EGYETEMI DOKTORI (PhD) ERTEKEZES

MEDIATOROK VIZSGALATA KERATOCONUSOS
BETEGEK KONNYEBEN

Dr. Kolozsvari Bence Lajos

Témavezeto: Prof. Dr. Berta Andras

Debreceni Egyetem
KLINIKAI ORVOSTUDOMANYOK DOKTORI ISKOLA
Debrecen, 2013



Taratalomjegyzék

ROVIAILESEK JEGYZEKE ...evvvvrriiieiiiieeeeertsiiiis e e e e e e e e e e eannn e s e s e s e e e e eaaaae e e e e e e e s 2
1. Bevezetés és irodalmi atteKintés.........eeeeiiiiiiiiiiiiiiirreeree e 4
2. CEIKIEUZESEK vvvvvrrerresiiiiisiiiiirrre et e e s s s s s e e e s e s s s s r e e e e e e s e e e nnnnees 12
3. Betegek €5 MOASZEIEK ........cevuuuruiiiiiiiieeeeceeenirrre e erar e e e e e eeeees 13
I =Ta [0 1T 1Y P 20
5. MEGDESZEIES ... 28
6. Az Uj eredmények 0SSzefoglalasa...........cevvrvrrruiiiiiiieeeeernnnniiene e e e eeeeennns 36
7..Summary Of NEW rESUILS ... .cevuiiiiii e e 36
8. A tudomanyos eredmeények.........ccoeeeriiiiiii 37
T 0742 o) | =1 - -3 39
10, SUMMAIY .oieiiiiii et s e e s e e e e s e rae s eaaeernnss 40
3 T =1 (o o TN 40

Hivatkozott kozlemények jegyz€Ke.........oouvmiriiiiiiiiiiiiiiiiiieieeeeeeeeeeee 42

Sajat kdzlemeények JEGYZEKE.......cvvvvvrriiiiii i 52
1 -1 012 V7 P 55
13. KOSZONELNYIIVANILAS .ceveeeeeiiiiieiiiiieceeeieeeeee e 55

8 T o] 1P 55



Roviditések jegyzéke

AveK - atlagos K érték
CBA - cytometric bead array
CCL5/RANTES - Kemokin(C-Cmotif)ligand 5/Regulated on Activation, Normal T Expressed

and Secreted

CKI - Centralis Keratoconus Index

CXCL8/IL-8 - C-X-C kemokin ligand 8/interleukin-8

CXL - cornealis kollagén cross-linking kezelés
EGF - epidermalis névekedési faktor

IHA - a felsd és alsd szaruhartyafél elevacidjanak aszimmetriaja
IL - interleukin

INF - interferon

I\ - felszini variancia index

K1 - leglaposabb tengely mentén mért torderd
K2 - legmeredekebb tengely mentén mért toréerd
KI - Keratoconus Index

MHC - major hisztokompatibilitasi komplex (I., II.)
MMP - matrix metalloproteinaz

NGF - idegi ndvekedési faktor

NK - természetes 6l6sejtek (natural killer cells)
0SI - Oppozicids Szektor Index

PAI - plazminogén aktivator inhibtor

RGP - rigid gazpermeabilis

Rmin - minimum radiusz

SD - standard deviacio

SDP - a cornea toroerejének standard deviacidja
TH - T-helper seijt

ThCT - legkisebb szaruhartya vastagsag

t-PA - szdveti plazminogén aktivator

VEGF - vaszkularis endotelialis novekedési faktor



1. Bevezetés és irodalmi attekintés

A keratoconust eredendden egy nem gyulladasos eredetli cornedlis ektaziaként
tartjuk szamon, melyre a szaruhartya stromajanak progressziv elvékonyodasa és az ezt
kisérd irregularis asztigmatizmus kovetkeztében kialakuld latasromlas jellemzd. A foleg
fiatal feln6ttkorban jelentkezo, vilagszerte gyakori, kb. 1/2.000 incidencidju korkép jelenleg
is a szaruhartya atliltetés egyik vezetd indikacidja (Krachmer 1984, Albert, Rabinowitz
1998, Siiveges 1998, Zadnik 1998). A kivaltd okok és a progresszidt befolyasold faktorok
pontosan nem ismertek, de a gyakori szemddrzsolésnek és a kontaktlencseviselésnek is
szerepet tulajdonitanak, és tarsulhat atdépias (ekzéma, atdpias dermatitis) és szisztémas
(Down-, Ehlers-Danlos-, Marfan-szindroma, osteogenesis imperfecta, stb.) kérképekhez,
valamint szemészeti betegségekhez (aniridia, bilaterdlis szubkapszularis cataracta,
kongenitalis cataracta, retinitis pigmentosa, cornea amyloidosis, stb.) (Gasset 1978,
Nauheim 1985, Macsai 1990, Zadnik 1998, Bawazeer 2000, Edwards 2001, McMonnies
2003, Jafri 2004, Moon 2006, McMonnies 2007, Kanski 2009). A keratoconus torz- és
egyszemes kettOslatast okoz, mely szemiiveggel, idovel mar nem korrigalhato.
El6rehaladott stadiumban szabad szemmel lathatd a centralis cornea kiboltosulasa, mely
lefelé tekintéskor az als6 szemhéjat V-alakban elédomboritja (Munson-jel), mely nagyfoku
latasromlast eredményez6 astigmiat indukal a szaruhartya gorbiileti sugaranak egyenlétlen
novekedése altal. Réslampaval Vogt-stridkat (vertikalis, vonalas homalyok a stréma
mélyebb rétegeiben), Fleisher-gy(ir(it (hemosziderin felhalmozddas kovetkeztében
kialakul6 barnas ives vonal vagy gyiir(i), epitelidlis és subepitelialis hegeket észlelhetiink. A
Charleaux, vagy olaj csepp jel elorehaladott allapotban retinoszkdpia soran lathatd
(Stiveges 1998, Kanski 2009).

A cornea mdlszeres vizsgalatai mind a keratoconus diagnosztikajaban, mind a
progresszid megitélésében, mind a kiilonb6z0 kezelések hatékonysaganak kovetésében
elengedhetetlenek. A corneatopografias vizsgalattal a szaruhartyafelszin gorbiletét és
torberejét vizsgalhatjuk. (Klyce 1984, Rabinowitz 1990, Maeda 1994, Berta 1994,
Rabinowitz 1995 és 1998). A Placido-korong egy koncentrikus korokbol alldé mintazat,

amelyet megfeleld tavolsagbdl vetit a késziilék a szemfelszinre és ezek reflexidja alapjan



szamolja ki és abrazolja a szaruhartya eliils6 felszinének gorbiletét. Placido-korong elvén
m(ikodo reflexids tipusu corneatopograf az altalunk hasznalt TMS-4 (Tomey Technology,
Nagoya, Japan) is. A corneatomografia ezen fellil nemcsak a szaruhartya eliilsd, hanem
hatulsé felszinének és a szaruhartya vastagsaganak egyiittes viszonyardl is informaciot
nyujt. A Pentacam képalkotasa a Scheimpflug-torvény elvén alapszik. A késziilék éles
rétegfelvételt (tomogram) készit a teljes eliilso szegmentumrdl, a cornea eliils6 felszinétol
a lencse hatulsé felszinéig. A nagy felbontasu kamera Scheimpflug-képet rogzit azaltal,
hogy 2 masodperc alatt 360°-0s szdogben korbefordul a szem optikai tengelye koril. Tobb
mint 138 000 valddi elevacidés pont mérését kovetden a késziilék (Pentacam HR, Oculus
Optikgerate GmbH, Wetzlar, Németorszag) sajat szoftvere (1.17.60 verzid) elkésziti az
ellls6 és hatulsd szaruhartyafelszin axialis és tangencialis gorbdleti, valamint elevacids
térképét, megméri a teljes cornea vastagsagat, megjeleniti az eliils0 szegmentum
haromdimenzids, forgathatdé modelljét, valamint adatokat szolgaltat az eliils6 csarnokrol,
illetve specidlis képelemz0 programokkal rendelkezik. A Pentacam, szemben a
konvencionalis topografokkal, melyek gorbileti sugarat mérnek (amit a standardizalt
keratometrias refraktiv index segitségével alakitanak at torderd értékké) (Holladay, 1997,
Mddis 2004, Konstantopoulos 2007, Németh 2011, Szalai 2012), a szaruhartya valodi
alakjat és felszini egyenetlenségeit detektalja az elevacid primer mérésével, és a hatso
felszin vizsgalatara is képes. A cornea felszin elemzése, valamint a cornea vastagsag, és a
szaruhartya legvékonyabb pontjan mért hatsd felszini elevacié értékelése is igazoltan
megbizhatd moddszerek a keratoconus diagndzisara, valamint alkalmasak a progresszid
megitélésére és a cornealis kollagén cross-linking (CXL) kezelés hatasanak monitorozasara
is (Belin 2010, Kranitz 2012, Hassan 2013). A Pentacam sajat szoftvere, szabadalmaztatott
algoritmusok alapjan kalkulalja a hagyomanyos keratometrias paramétereket, és specialis,
csak erre a késziilékre jellemzd indexeket is létrehoz, melyek a vizsgalt cornea allapotanak

objektiv megitélésére alkalmasak (Belin 2010).

rrrrrr

szem ellilsO szegmentumat érintd kdérképeknek, ugymint a keratoconusnak (Berta 1990,
Fini 1998, Nakamura 1998, Csutak 2008, Balasubramanian 2010, Lambiase 2011). A
keratoconust tradicionalisan nem gyulladasos eredetl betegségnek tartjak, azonban tobb

