszin €s a szemh¢; irritalasat.

Els6é tanulmanyunk sordn a konnymintakat 11 és 16 ora kozott gytijtotte ugyanaz a

vizsgald. A konnyszekrécios sebességet a konnymennyiség és a konnymintavételi
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id6 héanyadosabol kaptuk meg. A konnymennyiség a kapillariscsében 1évo
folyadékoszlop hosszabol és a csé ismert atmérdjébol volt kiszamithato.
A konnymintavételi 1d6t stopperoraval mértiik.

A masodik tanulmany soran 9 és 11 6ra kézott tortént a konnymintavétel.

A konnymintakat alacsony kotdkapacitasu Eppendorf csdvekbe juttattuk egy iires
injekcios tli €s egy steril szérum 1-es tl segitségével, ezutan szarazjégen szallitottuk
a laboratoriumba, ahol -80 "C-on taroltuk feldolgozasig. Minden esetben mindkét
szembdl gyijtottiink konnymintat, amelyeket az alacsony kdonnymennyiség miatt

0sszevegyitettlink.

3.3 Osszfehérje és VEGF tartalom meghatirozdsa SSc-ben szenvedé betegek

konnymintaiban

Ahhoz, hogy a VEGF-et értékelni tudjuk elséként a konnymintak Osszfehérje
tartalmat hataroztuk meg a biuret modszeren alapulé BCA protein assay kit (Pierce
Biotechnology, Rockford, USA) alkalmazasaval, a kis konnyminta térfogat miatt
384 lyukti mikrolemezre adaptalva. Ez egy két-komponensii, nagy precizitasu,
detergens kompatibilis modszer. A fehérje koncentracié meghatarozasanak alapja,
hogy cisztein, cisztin, triptofan, tirozin és a peptid kotések alkalikus kozegben a Cu?
ionokat Cu'*-ra redukaljak. Az oldat fényelnyelése a Cul* koncentracio fiiggvénye,

amelyet A=562nm-en, kalibracios oldatsorral parhuzamosan mértiink.

A VEGF konnymintabol torténdé meghatarozasara human VEGF kitet hasznaltunk a
gyarté utasitasai szerint (Quantikine, R&D Systems, Minneapolis, MN USA), amely

kvantitativ szendvics immunoassay technikan alapul.
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3.4 Konnyben 1év0 citokinek membranon és mikro-gyongyokon rogzitett antitestek
alkalmazasaval tortén0 meghatarozasa (membran array és multiplex bead) SSc-

ben szenvedd betegeknél

A sejtek, sejttdrmelék €s a szennyez6 anyagok eltavolitasa céljabol a konnymintékat
10 percig, percenként 1500 fordulatszamon, 4 °C-on centrifugaltuk felhasznalas
elott.

A kontrollok ¢s a betegek konnymintdin citokin profilozast végeztiink. Egyidejlileg
102 citokin relativ szintjét hataroztuk meg a Proteome Profiler Human XL Cytokine
Array Kit (R&D Systems) segitségével 50 ul mintamennyiségbdl a gyarto utasitasai
szerint. A membranon megjelend jelek pixel denzitasanak meghatarozasa Image J

szoftverrel tortént.

Tovabbi analizisre a citokin array eredmények alapjan azokat a molekuldkat
valogattuk ki, amelyek a legjelentdsebb eltérést mutattak az egészsegesek €s az
SSc-ben szenvedd betegek konnymintaiban. igy az MCP-1, a komplement faktor D
(CFD), az interferon gamma-indukalt protein-10 (IP-10) és a C-reaktiv protein
(CRP) szintjét mértiik a higitott konnymintakban (CFD, MCP-1 és CRP 1:10; IP-10
1:40) a Human Luminex Performance Assays (R&D Systems) kittel, a gyartod

utasitasa szerint, Bio-Plex 200 mérémiiszerrel (Bio-Rad).