tanulmany ramutatott, hogy a stromadlis kollagén degenerdcidja és a betegség



progresszidja egyiitt jar kiilonbdzd pro-inflammatdrikus citokinek, sejtadhéziés molekulak,
matrix metalloproteinazok (MMP-k) és azok inhibitorainak konnybeli megjelenésével és
koncentracidjanak valtozasaval, amelyek ezaltal fontos szerepet jatszhatnak a
patogenézisben. Beigazolodott a citokinek egyensulyanak felbomlasa, illetve egyéb
mediatorok valtozasardl is beszamoltak a betegségben, Ugymint megemelkedett
interleukin (IL)-6, epidermalis ndvekedési faktor (EGF), matrix metalloproteindaz (MMP)-1, -
3, -7,- 9, -13 és matrix metalloproteinaz-1 szoveti inhibitor (TIMP-1), valamint csdkkent y-
interferon (INF), IL-4, IL-5, IL-6, IL-8 (CXCL8), IL-12, IL-13, Kemokin (C-C motif) ligand
5/Regulated on Activation, Normal T Expressed and Secreted (CCL5/RANTES), MMP-8,
vaszkularis endotelidlis novekedési faktor (VEGF) szintek (Zhou 1998, Collier 2001, Kenney
2005, Lambiase 2005, Lema 2005, Matthews 2006, Smith 2006, Lema 2008 és 2009,
Pannebaker 2010, Jun 2011, Balasubramanian 2012). Megvaltozott tumor nekrézis faktor
(TNF)-a és idegi novekedési faktor (NGF) szint, illetve az IL-13 csdkkenése volt
kimutathatd a betegség sulyosbodasaval (Saghizadeh 2001, Lema 2005; Mackiewicz 2006,
Lema 2009, Liu 2009, Pannebaker 2010, Balasubramanian 2012). A TH17 sejtek
jellegzetes citokinjének, az IL-17-nek is felmerilt a szerepe, mint a fibroblasztokbdl és
miofibroblasztokbdl szdvetdegradald proteazokat, pro-inflammatorikus és egyéb
mediatorokat felszabaditd kardindlis citokin (Qiu 2009). A felsoroltakon feliil az IL-1a
fokozott kotddése a keratoconusos corneak fibroblasztjaihoz gyulladasos hatteret is sejtet
a betegség kialakulasaban illetve progresszidjaban (Fabre 1991). A keratoconusos
konnyekben mért emelkedett matrix metalloproteindz MMP-9 szint pedig szOveti
degeneraciora utal - mint a betegség legfontosabb ismérve -, mely megmagyarazhatja a
cornea szbvetének vékonyodasat és gyengiilését (Lema 2005 és 2009). A keratoconus
kialakulasa tobb okra vezethetd vissza, melyek kdvetkezményeként a stromalis kollagén
degradacidja miatt kialakuld cornealis ektaziat pro-inflammatdrikus citokinek, sejtadhézids
molekuldk és matrix metalloproteinazok expresszidja kiséri, fontos szerepet jatszva a
betegség patogenézisében. Ma még nem ismerjik ezen mediatorok pontos szerepét a
patomechanizmusban vagy a korfolyamat progresszidjaban, ahogy a CXL hatasa a koénny

ilyen komponenseire szintén feltaratlan.

A citokinek elsOsorban intercellularis kapcsolatokat kozvetitd glikoproteinek, melyek

fontos szerepet jatszanak a szemfelszin gyulladasos és egyéb immunoldgiai folyamatainak



szabalyozasaban. Termelddésiikért elsdsorban conjunctivalis és cornedlis epitélsejtek,
keratocytak és fibroblasztok, valamint az infiltrald immunkompetens sejtek feleldsek
(Torres 2001). A citokinek csoportjan beliil megkiilonbdztetliink interleukinokat (IL),
interferonokat (INF) és koloniastimulald faktorokat (CSF). Az immunoldgiailag kompetens
gatlasdval szabalyozzak az immunvalasz intenzitasat és tartamat, befolyasoljak a
termelddo ellenanyag mennyiségét, és szerepiik van az immunsejtek effektor funkcidiban
is (Gergely 2006). A citokinek egymassal és egyéb molekulakkal rendkiviil bonyolult
interaktiv haldzatot hoznak létre, és tulajdonsagaikbdl adddik, hogy kilénboz6
kordlmények kozott jelentosen eltéré6 immunvalaszt is képesek indukalni. Tobb citokin
egyszerre torténd meghatarozasa ajanlatos. Tulajdonsagaikbol addddan a szekrécidjuk kis
mérték(i valtozasa is eltér6 immunoldgiai valaszt eredményezhet (King 2000). A relativ
citokin szintek és aranyuk a lokalis immunvalaszt jobban jellemzi, mint az abszolut
koncentraciojuk. Szamos betegség esetén vizsgaltdk a szemfelszin altal expresszalt
citokineket, melyek a gyulladasok medialasan kiviil a gyulladasos folyamatok
csokkentésében, a szem immun-privilégiumanak helyreadllitdsaban, tovabba a normal
cornea integritasanak fenntartasaban is kiemelked6 jelentéséggel birnak (Fleisher 2000,
Ohta 2000, Torres 2001). Az interleukin (IL)-6 a veleszilletett immunitas egyik
legfontosabb citokinje az IL-1 és TNF-a mellett. Meghatarozd szerepiik van egyrészt a
fertbzést kovetdé gyulladasos reakcidk kialakuldasaban, masrészt a  kiilonbdzo
antigénprezentalé sejtekre gyakorolt hatasuk révén a fajlagos immunsejtek
aktivalédasanak és differencialodasanak szabalyozasaban. Az IL-6 szerepe kiiléndsen a B-
sejtek plazmasejtekké alakuldsdban és ellenanyag termelésében fontos. Foként
mononuklerais phagocytak, endotélsejtek, fibroblasztok és aktivalt T-sejtek termelik
(Gergely 2006). Az interleukin-6 egy pro-inflammatorikus, egyben pleiotropikus citokin, a
gyulladasok medialasan és a gyulladasos folyamatok csokkentésén tul a szem immun-
privilégiumanak helyreallitdsaban is részt vesz (Fleisher 2000, Ohta 2000). A y-interferon
(INF) a tobbi interferonhoz hasonléan olyan antiviralis fehérjék termel6dését indukalja a
legtobb sejtben, amely ellendlldva teszi azokat virusfertdzéssel szemben, tovabba a y-INF
kdzponti szerepet jatszik a cellularis immunvalaszban. Fokozza a makrofagok mikrobadld
képességét, stimulalja a NK sejtek cytolitikus aktivitasat, és jelenléte sziikséges az effektor
cytotoxikus T-sejtek éréséhez is. A TH1 sejtek jellemzd citokinje (Gergely 2006). Az

interleukin (IL)-13 elsOsorban a TH2 sejtek altal termelt citokin. Talan a legfontosabb



hatdsa az, hogy aktivdlja a nyugvd B-sejteket, elGsegiti a ploriferacidjukat, és IgG,
valamint IgE izotipusu ellenanyagok termel6dését valtja ki, ezaltal az allergias folyamatok
a matrix metalloproteinazok (MMP-k) felszabadulasat és gatolja a makrophagok y-INF
altali aktivalodasat is (Gergely 2006). Az interleukin (IL)-17A a TH sejtek (koztiik a
TH17 populacid) altal termelt IL-17 egyik tipusa. Az IL-17A szamtalan hatassal rendelkez6
pro-inflammatorikus citokin, tobbek kozott eldsegiti az IL-1, IL-6, G-CSF, valamint
kemokinek és prosztaglandinok termelodését, szerepet jatszik a neutrofilek érésében,
nélkiilozhetetlen a TH17 sejtek szamara, és a fibroblasztokat is stimuldlja. Gyakran hozzak

kapcsolatba allergias folyamatokkal.

A kemokinek kis molekulatbmegli, aminosavsorrendjiket tekintve nagy
hasonlésagot mutatd ,csalogatd” molekuldk, melyek funkcidja a leukocytak endotelidlis
limphocytak ,homing” folyamataiban is szerepet jatszanak. Monocytakon kivil féként
endotélsejtek, fibroblasztok, keratinocytdk és T-limphocytak termelik Oket. Bar
szerkezetileg nem hasonlit a legtobb kemokinre, funkcionadlis hatasai miatt inkabb a
kemokinek kodzé soroljak az IL-8-at is (Gergely 2006). A C-X-C kemokin ligand 8
(CXCL8 vagy interleukin (IL)-8)-nak a velesziiletett immunfolyamatokban van
elsGsorban szerepe, Ugy is szoktak hivatkozni ra, mint a “neutrophil kemotaktikus
faktorra”. Ebbdl is kovetkezik, hogy legfontosabb szerepe elsGsorban a neutrophil,
masodsorban a tobbi granulocyta kemotaktikus vonzasa a gyulladas helyére, és a
fagocitozis eldsegitése. Makrofagokra, hizdsejtekre, és egyéb sejtekre is képes hatni.
Termelését kezdetben a makrofagok végzik, de az immunfolyamatok elGrehaladtaval
epitélsejtek, vagy akar endotélsejtek is részt vesznek a CXCL8 produkcidban. A szemfelszin
legjelentésebb kemokinje (Thakur 1998(B), Gergely 2006). A Kemokin (C-C motif)
ligand 5/Regulated on Activation, Normal T Expressed and Secreted
(CCL5/RANTES) potens kemokinként hat az eozinofil, és a bazofil granulocytakra,
valamint a T-sejtekre. y-INF és egyéb citokinek jelenlétében aktivalia az NK sejteket,
valamint az egyik legismertebb HIV-szupressziv faktor. ElsGsorban kiilonbdzé T-sejtek
termelik (Gergely 2006).

A matrix metalloproteinaz (MMP)-9 és matrix metalloproteinaz (MMP)-13

inaktiv zimogén formaban szintetizalt, majd proteolizissel aktivalt, cink dependens



endopeptidazok. Az MMP enzimcsalad tébb mint 20 ismert tagbdl all, melyeket alapvetéen
oszteoklasztok, makrofagok, neutrophilek és a kotGszovet sejtjei, foként fibroblasztok
szintetizalnak. A cornea szOvetében elsGsorban az epitél sejtek, stromalis sejtek és
neutrophil granulocytak felelosek a termel6désiikért. FO hatasuk az extracellularis matrix
komponenseinek (koztiik a kollagéneknek és az elasztinnak) a lebontasa, ilyen mddon
részt vesznek a sebgydgyulds, a szoveti differenciacié és atépiilés, az apoptdzis, az
angiogenesis, és a nem specifikus immunvalasz folyamataiban is (Fini 1998, Gergely
2006). A metalloproteinaz-1 szoveti inhibitor (TIMP-1; tissue inhibitor of
metalloproteinases) a szoveti metalloproteinaz inhibitor csalddba tartozo, a szervezet
legtobb sejtje altal expresszalt glikoprotein. A legtobb MMP (igy a MMP-9 és MMP-13)
gatlasan tul széleskdrben képes elGsegiteni a sejtproliferaciot, valamint anti-apoptotikus
tulajdonsaggal is rendelkezik. Termelését fokét citokinek és hormonok szabalyozzak
(Gergely 2006).

Az idegi novekedési faktornak (NGF) fontos szerepe van a szenzoros és
szimpatikus  idegrendszer  fejlédésében és  fenntartdsaban, sziikséges az
axonnovekedéshez, az idegsejtek tuléléséhez és differencidlodasahoz. A gyulladasos
reakciokra inkabb szupresszor hatassal van, valamint a blr és cornea sebek
gyogyulasaban is szerepet jatszik. Az epidermalis novekedési faktor (EGF) sokféle
bioldgiai folyamatban vesz részt mint a sejtndvekedés, a ploriferacié és a differenciacio
fontos szabalyozdja. Tobbek kozott epitélsejtek és fibroblasztok is képesek a termelésére,
szémtalan emberi szovetben és testfolyadékban kimutathatd. Altaldban potens mitogén
faktora az epidermalis és epitelidlis sejteknek, igy a szaruhartya hamsejtjeinek is, és a

corneadlis endotélre is hasonld hatassal van (Gergely 2006).

A szoveti plazminogén aktivator (tPA) az endotélsejtek altal termelt és
secretdlt szerin endopeptidaz, melynek elsédleges szerepe az, hogy a plazminogén —
plazmin atalakulast katalizalja. Az aktiv plazmin elbontja a fibrinogént és a fibrint, ezaltal a
tPA fontos szerepet jatszik a fizioldgidas és patologias koriilmények kozott keletkezo
trombusok lizisében (Lijnen 2001). A plazmin részt vesz az extracellularis matrix
komponenseinek (fibrin, fibronektin, laminin és IV-es tipusu kollagén) lebontasaban,
valamint képes a MMP-k aktivalasara is. A plazminogén aktivator inhibtor (PAI)-1
foként az endotélsejtek altal termelt természetes inhibitora a szdveti plazminogén

aktivatornak és az urokinaznak (Gergely 2006).



Keratoconusban rigid gazpermeabilis (RGP) kontaktlencséket hasznalunk az
altalaban mas mddon mar korrigalhatatlan nagyfokl irregularis astigmia és fokozddo
myopia kezelésére (Krachmer és mtsai, 1984; Rabinowitz és mtsai, 1998). Hasonldéan a
szemdorzsoléshez, a kontaktlencséknek is szamottevl szerepilk lehet a cornedlis felszin
mechanikai irritacidjaban, mely kiilénb6z6 mediatorok és novekedési faktorok aktivalasa
révén hozzajarulhat a betegség kifejlodéséhez vagy progresszidjahoz (Thakur 1998 és
2000). RGP kontaktlencse viselok kdnnyében magasabb koncentracidban mutathato ki az
EGF és az IL-8, szilikon-hidrogél kontaktlencsét viselokhoz, illetve kontaktlencsét nem
hasznaldkhoz viszonyitva (Jafri 2004, Moon 2006, Kallinkos 2006). RGP kontaktlencse a
keratoconusos betegeknél az IL-6, TNF-a, intercellularis adhéziés molekula-1 (ICAM-1) és
a vaszkularis adhézidés molekula (VCAM-1) szintjének emelkedését okozza (Lema és mtsai,
2008). A gyulladasos mediatorok felszaporodasa a keratocitak atrendezddéséhez vagy
pusztulasahoz vezethet (Kallinkos 2006, Lema 2009, Liu 2009). A keratoconusos betegek
latasanak nem sebészi korrekcidjara mai napig a kontaktlencse a rutinszer(ien alkalmazott
eszk0z. A konnyvizsgalatok hasznos informacidval szolgalhatnak a kontaktlencseviselés

hatasairdl és bdvithetik tudasunkat a keratoconus patogenézisével kapcsolatban.

A keratoconus progresszidja a cornealis kollagén cross-linking (CXL) eljarassal
lassithatd. A CXL egy viszonylag Uj, minimalisan invaziv m{itéti technika a corneadlis
ektazidk  (keratoconus, pellucid margindlis degeneracio, refraktiv  sebészeti
beavatkozasokat kovetd, szovodményként megjelend ektaziak) kezelésére (Wollensak
2003, Raiskup-Wolf 2008, Vinciguerra 2009, Greenstein 2012). A keratoconus a cornea
biomechanikai tulajdonsagainak megvaltozasaval jar, amely magaban foglalja a stromalis
kollagén Osszetételbeli és szerkezeti atalakulasat, a kollagén fibrillumok kozotti
keresztkotések szamanak ismeretlen eredet(i csokkenését (Pron, 2011). A cornealis stréma
legfontosabb makromolekularis alkotdeleme az I-es tipusu kollagén, habar a III-as, V-0s
és VI-os tipus is megtalalhatd a szaruhartyaban. A cornea mechanikai stabilitasaért a
strdma, azon beliil a stréma kollagénjei felelosek. A kollagént a keratocytak szintetizaljak
prokollagén formajaban, amely az extracellularis térben proteolitikus atalakulason megy
keresztiil. Az igy létrejott kollagén molekuldk polimerizalddnak, és a lizin, hydroxilizin
aminosavaik enzim medidlta oxidacidja révén intra- és intermolekularis kovalens

keresztkotések jonnek létre kozottiik, létrehozva a kollagén fibrillumokat, majd kollagén
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rostokat (Hovakimyan, 2011). A CXL célja ezen keresztkotések regeneraldsa, és Uj, mas
aminosavak kozotti kotések létrehozdasa nem enzimatikus Uton, UV-A sugarzas
segitségével. Az UV-A sugarzas énmagaban is képes Uj keresztkotések létrehozasara,
azonban kimutattdk, hogy a stroma nagyjabdél a 30%-at képes csak abszorbedini.
Fotoszenzitizald anyag segitségével az elnyelddés mértéke fokozhato, igy riboflavin (B2
vitamin) felhasznalasaval az abszorpcié mértéke 95%-osra novelhetd (Spoerl, 1998). A
riboflavinnal el6kezelt cornea abszorpcids csicsa 370 nm-es hullamhossz kérnyékén van.
Az elnyel6d6 fotonok hatasara a riboflavin Ugynevezett ,triplet” allapotba gerjesztodik,
melynek hatasara reaktiv oxigén gyokok és szuperoxid-anion keletkeznek. Bar a pontos
molekularis mechanizmus nem ismert, valdszinlsithet6, hogy ezen reaktiv gyokok
segitségével (j keresztkotések jonnek Iétre a kollagén molekuldk hisztidin, lizin,
hydroxilizin, hydroxiprolin, tirozin és treonin aminosavrészei kdzott (Hovakimyan, 2011). A
ham eltavolitasa a riboflavin hatékonyabb cornedlis penetranciajanak biztositdsa miatt
szilkséges. Nagyszamu Kklinikai vizsgdlat, koztik tobb a Debreceni Szemklinikardl,
bizonyitotta a CXL hatasossagat: javulast mutattak ki a cornea formajat (beleértve a
magasabb rend(i aberracidk csokkenését), keratometridas (K) értékeket és
corneatopografias mutatokat illetéen (Vinciguerra 2009, Hersh 2011, Greenstein 2011, Asri
2011, Greenstein 2012, Kranitz 2012, Hassan 2013). Keratoconusban a CXL jelentoségét
igazolja tovabba az a tény, hogy a terapias lehetdségek koziil jelenleg ez az egyetlen olyan
maodszer, amely a betegség alapjaul szolgald molekularis folyamatokba prébal beavatkozni.
A keratoconus progresszidjaban vagy stabilizalasaban szerepet jatszd mediatorok még
mindig nem pontosan ismertek, a CXL kezelés ezen faktorokra kifejtett hatasardl pedig
még kevesebb informacioval rendelkeziink. Igazoltak, hogy a CXL kezelés noveli a cornea
ellenallasat kiilonbozo proteolitikus enzimekkel (tripszinek, pepszinek, kollagenazok)
szemben (Spoerl 2004). Annak ellenére, hogy a CXL hatdsara bekovetkezd cornealis
biomechanikai és szerkezeti javulasok pontosan ismertek, a kdnnyfilmben végbemend
folyamatok a mai napig nem tisztazottak. Mivel vilagszerte a keratoplasztika egyik vezetd
indikaciojat képezi a keratoconus (Rabinowitz 1998), ezért kiiléndsen fontos az olyan
terapias modszerek kifejlesztése, és kutatasa, amelyek még azelott képesek megallitani a
betegség progresszidjat, mielbtt a beteg szamara elfogadhatd latasélesség mar csak
keratoplasztika segitségével biztosithatd. Ezen biomarkerek vizsgalata azért is fontos, hogy

megtudhassuk, van-e befolyasol6 szerepiik a CXL kezelés hatasossagara.
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2. Célkituzések

Tudomanyos munkankban a kovetkezd célokat tliztiik ki:

II.

III.

Osszefiiggések keresése a kénnyben 1év8 egyes medidtorok és a keratoconus
sulyossagat jelz0 topografias indexek kozott, mely segithet feltarni a

kdnnymediatorok szerepét a keratoconus patogenézisében.

Keratoconusos betegek és kontrollok kdnnymintaiban 1évé mediatorok
koncentracidjaban  bekdvetkez0 valtozasok meghatarozasa folyamatos
kontaktlencseviselés elott és utan, megadott idOpontokban. A vizsgalt
multifunkcionadlis mediatorok vagy a keratoconusos cornedkban lejatszddo
degradativ folyamatok képvisel6i (MMP-9, MMP-13, TIMP-1, szOveti plazminogén
aktivator (t-PA), plazminogén aktivator inhibitor-1 (PAI-1)), vagy a
kontaktlencseviselés kapcsan meriilt fel a szerepiik (IL-6, IL-13, CXCLS8/IL-8,
CCL5/RANTES), vagy szabalyzd és reparativ folyamatok képvisel6i (NGF, EGF).

A CXL kezelés keratoconus patogenézisére kifejtett rovid és hosszi tavu
hatasanak vizsgalata a konnymediatorok (IL-6, -13, -17A, y-INF, CXCL8, CCLS5,
MMP-9, -13, TIMP-1, t-PA, PAI-1, EGF és NGF) koncentracidjanak valtozasan
keresztiil, valamint ezen koncentracidvaltozasok Osszevetése a keratometrias
paraméterek (leglaposabb tengely mentén mért toréerd (K1), legmeredekebb
tengely mentén mért torder6 (K2), legkisebb szaruhartya vastagsag (ThCT),
minimum radiusz (Rmin), Keratoconus Index (KI), Centralis Keratoconus Index

&4

variancia index (ISV)) valtozasaval a 12 hénapos nyomon kovetés soran.
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3. Betegek és modszerek

A Debreceni Egyetem Orvos- és Egészségtudomanyi Centrum (DEOEC)
Szemklinikajan prospektiv tanulmanyokat végeztiink. A vizsgalatba bevont betegek és
egészséges kontrollok nem szedtek olyan gydgyszert, ami befolyasolta volna a
kdonnytermelést, valamint immunoldgiai eredeti betegségben sem szenvedtek.
Tanulmanyainkat a Helsinki Deklaracid normadinak megfelelve végeztiikk, a helyi etikai
bizottsag engedélyével. A kdnnyminta-vételhez a betegek irdsos beleegyezését kértiik.

A keratoconus diagnodzisat az alabbi tiinetek egyikének 06nallé6 vagy csoportos
jelenléte esetén allitottuk fel: a cornea stroma allomanyanak centralis vagy paracentralis
elvékonyodasa, a cornea konikus elédomborodasa, Fleischer-gydrli, Voght-stridak
réslampas vizsgalattal, illetve topografids eltérések. Sulyossag szempontjabdl a
keratoconus enyhének mindsiilt, ha a legmeredekebb tengely mentén mért térderd (K2)
<45 dioptria (D), kdzepes, ha a K2 45 és 52 D kozott, és sulyos, ha K2 > 52 D volt. Mivel
a K2 értékét megbizhaté kvantitativ klinikai valtozénak tartjdk a keratoconus
sulyossaganak jellemzésére (Lema 2008, Jun 2011), ezért a keratoconus stadium
besorolasahoz ezt az indexet hasznaltuk.