3.5 Statisztikai analizis

A statisztikai analizishez a Prism 5 statisztikai szoftvert (GraphPad Software Inc.)
hasznaltuk. Az értékek Osszehasonlitasait Mann-Whitney U-teszttel végeztiik.
A 0.005-n¢él alacsonyabb p értékeket tekintettiik statisztikailag szignifikansnak.
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A citokin array eredményei 4 kontroll és 4 SSc-s beteg mintaibdl szarmaznak. A
denzitometria integralt denzitas értékeit a hattér értékekkel korrigaltuk, majd a

pozitiv kontroll jelekhez ¢s a mintak 6sszfehérje tartalmahoz normalizaltuk.
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4 EREDMENYEK

4.1 VEGF mennyiségi meghatarozasa SSc-ben szenvedd betegek konnymintaiban

Az éatlagos konnyszekrécids sebesség 4.53 ul/perc, median érték 3.8 ul/min
(1.5-25.6) volt.

A konnymintavétel idétartama 20 és 313 madsodperc kozott valtozott, amig a

vizsgalathoz minimalisan sziikséges mintamennyiséget elértiik.

A konnyminta mennyisége betegek esetén atlagosan 10.4 pl (1.6-31.2)-nek,
egészséges kontrollok esetén pedig 15.63 pl (3.68-34.5)—nek addodott.

Az SSc-ben szenvedd betegek konnymintaiban az atlagos Osszfehérje szint
6.9 pg/ul (1.8-12.3), az atlagos VEGF mennyiség pedig 4.9 pg/ul (3.5-8.1) volt

stimulalas nélkiili konnyszekrécio esetén.

Az egészséges kontrollok kdnnymintai atlagosan 4.132 pg/ul (0.1-14.1) fehérjét és
6.15 pg/ul (3.84-12.3) VEGF-et tartalmaztak.
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4.2 Konnyben 1évé citokinek membran array és multiplex bead analizise SSc-ben

4.2.1 Eredmények a citokin array vizsgalatok soran

Stimulalas nélkiili konnymintdk citokin profilozasat végeztik egy 102 citokin

detektalasara képes citokin array segitségével a kontrollok és az SSc-ben szenvedd

betegek esetén. Az array vizsgalattal a gyulladasos mediatorok iranyaba eltolt képet

kaptunk. A 102 vizsgalt molekula koziil a kdvetkezd 9 szintje volt szignifikdnsan

emelkedett a betegek konnymintaiban a kontrollokhoz képest: CFD, kitinaz-3-szerti

protein 1 (CHI3L1), CRP, epidermalis novekedési faktor (EGF), IP-10, MCP-1,

IFN-y altal indukalt monokin (MIG), matrix metallopeptidaz 9 (MMP-9),
vitamin D-kot6 fehérje (VDBP).
Citokin vagy Normalizalt denzitas — | Normalizalt denzitas | A kiilonbség
kemokin neve SSc-ben szenvedd — egészséges szignifikancidaja
betegek kontrollok (p)
CFD 50.35 (23.17-53.76) 22.33 (18.39-24.75) | 0.002072
CHI3L1 94.41 (31.9-95.98) 31.06 (20.37-45.85) | 0.000000
CRP 25.98 (15.28-53.16) 4.55 (4.35-4.66) 0.018250
EGF 53.42 (34.86-70.23) 34.04 (20.42-47.61) |0.032818
IP-10 123.42 (93.81-152.35) 21.99 (12.12-29.01) | 0.000000
MCP-1 19.93 (5.38-42.44) 1.72 (1.44-2.27) 0.044726
MIG 22.85 (5.6-64.14) 3.58 (3.29-3.88) 0.033787
MMP-9 49.10 (4.24-129.04) 12.74 (10.29-17.56) | 0.000068
VDBP 31.35(11.87-64.68) 10.18 (8.3-13.84) 0.019733

1. Tablazat. Citokin és kemokin normalizalt denzitas értékek SSc-ben
szenvedo betegek és egészséges kontrollok konnymintaiban
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Az integralt denzitds értékek pozitiv kontroll jelekre és Osszproteinre voltak
normalizalva. Az atlagos Osszfehérje érték 40.9239 pug/ml volt SSc-ben szenvedo
betegek konnymintaiban és 42.536 ug/ml az egészségesek konnymintaiban, a

kiilonbség ebben a tanulmanyban nem volt szignifikans (p=0.863604).