A vizsgalatokat konnygylijtés el6tt végeztiik. Aktiv gyulladasos illetve fert6z0
altalanos vagy szemészeti betegség, fennallo szisztémas vagy lokalis gyogyszeres kezelés,
szemcseppek hasznalata, szemdorzsolés, korabbi szemészeti miitét vagy trauma
szerepeltek a kizaro kritériumok kdzott. Mindkét szem adatait felhasznaltuk, ha a megadott

kritériumoknak megfelelt

3.1. Betegcsoportok és klinikai vizsgalatok

3.1.1. A mediatorok és a topografias indexek kozotti kapcsolat vizsgalata

2010 februar és aprilis kdzotti idoszakban kontaktlencse szakrendelésiinkon megjelent 11
keratoconusos beteg 14 szemébdl gy(ijtottiink konnymintakat (atlag életkor: 29,3 év;
tartomany: 19-50 év; standard deviacidé (SD): 8,8). Korabban egyikiik sem hordott
kontaktlencsét.  Keratometria, szemiiveggel korrigalhatd legjobb  latasélesség

meghatarozasa, réslampas vizsgalat és cornea topografia (Topographic Modeling System
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corneal topographer, software version 4, Tomey Corp.) tortént minden beteg mindkét
szemén. Az alabbi keratometrids indexeket vizsgaltuk: legmeredekebb tengely mentén
mért torder6 (K2), atlagos K érték (Ave K), Klyce/Maeda Keratoconus Index (KCI),
Smolek/Klyce Keratoconus Sulyossagi Index (KSI), Oppozicidos Szektor Index (OSI),
Kozpont/Kornyék Index (CSI), Keratoconus Predikcids Index (KPI), a cornea toéréerejének
standard deviacidja (SDP). A corneatopografias felvételeket mindig pislogas utan 4-9
masodpercel készitettiik, mert a konnyfilm ebben az idében a legszabalyosabb (Erdélyi
2006). Az alabbiakban rovid attekintést adunk a vizsgalt paraméterekrdl (Németh 2011):

K2: maximum K érték
Ave K: atlagos K érték

KCI (Klyce/Maeda Keratoconus Index): a keratoconus szlirésében igen hasznos
paraméter, barmilyen foku pozitivitasa esetén felmeril a betegség gyanuja és egyéb
klinikai modszerek segitségével kell megerdsiteni vagy kizarni a diagndzist, szenzitivitasa
89%, specificitdsa 99%

KSI (Smolek/Klyce Keratoconus Silyossagi Index): KCI-nél is hasznosabb inde,

mivel értéke a keratoconus sulyossagaval aranyosan novekszik, s szenzitivitdsa és

specificitasa egyarant 100%. Kovetésre kivaldan alkalmas

OSI (Oppozicios Szektor Index): paraméter, amely az oktansokra felosztott

corneafelszin egyes oktansai kdzott fennalld toréerd kilonbséget adja meg

CSI (Kozpont/Kornyék Index): a szaruhartya centruma és kornyezete kozotti toréerd

kilonbsége

KPI (Keratoconus Predikcids Index): KSI-hez hasonléan fontos paraméter a

keratoconus vonatkozasaban, amelynek értéke 0,225 felett utal a betegség fennallasara

-----

értékek szérasat megadod paraméter.

3.1.2. A mediatorok valtozasanak vizsgalata kontaktlencse viselés elott és utan
12 kezd6 keratoconusos RGP kontaktlencse viseld 15 szemébdl gydjtéttink kdnnymintat
(I. csoport) (atlag életkor: 26,5 év; tartomany: 19-50 év; SD: 28,3) az elsO lencse

felhelyezést kdvetd 6 héten keresztiil, 5 szem esetében egészen egy éven at.
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Két kontroll csoportot képeztiink. A II. csoportban 10 myopias kezdd lagy
kontaktlencse visel6 19 szemét vizsgaltuk (atlag életkor: 21,2 év; tartomany: 15-38 év;
SD: 7,2). Kénnymintavétel a kontaktlencse illesztést kovetd 6 héten at, de 13 szembdl egy
éven keresztiil tortént. A III. csoportot 5 myopias vagy hypermetropias kezd6é RGP
kontaktlencse visel0 paciens 8 szeme alkotta (atlag életkor: 22,6 év; tartomany: 15-30 év;
SD: 5,0). A lencseviselés kezdetétdl szamitott hat héten at tortént a kénnymintavétel.

A vizsgalatba bevont minden paciensiinket a kontaktlencse szakrendelésiinkrdl
valogattuk be 2010 februarja és 2011 aprilisa kozott. A betegek korabban nem viseltek
kontaktlencsét, azonban a vizsgalatba tortént bevonas utan legalabb napi 8 odran at
hordtak lencséjiiket. Keratometria, szemiiveggel korrigalhatd legjobb Iatasélesség
meghatarozasa, réslampas vizsgalat és cornea topografia (Topographic Modeling System
corneal topographer, software version 4, Tomey Corp.) tortént minden beteg mindkét
szemén. A keratoconusos betegek egyikének sem volt cornedlis hege és a szemiiveggel
korrigalhatd legjobb latasélességiik nem érte el az 1,0-t, mig RGP kontaktlencsével ez
minden esetben sikertilt.

3.1.3 A CXL mediatorokra kifejtett hatasanak vizsgalata

23 progressziv keratoconusban szenvedd beteg 26 szemét (atlag életkor: 28,2 év;
tartomany: 16-60 év; SD: 10) vontuk be és kezeltiik kutatasunk keretében. Minden
betegiink atfogd szemészeti vizsgalaton és konny mintavételen esett at CXL kezelés el6tt,
majd mitét utan tervezetten a 4. és 10. napon, valamint 1, 3, 6 és 12 honappal a kezelés
utan. Az egészséges kontroll csoportba 12 egyén 12 szemét vontuk be (atlag életkor: 27,8
év; tartomany: 16-67 év; SD: 15,3). Az atlagos kovetési id6 11 hdnapos volt (157 napos a
legrévidebb, 494 napos a leghosszabb kovetési id0) és Osszesen 18 szemet vizsgaltunk
minimum 1 évig a CXL utan. 2 szem 1-es stadiumu (8%), 12 szem 2-es stadiumu (46%),

12 szem pedig 3-as stadiumu (46%) volt a keratoconus sulyossagat tekintve.

Minimum 16 éves életkor és a topografiaval egyértelmiien igazolhatd keratoconus
voltak a bekertilési kritériumok tanulmanyunkba. A vizsgalt szemen korabban végzett
szemészeti mitét, réslampas vizsgalattal megallapitott szemlencse vagy retinalis eltérés,
vegyszer okozta sériilés, pachymetriaval mérve 300 pm-nél vékonyabb cornea, illetve a
tanulmany ideje alatti terhesség, vagy szoptatas szerepeltek kizarasi kritériumként.

Progresszivnek mindsitettiik a keratoconust, ha legalabb 1 dioptriaval (D) novekedett a
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legmeredekebb keratometrias érték (K2), vagy legalabb 1 dioptriaval nott a manifeszt
cylinder, vagy legalabb 0,5 dioptriaval nétt a manifeszt szférikus ekvivalens a kezelést

megel6zd 24 hdnap alatt (Greenstein 2012, Brooks 2012).

Cornealis Cross-linking kezelés (CXL) soran feliileti érzéstelenitést kovetden
el6szor a cornedlis ham 8 mm-es részét mechanikusan eltavolitottuk. Ezutan 30 percig,
minden 2. percben 0,1%-0s riboflavin (20%-nyi dextran tartalommal) oldatot
csepegtettiink a kezelt corneara és réslampaval ellendriztiik a riboflavin teljes cornealis
penetraciojat, vagyis megjelenését a csarnokvizben. Ha a Pentacam segitségével
kivitelezett pachymetrias mérések alapjan a cornea vastagsaga ezutan nem haladta meg a
400 pm-t, hipotonias riboflavint (0.1% in steril vizben; Medio Cross sine, Medio-Haus
Medizinprodukte GmbH) alkalmaztunk 10 masodpercenként. Minden 2 perc utan
pachymetria tortént, és a riboflavin kezelést addig folytattuk, amig mérés nem igazolta,
hogy a cornea mar minimum 400 pm-re duzzadt (Brooks 2012, Hafezi 2009). Ezt kdvetGen
az adott cornea 30 percig 365 nm-es ultraibolya A (UV-A) sugarzasnak volt kitéve (3
mW/cm?). A CXL kezelés minden esetben InPro CCL-Lix késziilékkel (Norderstadt,
Németorszag) tortént. A posztoperativ kezelés 7 napig hasznalt antibiotikum szemcsepp
(tobramycin), és steroid szemcsepp (fluorometholone), illetve legalabb 3 hdnapig hasznalt

miikdnny kombinacidjabdl allt. A betegek mitét utan nem hasznaltak kontaktlencsét.

Komplex szemészeti vizsgalatot végeztiink minden alkalommal, mely soran meghataroztuk
a legjobb korrigalt latasélességet, réslampat (alacsony fényerdsség mellett, elkeriilve a
reflexes konnyezést), keratométert és Scheimpflug topografiat (Pentacam HR, Oculus
Optikgerate GmbH, Wetzlar, Germany) hasznaltunk. Az elevacidés adatok értékelésekor

térikus-ellipsoid referencia felszint hasznaltuk. (Kranitz 2012).

Tablazatba (Microsoft Excel, Microsoft Corp, Redmond, Washington) gy(ijtottiik az alabbi

paramétereket:

K1: leglaposabb tengely mentén mért toérderd
K2: legmeredekebb tengely mentén mért toroerd
ThCT: legkisebb szaruhartya vastagsag

Rmin: a minimum radiusz a teljes mérési teriilet legkisebb gorbiileti sugara. Ertéke

csokken keratoconusban.
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KI: keratoconus index a keratoconus sulyossaganak jellemzésére hasznalhatd, altalanos
index, melynek szamitdsa soran az aktuadlisan mért keratometrids adatok viszonyitasra

kerlilnek a normalis értékekhez. Kéros 1,07 felett.

CKI: centrdlis keratoconus index az eldbbihez részben hasonld index, azonban ennek
kiszamitasa a soran a cornea centralis és periférias teriiletei képezik az aranyositas alapjat.
Létjogosultsagat az adja, hogy jobban alkalmas a centrdlis lokalizaciéju keratoconus

sulyossaganak jellemzésére, mint a KI. Koros 1,03 felett.

av4

meridian alapjan, alsd és felsO félre osztott szaruhartyarészeken mért gorbileti sugarak
kozotti szimmetria mértékét jellemz8, az adatok sulyozasaval kalkuldlt paraméter. Ertéke

emelkedik keratoconusban, 19 felett mar koros.

ISV: felszini variancia index, mely jellemzi a cornedlis gorbiileti sugarak egyéni eltéréseit
az atlagos értékekhez viszonyitva, ennélfogva jol megadhaté vele altalanossagban a
cornedlis felszin irregularitdsanak mértéke. Ertéke valtozik az dsszes olyan betegségben,

mely a cornea alaki torzulasaval jar. Abnormalis 37 felett.