4.2.2 A multiplex citokin bead assay eredményei

A magasabb szenzitivitasi €s specificitasi Luminex bead assay-vel a 4 altalunk
kivalasztott molekula szintjét hataroztuk meg 9 SSc-ben szenvedd beteg és
12 egészséges kontroll kdnnymintaiban.

A mérések soran a kovetkez6 eredményeket kaptuk:

Atlagosan a CRP koncentraci6 103.44 (3.57-359.02) pg/mg protein volt az SSc-ben
szenvedd betegek konnymintaiban és 7.41 (0.87-18.03) pg/mg protein az
egészségesekében. Az atlagos IP-10 mennyiség 564.78 (252.62-1107.2) pg/mg
proteinnek adodott a betegek esetén és 196.118 (101.66-514.37) pg/mg proteinnek
az egészségesek esetén. Atlagosan 2626.83 (457.84-5619.4) ng/mg protein MCP-1-
et mértlink a betegek kdnnymintaiban, mig 661.27 (397.87-1171.4) pug/mg proteint
a kontrollokéban. Az atlagos CFD szint 15.27 (5.00-35.28) ug/mg proteinnek
adodott SSc-ben és 23.31 (5.18-106.63) upg/mg proteinnek a kontroll
konnymintakban.

A CFD kivételével (p=0.34224) minden eredmény szignifikdnsnak mutatkozott.
A szignifikancia CRP esetén p=0.0138773, IP-10 esetén p=0.00115, MCP-1 esetén
p=0.1187 volt. Mind a citokin array, mind a multiplex bead assay eredmények
alapjan az IP-10 mennyiségében mutatkozott a legjelentdsebb kiilonbség a két

vizsgalati csoport kozott.
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5 MEGBESZELES

Bar jol ismert, hogy szisztémas autoimmun korképekben gyakoriak a szemészeti
szovodmények, konnyvizsgalatot mégsem végeznek rutinszerlien ilyen
megbetegedésekben. A citokinek kétféle moddon juthatnak a praecornealis
konnyfilmbe. Egyes citokinek lokalisan termelédnek és diffazioval jutnak a
szemfelszinre a cornealis és conjunctivalis epithelsejtekbdl, masok a conjunctivalis
erekbdl szivarognak a konnybe. Konnyvizsgalat soran a kihivas abban rejlik, hogy
bar a mintavétel noninvaziv, mintamennyiség azonban csak korlatozottan gytjtheto.
Tobb szisztémas- ¢és szemészeti korképben is végeztek mar konnyvizsgalatot,
Leonardi és mtsai példaul tobb mediatort, koztiik citokineket, MMP-okat, egyéb
angiogenetikus-  és  novekedési  faktorokat  mutattak ki vernalis
keratoconjunctivitisben szenvedé betegek konnymintaibol. A cornealis
érajdonképzddés kialakulasa soran fontos szerepet jatszé molekuldkat szintén
vizsgaltak kordbban konnyben és parhuzamosan szérumban. Azt tapasztaltak, hogy
a pro-angiogenetikus citokinek szintje, ugymint az IL-6, az IL-8, a VEGF ¢és a
MCP-1, szignifikdnsan magasabb volt konnyben, mint szérumban. Ezek a
megallapitasok is alatamasztjak vizsgalataink jelentOséget.

A direkt és az indirekt konnymintavételi modszerek irodalmi attekintése utan a
kapillariscsével torténd mintavételi technikat valasztottuk SSc-ben szenvedd betegek
konnymintavételéhez. A mintat a kapillariscsObol egy lires injekcids tli €s egy steril
szérum 1-es ti segitségével juttattuk az Eppendorf csdbe. Ez a mintavételi modszer

megfelelének bizonyult a konnyben 1évé citokinek analiziséhez.
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5.1 VEGF mennyiségi meghatarozasa SSc-ben szenvedd betegek konnymintaiban

A VEGF az egészséges konny alkotéeleme. Ezt Vesaluoma vizsgalatai tAmasztjak
ala, aki megallapitotta, hogy a konny atlagos VEGF koncentracioja 5 pg/ul (4-11),
ami megfelel a mi vizsgalati eredményeinknek is, miszerint az egészséges kontrollok

konnymintai atlagosan 6.15 pg/ul (3.84-12.3) VEGF-et tartalmaztak.