3.2. Kdonnygyiijtés menete és a mediatorok mérése

A konnymintakat 2 percig, az alsd konnymeniscusbdl steril Gvegkapillaris segitségével
gydjtottiik, érzéstelenitd csepp hasznalata illetve stimulalas nélkil, a szemfelszin és a
szemhéj érintését keriilve a reggeli drakban. A levett kdnny mennyiségét pontosan
feljegyeztiik, a konnymintakat felhasznalasig, centrifugalas nélkil —80°C-on fagyasztva
taroltuk (Fodor 2009). A higitasi és pipettazasi hibak elkeriilése céljabdl a 4 pl alatti
konnymintak ki lettek zarva a vizsgalatbdl. Egyes esetekben a konnymintavételt a

szemszarazsag megakadalyozta.

Multiplex mikrogyongy matrix (Cytometric Bead Array) technoldgia segitségével,
aramlasi citométerrel (FACS ArrayTM cytometer, BD Biosciences Immunocytometry
citométeres mérésekhez az egyszerre mérhetd proteineket Osszevalogattuk, és a
megfeleld FlowCytomix™ Simplex Kit-eket hasznaltuk, kombinaciéban a megfeleld
FlowCytomix Basic Kit-tel, a gyartd (eBioscience, Bender MedSystems GmbH, Bécs,

Ausztria) 4dltal javasolt felhasznalasi protokollon minimdlisan mddositva. 12,5 l
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keverékbdl, vagyis a standard reagensbdl készitett higitasi sor tagjait adtuk 12,5 pl csapda
antitest-mikrogydngy reagenshez, majd a szintén 12,5 pl biotinnel konjugalt anti-citokin
antitest hozzaadasa utan az elegyet 2 6ran at inkubaltuk. A phycoerythrin-streptavidin
konjugalt hozzaadasa utan tovabbi 1 oras inkubacid, és a nem kotott reagensek mosassal
torténod eltavolitasa kovetkezett a mérés el6tt. Az adatokat FlowCytomix Pro 2.3 software-
rel értékeltiik ki. A standard gorbéket a gyartd altal szolgaltatott referencia citokin
koncentraciok alapjan szerkesztettilk meg. A gyartd altal megadott szenzitivitas IL-6: 1,2
pg/ml, IL-13: 4,5 pg/ml, CXCL8/IL-8: 0,5 pg/ml, CCL5/RANTES: 25 pg/ml, MMP-9: 95
pg/ml, MMP-13: 50 pg/ml, TIMP-1: 28 pg/ml, NGF: 126,8 pg/ml, EGF: 22,7 pg/ml, t-PA:
4,8 pg/ml, PAI-1: 13,5 pg/ml, IL-17A: 2,5 pg/ml és y-INF: 1,6 pg/ml.

3.2.1. Az IL-6, IL-13, CXCL8, CCL5 (RANTES), MMP-9, MMP-13, TIMP-1, NGF és EGF
3.2.2. A kénnymintavétel kontaktlencse viselés el6tt és utan meghatarozott idGpontokban
tortént: 10 és 30 perccel a lencse els6 felhelyezése utan, majd 2 és 6 héttel a folyamatos
(napi tobb mint 8 dra) kontaktlencse viselést kdvetden. A lencse els6 felhelyezését
kovetden egy évvel is tudtunk mintat gydjteni tobb beteglinktdl. A mintavételhez a
kontaktlencsét nem vettik le a szemrdl. Az IL-6, IL-13, CXCL8, CCL5 (RANTES), MMP-9,
MMP-13, TIMP-1, NGF, EGF, t-PA és PAI-1 koncentraci6jat hataroztuk meg.

3.2.3. 23 keratoconusos beteg 26 szemébdl tortént kénnymintavétel a CXL kezelés el6tt,
valamint az azt kévetd egy éven keresztil minden kontrollvizsgalat soran. A 12 kontroll
szembOl egyszer tortént konnymintavétel. A betegek esetén az IL-6, CXCLS8/IL-8,
CCL5/RANTES, MMP-9, MMP-13, TIMP-1, NGF, t-PA és PAI koncentraciojat mind a 157

gydjtott konnymintabdl megmeértiik, ezen felll 105 minta térfogata volt elegendé még egy

7

3.3. Alkalmazott statisztikai modszerek

A statisztikai elemzéshez a Stata 11-es verzidjat hasznaltuk. A szignifikancia kritériuma
a=0,05 volt.
3.3.1. A valtozdkat atlagukkal és szorasukkal (SD) jellemeztiik. A konnyben Iévd
mediatorok mennyiségét (release) a koncentraciojuk (pg/ul) és a 2 perc alatt gydjtott

kdnnymennyiség (ul) Osszeszorzasaval szamoltuk ki. A kdnnymintak mediatorszintjének
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valtozdéit a normalitds javitdsa céljabdl mindig a legjobb hatast elér6 modszerrel
transzformaltuk. A mediatorok mennyisége (magyarazo valtozo) és a keratometridas mérési
eredmények (kimeneteli valtozd) kozotti 6sszefliggéseket tobbszords linearis regresszidval
elemeztiik. A mediatorok és a keratometrias valtozok 6sszes lehetséges parositasara kiilon
modelleket illesztettiink, melyekben az életkort folytonos valtozoként hasznaltuk, és vagy
csak korrekcids, vagy a mediatorral képzett interakcios tényezoként is figyelembe vettiik.
Szignifikans interakcid esetén a mediatorok hatasat az életkornak a mintaban tapasztalt

10., 50. és 90. percentilisére specifikusan adtuk meg.

3.3.2. A kénnyben 1év6 mediatorok mennyiségét (release) a koncentraciojuk (pg/ul) és a
2 perc alatt gydjtott kdnnymennyiség (ul) Osszeszorzasaval szamoltuk ki. A folytonos
valtozékat - betegcsoportonként és a teljes mintara vonatkozéan - standard leir6
statisztikai mutatdkkal jellemeztiik. A csoportok kozott a vizsgdlat kezdetén, valamint 1
évvel késobb fennalld kiilonbségeket varianciaanalizissel vagy annak nem-paraméteres
megfeleldjével  vizsgaltuk attdl fiiggben, hogy fenndlltak-e az eloszlasok
jellegzetességeivel kapcsolatos feltételek. A mediator release idObeli trendjét linearis
regresszidval vizsgaltuk, amelyben magyarazd valtozéként szerepelt a betegcsoportbdl és
a mérés napjabdl képzett interakcids tényezd. Mivel egyes betegek esetében mindkét
szem adatait figyelembe vettilk, a standard hibakat az un. robusztus szamitasi
eljarassal képeztiikk, a megfigyelések betegeken beliili csoportosulasanak (nem fiiggetlen
voltanak) megfelel6 modon. A trendek linearitasat kernelstlyozasos helyi polinomialis
simitassal nyert tapasztalati trendvonalakkal valé 0Osszehasonlitds révén vizualisan
vizsgaltuk. A release szintek idGbeli (6. hétig tartd) lefutdasanak csoportok kozotti
kilonbségeit tobbszintli, random és fix hatasokat becsld linedris regresszidval elemeztiik, a
vizsgalat kezdetén mért értékre és korra korrigalva, valamint figyelembe véve a mérések
szemeken belili, és a szemek betegeken bellli csoportosulasat. A mérési alkalmak
valtozdja lehetett kategorikus (indikatorvaltozok az 1., 2. stb. mérés azonositasara) vagy
folytonos (a kezdet ota eltelt napok szama), a random hatas megjelenhetett az y tengelyi
metszéspont és a meredekség szintjén, és a modell a betegcsoport és a mérési alkalom
interakcids tényezGjét is tartalmazta, ha az szignifikans hatasu volt. Ezen opciok legjobb
modellilleszkedést biztositd kombinacidjat kerestiik meg minden mediator esetében. A
modelleket valdszerliségi hanyados-probakkal hasonlitottuk Ossze. A valtozok eloszlasat

transzformacidval kozelitettik a normalis eloszlashoz, kivéve, ha ez nem vezetett
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érzékelhetéen jobb illeszkedéshez a standardizalt maradékok eloszlasanak normalitasa

alapjan megitélve.

3.3.3. A valtozdkat a nativ mérési skalajukon értelmezett atlaguk és szérasuk (SD)
segitségével jellemeztik. Az elemzési mliveletek el6tt a keratometrids valtozok és a
konnymintakban mért medidtorok valtozdi eloszlasat ferdeségkorrekcids logaritmus-
transzformacidval kozelitettiik a normalishoz. Kétszéli paros Student-féle t-prébaval
elemeztiik 13 mediatorban és a Pentacam-bdl nyert 8 valtozdban a kiindulasi értékhez
képest a CXL kezelés utanra megfigyelt valtozasokat. Vegyes hatasmodalitasu hierarchikus
linearis regresszids modellezéssel elemeztiik a 13 mediator koncentracidja és a
Scheimpflug-kameraval nyert keratometrias mérések (ThCT, K1, K2, Rmin, KI, CKI, THA,
ISV) kozotti 6sszefiiggéseket. A mediatorok és a keratometrias valtozdk minden lehetséges
parositasara kilon modellt illesztettiink; a modelleket kontaktlencseviselésre és
konnytérfogatra korrigaltuk, valamint a mérési alkalom és a mediator-koncentracié kozotti

interakcids tényezokkel egészitettiik ki.

4. Eredmények

4.1. A mediatorok és topografias indexek kozotti asszociaciok meghatarozasa
keratoconusban
Az datlagos topografias adatok a kovetkezoek voltak: K2 : 51,7 D, SD: 4,7; Ave K: 48,2 D,
SD: 3,4; KCI: 80,7%, SD: 26,5%; KSI: 61,4%, SD: 25,5%; OSI: 9,7, SD: 4,8; CSI: 2,4,
SD: 1,5; KPI: 0,4, SD: 0,1; SDP: 4,9, SD: 1,6. A K2 10 szem esetén 45 és 52 D, mig 4
szem esetén 52 D fol6tti volt.

A mediatorok konnymintakban mért atlagos koncentracioi a kdvetkezok voltak: IL-
6: 58,8 pg/ml, SD: 162,4; IL-13: 426 pg/ml, SD: 602; CXCL8/IL-8: 699 pg/ml, SD:1632;
CCL5/RANTES: 398 pg/ml, SD:413; MMP-9: 39,6 ng/ml, SD:63,7; MMP-13: 1,1 ng/ml, SD:
0,94; TIMP-1: 38,0 ng/ml, SD: 42,0; NGF: 286 pg/ml, SD: 315; és EGF: 7972 pg/ml,
SD:7577.

Az atlagos release értékek a konnymintakban a kovetkezok voltak: IL-6: 0,64 pg,
SD: 1,0; IL-13: 19,7 pg, SD: 33,9; CXCL8/IL-8: 9,5 pg, SD:10,2; CCL5/RANTES: 17,4 pg,
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SD:20,

8; MMP-9: 674 pg, SD:1089; MMP-13: 38,1 pg, SD: 48,0; TIMP-1: 1225 pg, SD:

1110; NGF: 10,7 pg, SD: 15,1; és EGF: 126 pg, SD:55.