A konnyszekrécio sebességét 8.1 ul/min (0.7-20.8)-nek talaltdk azzal a

konnymintavételi technikdval, amelyet mi is alkalmaztunk vizsgalataink soran.

Az SSc-ben szenvedd betegek konnyszekrécids sebessége szignifikansan
alacsonyabbnak bizonyult a kontroll csoporthoz képest, amelynek hatterében a KCS
allhat. A KCS lehet maganak az SSc-nak is, vagy akar a kezelés mellékhatasainak

kovetkezménye is.

A konnyszekrécios sebesség 67%-kal alacsonyabb volt SSc-ben szenvedd betegek
esetén az egészséges kontrollokhoz képest. A kiilonbség szignifikans volt
(p<0.01). A jelenség hatterében a betegség pathofizioldgidja, nevezetesen a

konnymirigy fibrotikus elvaltozasa allhat.

Az Osszfehérje mennyisége SSc-ben szenvedd betegek konnymintaiban 42%-kal
magasabb volt a kontroll csoporthoz képest. Ennek az is lehet a magyarazata, hogy
az Osszfehérje koncentracid6 csupan relativ emelkedést mutat a csokkent
konnytermelés miatt. Bar a vart eredményekkel ellentétben a VEGF koncentracid
SSc-ben szenvedd betegek kdonnymintaiban mintegy 20%-kal csokkent, ez szintén
lehet a betegek csokkent konnytermelésének kovetkezménye. Tovabbi vizsgalatok
sziikségesek a jelenség megértéséhez, példaul parhuzamosan szérum ¢és

konnyvizsgalatok elvégzése ugyanazon betegeknél.
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5.2 Konnyben 1évo citokinek membran array €s multiplex bead analizise SSc-ben

SSc-ben szenvedd betegek konnyében egy 102 citokin egyidejii meghatarozasara
alkalmas citokin array segitségével az immunpathogenezisben €s a gyulladasos

folyamatokban szerepld citokinek széles skaldjat hataroztuk meg.

A citokinek profilozasa sordan a 102 citokinbdl 9 szintje mutatkozott szignifikansan
magasabbnak SSc-ben szenveddé betegek konnymintaiban. Koziilik mindegyik a
gyulladasos- ¢és az immun-medialt folyamatok résztvevdje, amely egyrészt igazolja
az SSc-ben szenvedo betegeknél gyakran eléfordulo KCS kovetkeztében kialakuld
szemfelszini gyulladas jelenlétét, masrészt korabbi vizsgalati eredményekkel is

0sszhangban van az SSc pathomechanizmusat illetden.

Negy molekulat valasztottunk ki tovabbi vizsgalatokra. A kivalasztott citokinek
szintjét a nagyobb szenzitivitasu €és specificitast mikro-gyongy technika segitségével
hataroztuk meg, noha korabban ezt a modszert sejtkultirakra, szérumra €s plazmara
hitelesitették. Koziiliikk az IP-10, az MCP-1 és a CRP volt szignifikdnsan magasabb
az SSc-ben szenvedd betegek konnymintaiban. Korabban szérumbol mar kimutattak
konnyvizsgalat, mint lehetséges alternativa, az SSc diagnosztikai, prognosztikai és

terdpias vonatkozasaiban.

Az IP-10 egy 10 kDa nagysagu fehérje, amely gyulladasos kemokinként
funkcional. Tovabba, angiosztatikus tulajdonsagdbdl kifolyolag gatolja az
érijdonképzddést, valamint az immunrendszer szabalyozasaban is részt vesz. Egyes
tanulmanyok magasabb szérum- és szoveti IP-10 értékeket igazoltak kiilonboz6
bakterialis-, virusos-, gombas- és protozoalis fertézésben, csakagy, mint autoimmun

korképben, koztiik SSc-ben is.

19



A CRP akut fazis fehérjeként a fertézéses €s a gyulladasos folyamatok legfobb
markere. A CRP koncentracié emelkedettnek bizonyult SSc-ben szenvedd betegek
szérumaban, tovabba a rossz progndzissal is korreldl, igy az SSc aktivitdsanak és
sulyossaganak megitélésére is hasznalhato.