Szignifikans pozitiv 6sszefliggést talaltunk a CCL5 és a CSI kozott; az MMP-13 és a

K2, Ave K és a SDP kozott; valamint az NGF és a K2, Ave K, KSI, OSI, CSI, KPI és az SDP

kozott.

Szignifikans negativ asszociacid mutatkozott az IL-6 és a KCI kozott. Kor-fliggo

kapcsolat volt megfigyelhetd az IL-13 és a KCI, KSI, OSI, KPI kozott; valamint a CXCL8 és
K2, Ave K, CSI, SDP kozott; szintén a CCL5 és a KSI kozott; illetve a MMP-13 és a CSI

kozott (1. Tablazat).

K2 Ave K [KCI KSI OSI CSl KPI SDP
IL-6 p=0,02

R 23, _ 'p<0,001 23 _ 23, _

IL-13 p=0,02 230<0.001 p=0,02 p=0,02
CXCL8 'p=0,001

®p=0,045 |*p=0,03 s ®p=0,04
(IL-8) p=0,001
CCL5

233=0,04 p=0,04
(RANTES)
MMP-13 |p=0,002 |p=0,002 12p=0,002 p=0,01
NGF p=0,001 |p=0,001 p=0,02 p=0,04 p=0,01 p=0,03 p=0,001
1. tadblazat: Szignifikans asszociaciok a mediatorok (interleukin (IL)-6, IL-13, CXCL8

(IL-8), CCL5 (RANTES), matrix metalloproteinaz (MMP-13), idegi névekedési faktor
(NGF)) release értéke és a topografias adatok kozott (legmeredekebb tengely
mentén mért toréerd (K2), atlagos K érték (Ave K), Klyce/Maeda Keratoconus Index
(KCI), Smolek/Klyce Keratoconus Sulyossagi Index (KSI), Oppozicios Szektor Index
(OSI), Kdzpont/Kornyék Index (CSI), Keratoconus Predikcios Index (KPI), a cornea
korrigaltuk; a modellek az életkor és a mediator kozotti interakcids tényezot is
tartalmazzak, ha annak hatésa szignifikans. '19 évre specifikus; 230 évre specifikus;
343 évre specifikus; vastagon szedett betiik a negativ korrelaciét jelentik; ahol nem

talaltunk szignifikans korrelaciot, ott Gresen hagytuk a cellakat.
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4.2. Mediatorok vizsgalata kontaktlencse viselés elott és utan keratoconusban
11 szem esetén kozepes foku (K2 45,0 és 52,0 D koz6tt), négy szem esetén nagyfoku
(K2>52,0 D) keratoconust diagnosztizaltunk. A K2 atlag értéke 51,5D (SD:4,7) volt. A
vizsgalatba bevont pacienseknél kontaktlencseviselés hatasara szévodmény vagy nem vart
esemény nem |épett fel.

A csoportok kozotti eltérések kontaktlencseviselés elbtt (alapértek): a keratoconusos
(I csoport) illetve kontroll csoportok (II és III csoport) kdzotti kilonbségeket vizsgalva az
alabbi eredményeket kaptuk: nem volt korcsoportbeli eltérés a keratoconusos és a kontroll
csoportok kozott, és nem volt eltérés a levett kdnny mennyiségét illetéen sem a harom
csoport kozott. Kontaktlencseviselés el6tt az MMP-9 és IL-6 release értéke 2x, CCL5 3x, IL-
13 4x és a PAI-1 7x volt magasabb, mig a t-PA a keratoconusos csoportban 25% volt (az
atlagértékek alapjan) a kontrollokhoz viszonyitva (a két kontroll csoportot egybevonva),
azonban statisztikailag szignifikans értéket nem ért el tekintettel a viszonylag alacsony
esetszam melletti nagy szorasra. Kontaktlencseviselés el6tt az EGF release szignifikansan
alacsonyabb volt a keratoconusos csoportban a kontrollhoz viszonyitva (p=0,03).

A linearis trendek kozotti €s a kontaktlencse viselés hatasara bekdvetkez0 eltérések az
egyes csoportok kozott az els6 6 hétben: keratoconusban emelkedd linearis trend volt
megfigyelhetd a vizsgalt idoszakban MMP-9 (p=0,07), EGF (p=0,04) és CXCL8 esetén
(p=0,01). Hasonlo emelkedés volt megfigyelhet6 MMP-9 (P=0,04), MMP-13 (p=0,002), IL-
6 (p=0,04) és CXCL8 (p=0,001) esetén a III csoportban (RGP lencsevisel6 kontroll).
Lagylencseviselésnek (II csoport) nem volt szignifikdns hatasa a vizsgalt mediatorokra.
Szignifikans kiilonbség volt kimutathatd a vizsgalt idGtartamra vonatkozo linearis
valtozasokra vonatkozdan az RGP lencseviseld conusos (I csoport) és az RGP lencseviselo
ametrop csoport (III csoport) kézott MMP-13 (mindkettd esetén emelkedett, de a III
csoport kifejezettebben (p=0,01)) és TIMP-1 vonatkozasaban (csokkenés az I csoport és
novekedés a III csoport vonatkozasaban (p=0,02)). Mindezek mellett szignifikans
kilonbség volt mérhetd az RGP lencsét viseld keratoconusos (I csoport) és a lagylencsét
visel6 ametrop (II) csoport kozott MMP-9 (csokkenés a II és novekedés az I csoportnal
(p=0,03)) és a CXCL8 (cstkkenés a II és ndvekedés az I csoport esetén (p=0,02))
vonatkozasaban. Hasonld szignifikans kilénbséget talaltunk az ametrop RGP lencsevisel6k
(III csoport) és az ametrop lagylencse viselok kozott (II csoport) MMP-9 (p=0,02), CXCL8
(p=0,002) és MMP-13 (p=0,002) vonatkozasaban, mely az RGP lencse hatasanak

tulajdonithatd és nem a keratoconus okozza.
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Az MMP-9 release a 6. héten (p=0,0001) és a NGF a 10. percben (P=0,01) magasabb,
mig a 2. héten az NGF release alacsonyabb (p=0,04) volt a keratoconusos csoportban,
mint a lagylencse viseloknél (II csoport). Keratoconusban az MMP-13 és a NGF release a
2. héten (p=0,01 mindkét esetben) és a 6. héten (p<0,0001, p=0,02) alacsonyabb volt,
mint az RGP lencse viselok esetén, hasonldan a masodik héten mért IL-6 és CXCL8
(p<0,0001 mindkét esetben) és a minden vizsgalati idopontban kapott PAI-1 (p=0,02)
értékekhez. Ezzel szemben a TIMP-1 release (p=0,02) magasabb volt, mint az RGP lencsét
viselok esetén, de csak 10. és 30. percben.

Vizsgalatunkban nem mutatkozott kiilonbség egy év lencseviselést kovetben a
keratoconusos (RGP lencseviselOk) és az ametrop (lagylencse viseld) csoport kozétt. Az
egy éves kontroll alkalmaval gydijtott kdnnymintak esetében a keratoconusos 5 darab
mintabdl csak harom, mig a levett 13 darab kontroll konnymintabdl csak 10 volt
értékelhetd. Az ezekbdl nyert adatok alapjan csdkkenés volt kimutathaté a TIMP-1 (a
kiindulasi érték kozel felére) és a PAI-1 kapcsan (elérte a kimutathatdsagi kiiszobot a
keratoconusos lencseviselok esetében), mig ndvekedés volt tapasztalhatd a IL-6 release

esetén (4x) a keratoconusos csoportban szemben a kontrollal.

4.3. CXL mediatorokra kifejtett hatasanak vizsgalata keratoconusban

A rovid tava eredményeket a 1. abra mutatja a CXL utani 38. napig. A gydjtott
kdonnymintak mennyisége (p<0,0001) és a legvékonyabb cornea vastagsag (p=0,0005)
szignifikansan nott 4 nappal a kezelés utan. A fokozott konnyezés ellenére, a beavatkozas
utan 4 nappal statisztikailag erGsen szignifikans novekedést talaltunk az IL-6 és CXCL8
(p<0,0001) koncentracidjaban, a CXL el6tti szintekhez képest. Az IL-13 (p=0,01), IL-17A
(p=0,001), y-INF (p=0,02), CCL5 (p=0,001), MMP-13 (p=0,02), EGF (p<0,0001), NGF
(p=0,01) és PAI-1 (p=0,001) koncentracidja szignifikansan csokkent a kezelés elGtti
értékekhez képest. Nem tudtunk szignifikans valtozast kimutatni a MMP-9, TIMP-1 és t-PA

esetén.

A CXL-t kovetben 38 nappal levett konnymintakban egyik mediator

Yav4

értékekhez képest, és a 2 perc alatt gy(ijtott kdnnymintak mennyisége lecsokkent a CXL
elotti szintekre. A legvékonyabb cornea vastagsag viszont szignifikansan csokkent

(p<0,0001) a CXL el6tt mért vastagsagokhoz viszonyitva.
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A 2. és 3. tablazatban lathatdk a Pentcamos mérések és a mediator koncentraciok
adatai a CXL kezelést kovetbéen 6 és 12 honappal. 6 hdénappal a beavatkozas utan
szignifikans csokkenést talaltunk a ThCT és ISV (p=0,03 és p=0,0005) esetén, az Rmin
pedig szignifikansan nétt (p=0,007). A 12 honapos méréseknél az Rmin ismét ndvekedést
mutatott a CXL el6tt mért alap értékekhez képest (p=0,0004), a K1, a KI és az ISV pedig
csokkent (p=0,0045, p=0,0005, p=0,002). A 6 honapos kontroll alkalmaval vett mintakban

szignifikdnsan nott a t-PA koncentracidja (p=0,023), és 1 évvel a kezelés utan szignifikans