Az MCP-1 egyike az SSc gyulladasos- és fibrotikus folyamataiban szerepld
nagy pathogenitasi kemokineknek. Azon kiviil, hogy kemoattraktans
tulajdonsagokkal bir a monocitdk ¢és a T-sejtek irdnyaba, a fibroblasztok
kollagéntermelését is stimulalja. Hasegawa ¢s mtsai a bor- és tiiddérintettséggel jard
SSc-ben szenvedo betegek szérumaban mutattak ki emelkedett szintjét. Ezen kiviil
igazoltak in vitro dermalis fibroblasztokban MCP-1 mRNS fokozott termelddését is.

Biokémiai tulajdonsagaik alapjan az utobbi harom molekula koziil az IP-10 és
az MCP-1 lehet alkalmas célpont egy olyan pathomechanizmust korkép terapias
vonatkozasaiban, mint az SSc.

Ezeknek a faktoroknak konnyben torténd meghatarozdsa egy non-invaziv
alternativaja lehet a szérumvizsgalatoknak SSc-ben szenvedd betegek esetén.
Tovabbé azoknal a betegeknél, akiknél az SSc szemészeti kovetkezményeként KCS
alakul ki, a konnyvizsgalat sokkal informativabb lehet a szemfelszini eltérések
tekintetében, ezaltal segithet a megfeleld6 mikonny, vagy gyulladdscsokkentd

szemcsepp kivalasztasaban.
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6 UJEREDMENYEK

1. A konnymintavételi modszerek irodalmi attekintése utdn kidolgoztuk a
konnymintavétel megfeleld methodikajat és kapillariscsOvel gytijtottiink

konnyet VEGF és citokinek vizsgélatara SSc-ben szenvedd betegektdl.

2. Elséként hataroztuk meg SSc-S betegek konnymintdiban a korkép

crr

kvantitativ szendvics immunoassay technikan alapulé VEGF kit segitségével.

3. Kvantitativ szendvics immunoassay technikdn alapuld vizsgalatainkkal
igazoltuk, hogy a VEGF koncentracié mintegy 20%-kal alacsonyabb volt
SSc-ben szenvedd betegek konnymintdiban az egészséges kontrollok

konnymintaiban mért érteékekhez viszonyitva.

4. Els6ként végeztiink citokin profilozast SSc-ben szenvedd betegek
konnymintaiban egy 102 citokin egyidejli meghatarozasara alkalmas citokin

array segitségével.

5. Kimutattuk, hogy a citokinek profilozasa soran a 102 citokinbdl 9 szintje
mutatkozott szignifikdnsan magasabbnak SSc-s betegek konnymintéiban.
Koziilik mindegyik a gyulladdsos- és az immun-medialt folyamatok
résztvevoje, amely egyrészt igazolja az SSc-ben szenvedd betegeknél gyakran
eléforduld KCS kovetkeztében kialakuld szemfelszini gyulladas jelenlétét,
masrészt korabbi vizsgéalati eredményekkel is Osszhangban van az SSc

pathomechanizmusat illetéen.
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6. A magasabb szenzitivasu ¢és specificitastt mikro-gyongy technika segitségével
eldszor mutattuk ki konnymintakban, hogy SSc-ben szignifikansan magasabb
az IP-10, az MCP-1 ¢és a CRP szintje. Kordbban szérumban mar igazoltdk
konnyvizsgalat, mint lehetséges alternativa az SSc diagnosztikai,

prognosztikai és terdpias vonatkozéasaiban.

7 KULCSSZAVAK

Szisztémas sclerosis, keratoconjunctivitis sicca, konny, vaszkularis endothelialis
novekedési faktor, citokin, konnymintavétel, dsszfehérje, citokin array, multiplex

bead assay

22



8 OSSZEFOGLALAS

Az SSc egy kronikus autoimmun betegség, kiterjedt kisér-vaszkulopatiaval, immun
diszregulacidval, autoantitest termelddéssel és progressziv fibrozissal.