YEV4

Megvizsgaltuk a linearis Osszefiiggéseket a tomografidas adatok és a mediatorok
koncentracioi kozott. 3 hdénap utan a KI negativan korrelalt az IL-17A-val (p=0,002) és az
MMP-13-mal (p=0,01), szintén negativ korrelacid volt az IHA és az IL-17A (p=0,016)
valamint az EGF (p=0,032) koz6tt. 6 hénap utan a CKI és az ISV szignifikansan pozitivan
korrelalt az IL-17A-val (p=0,001 és p=0,016); a CKI az IL-13-mal (p=0,002); a ThCT a IL-
13-mal (p=0,01). 1 év utan negativ korrelacio volt a ThCT és az IL-6 (p=0,005), IL-13 (p=
0,017), IL-17A (p=0,049), y-INF (p=0,017), CCL5 (p=0,02) és PAI-1 (p=0,011) kozott.
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1. abra: A cornealis kollagén cross-linking kezelés rovid tava hatasa a
konnyben lévo mediatorok koncentracidjara. a.: az interleukin(IL)-6 és IL-8 (CXCL8)
koncentracidja novekedett 4 nappal a kezelés utan; b.: a matrix metalloproteindaz (MMP)-
9, plazminogén aktivator inhibitor (PAI-1), IL-17A és interferon gamma (INFy)
koncentracidjaban a kezelés utani 38. napig nem mutathatd ki valtozas, a kiindulasi
értékekkel dsszehasonlitva; c.: a szOveti plazminogén aktivator (tPA), RANTES (CCL5),
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MMP-13 és idegi novekedési faktor (NGF) koncentracidja enyhén emelkedett 1 hénappal a
kezelés utan, a kiindulasi értékekkel osszehasonlitva; d.: a metalloproteinaz-1 szoveti
inhibitor (TIMP-1), IL-13 és epidermalis novekedési faktor (EGF) koncentracidja enyhén
csokkent 1 hoénappal a kezelés utan, a kiindulasi értékekkel Osszehasonlitva; e-f.: a

gydjtott kdnnymennyiség és a legvékonyabb cornea vastagsag rovidtavu valtozasai.
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IL-6 IL-13 | IL-17A | INFy CCL5 CXCL8 | MMP-9 | MMP- | TIMP-1 tPA PAI-1 EGF NGF
(pg/ml) | (pg/ml) | (pg/ml) | (pg/ml) | (pg/ml) | (pg/ml) | (ng/ml) ( 1/3 . (ng/ml) | (pg/ml) [ (ng/ml) [ (ng/ml) | (pg/ml)
ng/m

CXL 22,0 253,6 849,2 136,5 525,7 871 54,2 108,9 166,9 977 1,11 11,91 19,7
elott | (25.3) | (205,4) | (710,2) | (201,9) | (427,5) (583) (105,1) | (76,3) | (543,8) | (1425) (0,89) (11,7) (16,6)
6 30,0 212,0 850,7 122,2 620,2 1089 67,3 133,2 203,8 *1843 1,38 7,95 23,3
hénap | (358) | (103,5) | (555,3) | (117,5) | (506,5) | (1155) | (119,8) | (80,6) | (509,0) | (2157) (1,11) (5,9) (18,7)
12 **14 9 249,9 872,6 204,1 455,1 **688 50,0 108,6 85,6 729 1,08 7,70 17,1
hénap | (28,8) | (327,2) | (864,8) | (424,5) | (416,2) (394) (96,8) (69,0) | (163,5) | (1314) (0,93) (7,4) (13,6)

Y&yl

CCL5=RANTES; MMP=matrix metalloproteinaz; TIMP=metalloproteinaz szoveti inhibitor; tPA=szbveti plazminogén aktivator;
PAI=plazminogén aktivator inhibitor; NGF=idegi névekedési faktor, EGF=epidermalis ndvekedési faktor. *= p<0,05 —sszignifikans

valtozas az alap és 6 honapos adatok kozott; **= p<0,05 —szignifikans valtozas az alap és 12 honapos adatok kozott

K1(D) | K2(D) | Rmin ThCT ISV IHA KI CKI
(mm) | (um)

. 47,0 52,1 5,69 435,4 116,3 42,0 1,31 1,08

CXL elott (4 4) (5,4) ©6) | (559 | 41 | @38 | ©13) | (0,07
; 47,3 52,4 *5,74 *424,7 *112,6 38,6 1,31 1,31
6honap | (46) (5,4) 06) | 74 | (474 | @21 | (0149 | (014
; **46,7 51,7 **5,83 444,2 **107,9 36,4 **1,29 1,29
12honap | (3 (4,9) ©7) | 61,8 | (599 | 280 | (013) | (0,14)

3. tablazat: A Pentacamos mérések eredményeinek (atlag, (szoras)) hosszi tavia valtozasa. K1, K2=a leglaposabb és

legmeredekebb tengelyben mért tér6erd; Rmin=minimum radiusz; ThCT=Ilegvékonyabb cornea vastagsag; ISV=Felszini Variancia

&4

p<0,05 —szignifikans valtozas az alap és 6 honapos adatok kozott; **= p<0,05 —szignifikans valtozas az alap és 12 hdnapos adatok

kozott



5. Megbeszélés

A keratoconus etioldgidja, csakigy, mint a progressziét elorejelz6 faktorok
nem kelléen ismertek (Jun 2011, Balasubramanian 2012). A betegségre jellemzd
cornedlis szOveti degradacio kapcsan szamos gyulladasos mediator expresszalddhat
mint a proinflammatdrikus citokinek, sejtadhézids molekuldk és MMP-k, melyek
valtozasa a konnyfilmbdol non-invaziv modon vizsgalhatd (Kao 1982, Zhou 1998,
Abalin 2000, Kenney 2005, Lambiase 2005, Lema 2005, Mackiewicz 2006, Maier
2007, Lema 2009, Balasubramanian 2010, Balasubramanian 2012). A réslampaval
vizsgalhatd klinikai jelek mellett a cornea topograf és tomograf szamit a standard
vizsgaloeszkoznek a  keratoconus felismerésében,  klasszifikacidjaban  és
nyomonkovetésében (Klyce 1984, Maeda 1994, Smolek 1997, Rabinowitz 1998,
Kranitz 2012, Szalai 2012).

A MMP-k és az ezeket gatld kiilonb6z6 TIMP-ek citokinek és novekedési
faktorok hatasara szekretalddnak és az extracellularis matrix fehérjéinek
degradacidjaban vesznek részt (Kao 1982, Zhou 1998, Mackiewicz 2006).
Vizsgalatunkban erdsen pozitiv korrelaciét talaltunk a keratoconus sllyossaga és az
MMP-13 szintje kozott. Ezzel ellentétben az MMP-9 és a TIMP-1 esetében nem
tudtunk kimutatni dsszefiiggést, ami jelezheti szamunkra, hogy mas MMP-k vagy mas
enzimek még fontosabb szerepet jatszanak a keratoconus molekularis
mechanizmusaban, s6t az aktudlis enzimaktivitdasa 6nmagaban is befolyassal bir.

A keratoconus patogenézisében a cornedlis beidegzés zavaranak is szerepet
tulajdonitanak, és legjobb tudasunk szerint a kénny NGF szintjét keratoconusos
betegek kdnnyébdl munkacsoportunk vizsgalta elészor (Bonini 2000, Brookes 2003,
Lee 2005, Niederer 2008, Lambiase 2011). Az NGF valamennyi életkorban
szignifikdnsan pozitivan korreldlt a vizsgalt 8 topografias indexbdl 7-tel. Ez a
megfigyelés alatamasztja az NGF jelentoségét a keratoconus patofizioldgidjaban és
Ujabb vizsgalatok elvégzésére 0©sztondz a betegség progresszidjaban betoltott
esetleges szerepére vonatkozdan.

Az IL-6 és a KCI kozott negativ korrelaciét taldltunk, azonban a K2
viszonylatadban nem tudtunk kimutatni szignifikdns Gsszefiiggést. Ugy tlinik, hogy az

MMP-k és a citokinek aktivan egyiittm{ikddnek, minthogy az IL-6 szamos MMP
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termelodését stimuldlja (Balasubramanian 2012). Az IL-13 és a keratoconus
sulyossaga - kilondsen 30 év felett — és a topografias indexek progresszidja és a
CXCL8 kozott negativ korrelaciét mutattunk ki. A CCL5 kemokin pozitivan korrelalt a
CSI-vel és 30 év folott negativan korreldlt a KSI-vel. Eletkortdl fiiggd asszociaciokat
talaltunk az IL-13, CXCL8, CCL5 és az MMP-13 esetében. Mindezek alatamasztjak a
betegség stadiumanak és az életkornak a jelentGségét. Kapott eredményeink jelzik,
hogy néhany mediatornak kilénb6z6 hatasa van a betegségre az életkortdl és a
betegség stadiumatdl fliggden. Vizsgalatunk limitacidja a paciensek kis létszama, és
az a tény, hogy a bevont betegek foként kozepesen sulyos keratoconusban
szenvedtek, igy nem volt minden stadium egyenl6en reprezentalva. Szintén nem
zarhatjuk ki annak a lehetGségét, hogy mas mediatorok is szerepet jatszanak a
keratoconus patofizioldgidajaban, valamint a medidtorok forrasat és konnybeli
aktivitasat nem vizsgaltuk. Szamos Uj korrelaciot sikeriilt azonban kimutatnunk, mely

tovabbi vizsgalatok alapjaul szolgalhat.

A keratoconussal kapcsolatos intenziv klinikai és alapkutatasok ellenére a
ismert és nem egyértelmi. Az RGP kontaktlencsék a keratoconusban jellemz6
latasproblémak korrigalasanak rutinszerlien alkalmazott alternativai, melyek az
életminéséget javitjdk (Ridley 1956, Rabinowitz 1998). Moon és munkatarsai
ramutattak, hogy a cornea egyes felszini valtozasai keratoconusban a
kontaktlencseviselésének hatasara alakulnak ki (Moon 2006). Hwang kdzleményében
érdekes mddon nem valdszinlisitett ok-okozati Osszefliggést az RGP
kontaktlencseviselése és a betegség progresszidja kozott (Hwang 2010), mivel a
lencseviselés el6tt és egy éves viselés utan (lencse levétele utan egy draval) késziilt
tomografias leletek alapjan javulast tapasztaltak, holott a szaruhartya vastagsaga
csokkent szemben a nem lencseviseld kontroll keratoconusos betegekével.
Keratoconusos betegekben Ujonnan illesztett kontaktlencseviselés hatasardl és a
mediatorok szintjének idObeli alakulasardl prospektiv vizsgalatok eddig nem
szllettek. Vizsgalatunk megerésiti azt a hipotézist, miszerint a kontaktlencse viselés
hatasara szamos mediator szintje megvaltozik a kénnyfilmben a lencse anyagatdl és

a cornea patoldgiajatol fliggden. A kontaktlencseviselés kapcsan egyes mediatorok

29



szintjének megvaltozasa felveti annak a lehetéségét, hogy a kontaktlencse 6nmaga is
szerepet jatszik a keratoconus patogenézisében. Eredményeink szerint az MMP-9, az
EGF és a CXCL8 keratoconusban kontaktlencse viselés utan megemelkedett, az NGF,
TIMP-1 és a PAI-1 pedig ezzel egyidejlileg lecsokkent, melyek feltételezhetoen
cornedk fo jellemzoje. A mediatorok idGbeli valtozasa alatamasztja azt az elképzelést,
mely szerint a citokinek, enzimek és azok inhibitorai kdzotti egyensuly felbomlik, ami
fontos szerepet jatszhat a keratoconus progresszidjaban.