Kevés tanulmany foglalkozik az SSc szemészeti manifesztacidival, habar ezek a
betegek gyakran szenvednek az <¢letmindségiiket kedvezotleniil befolyasolo
szemészeti tiinetektdl, pl. szaraz szem szindromaban.

A VEGF, mint a f6 pro-angiogén faktor, kulcsfontossagu szerepet jatszik az SSc
pathomechanizmusaban. Bar a VEGF emelkedett szintjét szérumban mar igazoltak,
SSc-ban szenvedd betegek esetében kordbban konnyvizsgalatot még nem végeztek
ennek tanulmanyozasara. A VEGF mennyiségi kimutatasan kiviil szerettiink volna
meghatarozni ezeknek a betegeknek a konnyében citokinek és kemokinek széles
skalajat egy szemikvantitativ modszerrel, majd az egészséges kontroll személyek
konnymintaithoz képest szignifikans kiilonbséget mutaté molekulakat egy nagyobb
szenzitivitasu €s specificitast kvantitativ modszerrel tovabb vizsgalni.

A konnymintavétel mddja meghatarozd lehet a vizsgélat hatékonysaganak és az
eredmények mindségének szempontjabol, ezért az irodalmi adatok attekintése utan a
kapillariscsdvel torténd konnymintavételi modszert valasztottuk a stimulalas nélkiili
konnymintavételhez.

Az SSc-s betegek konnymintaiban mintegy 20%-kal alacsonyabb VEGF szintet
mértiink az egészséges kontrollokhoz viszonyitva. Annak magyarazata, hogy miért
nem emelkedett a VEGF mennyisége SSc-s betegek konnymintaiban tovabbi
vizsgélatokat igényel, példaul egyidejli szérum analizist ugyanazon betegek esetén,
akiktol konnymintat gytijtottiink. Citokin array eredményeink a gyulladasos
folyamatok iranyaba eltolt citokin profilt mutattak SSc-ben szenvedd betegek
konnyében. Vizsgalataink alapjan a citokineknek és a kemokineknek egy olyan

csoportjat irtuk le, amelyek fontos szerepet jatszanak az SSc szemészeti
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folyamatainak pathogenezisében, tovabba kivald célpontok lehetnek a jovOben a

szemészeti manifesztacidkkal bird SSc kezelésében.
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10 KOSZONETNYILVANITAS

Elséként megkdszonom témavezetdmnek, Kemény-Beke Adamnak a
folyamatos iranymutatast, batoritast, valamint a kutatas és a disszertacid6 megirasa
soran nyujtott mérhetetlen segitségét.

Koszonetemet szeretném kifejezni Berta Andras Professzor Urnak, a
Szemklinika lgazgatdjanak, hogy lehetdséget biztositott szamomra PhD munkam
elvégzésehez.

Nagyon halds vagyok Harsfalvi Jolan Tanarndének a laboratoriumi
utmutatasaiért a munkacsoportjaban eltoltott 1d6 alatt, és a cikkek, valamint a
disszertdcid0 megirasa soran tett javaslataiért. Szintén halaval tartozom
munkacsoportjdnak és tanitvanyainak a vizsgalatok kivitelezésében nyujtott
kozremiikodéstikért.

Szeretnék koszonetet mondani Kordskényi Krisztina Tanarsegédndnek azért a
nélkiilozhetetlen segitségért, amit a k6zo6s munka soran nyujtott a Biokémiai- és
Molekularis Biologiai Intézetben, és azt kovetden is.

Halaval tartozom Szekanecz Zoltan Professzor Urnak, a Reumatologiai
Tanszék vezetdjének és Sziics Gabriella Professzornének, valamint a Reumatologiai
Tanszék 0sszes munkatarsanak, akik munkdmat segitették az elmult évek soran.

Koszonom az 0Osszes SSc-ben szenvedd betegnek és a kontrollcsoport
tagjainak, hogy konnymintdjukkal hozzajarultak ahhoz, hogy ez a kutatas
megvalosuljon.

Végiil, de nem utolsésorban, koszondm csaladomnak és barataimnak, hogy
szeretetiikkel és tiirelmiikkel tdmogattak a kutatds évei és a disszertdcié megirdsa

soran.
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