Kimutattuk, hogy az RGP kontaktlencsék hordasa emelkedett MMP-9 és MMP-
13 szinttel jar mind keratoconusos betegeknél, mind a kontrolloknal, kilondsen, ha
lagy kontaktlencsét visel6kkel hasonlitjuk 6ssze. Mindez jelzi, hogy maguk az RGP
lencsék okoznak emelkedett MMP szintet, és nem maga a betegség. Ezt nem egy
primer jellemzGje a keratoconusnak, hanem az RGP kontaktlencse okozta
masodlagos hatds. Szemben mas szerzokkel (Fini 1998; Zhou 1998; Kenney 2005)
Lema és munkatarsai szignifikdnsan magasabb értéket talaltak olyan keratoconusos
betegeknél, akik egyaltalan nem, vagy a vizsgalat el6tt egy hétig nem hordtak
kontaktlencsét, mely megallapitassal jelen tanulmanyunk 6sszhangban all (Lema
2009). Lema masik kozleményében kontaktlencseviselés hatasat vizsgalta
keratoconusos és kontroll myopias betegeken, kutatasaik alapjan mindkét csoportban
emelkedett MMP-9 értékeket tapasztaltak, azonban szemben eredményeinkkel
kizdrélag a kontroll csoportban irtak le szignifikdns emelkedést (Lema 2008).
Mackiewicz és munkatarsai kontaktlencseviseléstol fliggetlenil vizsgaltak az MMP-13
szintjét keratoconusban, ami eredményeinkkel ellentétben, emelkedettnek bizonyult
(Mackiewicz 2006). Vizsgalatunkban a TIMP-1-release még magasabb is volt
keratoconusban az RGP kontaktlencse illesztését kdvetd korai szakaszban, azonban a
linearis trend hat hét alatt megfordult: azaz lecsokkent keratoconusban és
megemelkedett a kontrolloknal. Ennek az RGP kontaktlencse okozta valtozasnak
keratoconusban nagy jelentdsége van, hiszen a degradalé enzimek emelkedése és a
velejard regulatorikus/gatld mediatoroknak a csdkkenése az egyensuly felborulasat
jelzi, és igy a betegség progresszidjat befolyasolhatja. Keratoconusban a PAI-release
sokkal jobban csokken, mint az ammetrop kontrolloknal, olyannyira, hogy 1 évvel a

kontaktlencse illesztése utdan mar nem tudtuk kimutatni. A PAI MMP-9 aktivaciot
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okoz, igy hianyanak jelent0sége lehet, mivel az extracellularis matrix degradaciod
mértéke valtozhat. Eddig a PAI-t kontaktlencse viseléssel kapcsolatban nem
vizsgaltak, és keratoconusban sem tanulmanyoztak konnymintakbdl. Sajnos a
tudtunk az RGP kontaktlencse illesztése utan 1 év elteltével kdvetni.

Kontaktlencseviselést megel6zéen a keratoconusos csoport kdnnymintaiban
magasabb IL-6 release volt mérhetd, mint a kontroll csoport esetében. A
kontaktlencsék fizikai jelenléte, kiilonosen az RGP lencséké, mechanikai irritaciot
okoz, mely kdvetkezményesen megemeli a gyulladasos mediatorok szintjét (Schultz
2000, Efron 2007). Kutatasunk soran szignifikans IL-6 emelkedést tudtunk kimutatni
RGP kontaktlencse viselését kdvetoen. Ezzel ellentétben egyetlen vizsgalt gyulladasos
citokin szintje sem emelkedett meg lagy kontaktlencse viselés hatasara. Az, hogy az
RGP kontaktlencse okozta megemelkedett IL-6 szint elégséges-e ahhoz, hogy a
keratoconus hosszU tavd progresszidjat befolyasolja, még nem ismert. Noévekvo
linearis trendet mutattunk ki CXCL8 tekintetében nemcsak RGP kontaktlencsét viseld
keratoconusos betegeknél, hanem RGP lencsét visel6 kontrolloknal is.

Az epidermalis és idegi novekedési faktor a konny fizioldgias Osszetevije. Az
NGF segiti a cornea idegeinek funkcidjat és a beidegzés zavara segitheti a
keratoconus kialakulasat (Lambiase 2005). Magasabb koncentraciot szaraz szemli
kontaktlencse viselOk esetén mutattak ki a kdvetkezményes krénikus gyulladas miatt,
keratoconusban azonban csokkent szintrél szamoltak be (Lambiase 2005, Liu 2009).
RGP kontaktlencse viselése vizsgalatunkban nem valtoztatta meg az NGF release-t
keratoconusos betegek konnyében, azonban ha az ametrop, RGP kontaktlencsét
viseld kontrollokkal hasonlitottuk a betegeket 0Ossze, akkor 2 és 6 héttel a
kontaktlencse viselés elkezdése utan az NGF release szignifikansan alacsonyabb volt
keratoconus esetén. Kontaktlencse viselése elott keratoconusban szignifikansan
alacsonyabb EGF szintet mértiink, amely mellett szignifikdnsan névekvo linedris
trendet mutattunk ki 6 héten at. A kontrolloknal hasonld valtozas nem volt
megfigyelhetd. A rigid lencsék viselése keratoconusban olyan mértékd,
valodszinlisithetden mechanikai hatassal bir a cornealis epitheliumra, hogy az mar az
epidermalis ndvekedési faktor emelkedett szintjében is megmutatkozik. Vizsgalatunk

fo limitacidja a kis betegszam, és az a tény, hogy nem tudtunk minden betegtdl egy
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éven keresztiil konnymintat gydjteni (mivel a betegek egy része nem jott vissza
kontroll vizsgalatokra; cornedlis cross-linking kezelés tortént, ill. a kontaktlencse

viselést felfliggesztették a betegek).

Legjobb tudasunk szerint a cornealis kollagén cross-linking kezelés kénnyben
lévé mediatorokra kifejtett hatasarél eddig nem torténtek vizsgalatok. A CXL
morfoldgiai regresszids hatasat korabban mar leirtak, azonban ez az els6 olyan
kutatds, mely nagyszamlU mediatort vizsgal CXL kezelés utan (Wollensak 2003,
Raiskup-Wolf 2008, Koller 2009, Vinciguerra 2009, Asri 2011, Greenstein 2011, Hersh
2011, Brooks 2012, Greenstein 2012, Kranitz 2012, Mazzotta 2012). Vizsgalatunk
soran keratoconus esetén végzett CXL kezelést kdvetden 8 darab Pentacam-os index
keresztiil. A cornea sebgyodgyulasi és szOvetujjaépitési folyamataiban a citokinek,
kemokinek, enzimek és novekedési faktorok fontos szerpet toltenek be, mivel
iranyitjdk a sebgydgyulast, apoptodzist, sejtosztodast és migracidt, fizioldgias és
patoldgias folyamatokban egyarant. Ennek a biomarkerekbdl allo komplex halézatnak
a szerepldi befolyasolhatjak a CXL kezelés hatasat.

A vizsgalatunk soran tapasztalt javulas a K1, KI, ISV, ThCT és Rmin esetén
egybevag azokkal a korabbi tapasztalatokkal mely szerint a CXL hatdsara a cornea
alakja szabdlyosabb lesz, igy a kezelés egy hatékony eljaras.

A hamfosztott cornea CXL kezelése azonnali, nagyszami mediator
felszabadulasaval jar és fliggetlen a beavatkozas hosszutavu hatasatol, hiszen a
corneat ér6 mechanikai (ham eltavolitas), kémiai (riboflavin alkalmazasa) és a fizikai
(UVA besugarzas) stressz kovetkezménye. A CXL-t kovetd kifejezett konnyezés
ellenére az IL-6 és CXCL8 koncentracidja szignifikdnsan megemelkedett 4 nappal a
kezelést kovetden (p<0,0001), mely a gyulladasos sejtek gyors aktivalodasat jelzi. A
beavatkozas utani 4. napon szignifikdnsan megnétt ThCT értéket mértink
(p=0,0005), de ez a duzzadas dramaian lecsokkent a 38. napra (p<0,0001). A CXL
kezelést kovetd korai posztoperativ szakra jellemz6 cornea 6déma mar ismert
jelenség (Wollensak 2007). Az er0s kdnnyezés okozta higulas miatt szamos mediator
koncentracidja szignifikdnsan esett. A CXL a kollagén molekuldk kozotti

keresztkotések kialakitasaval csokkenti a keratoconus progresszidjat. Bar a kezelés
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teljes patofizoldgidja még tisztazatlan, a korai klinikai romlas és a mediatorok
szintjének atmeneti valtozasa egybesik a hameltavolitas és re-epitelizacid
valamint az Uj kollagén szintézisével (Wollensak 2007, Mazzotta 2008, Greenstein
2011). Az UVA sugarzas a cornea kiils6 rétegében lévo keratocitdk pusztulasat
okozza. Ismert tény, hogy nem lehet keresztkotéseket |étrehozni a keratocitak
karositasa nélkil (Asri 2011). A sejt nekrdzis erds gyulladasos valaszt valt ki, mely
egyltt jar szdmos mediator, koztiik kemokinek felszabadulasaval. A CXL-t kdveto
korai szakban extrém magas IL-6 és CXCL8 értékeket mértiink, melyek jelentds
szerepet jatszanak a cornedlis epitelidlis sebgyogyulasban a gyulladasos sejtek
odavonzasaval, hiszen a karosodott sejtek eltavolitdsaval megvédik a szoveteket egy
tulzott gyulladasos reakcid rombold hatasatdl (Ebihara 2011). A CXL-t kovetden a
cornedlis szOvetek gyorsan regeneralddnak, a posztoperativ negyedik napra a
hamhiany teljesen begydgyul (Mazzotta 2008). A re-epitelizacidt kovetden, tovabbi
szovetatalakulas jatszédik le, mely sordn a kovetkezd hdénapokban Uj keratocitak
vandorolnak a cornea centrumaba. A CXL utani korai posztoperativ szakban, 38
nappal a kezelést kovetéen, a mediatorok koncentricidéja és a levett kénny
mennyisége visszatért a kezelést megel6z6 szintre. A cornea stromajanak
regeneracidja a kezelést kdveté masodik és harmadik honap kozott indul meg és
altaldban a hatodik honapra be is fejezédik (Mazzotta 2008).

Az IL-6 koncentraciojanak csokkenése (p=0,005) 12 hoénappal a kezelést
kovetben megegyezik mas tanulmanyok eredményével. Vizsgalatunkban ezen tdl
sikerllt egy erés negativ korrelaciot kimutatnunk az IL-6 és a ThCT kozott egy évvel
a CXL utan. Ugyanekkor szignifikAns csokkenést tapasztaltunk a CXCL8 esetében,
mely alatamasztja azt a feltevést miszerint a citokinek és a kemokinek fontos
szerepet jatszanak a keratoconus patomechanizmusaban és hogy a CXL kezelés
befolyasolhatja a gyulladasos valaszt. A CXL-t kovet6 IL-6 és CXCL8 csdkkenése a
cornea szempontjabdl pozitiv valtozasok lehetnek, mivel a eredményeink azt
mutatjak, hogy ezek szintje az egészséges kontrollok esetében szignifikansak
alacsonyabb a keratoconusos betegekhez képest. Mindez jelezheti a cornea
stabilizalodasat és lehetséges szerepiket a betegségben. A hosszutavu
asszociaciok analizise kapcsan forditott dsszefliggést mutattunk ki a ThCT és a y-
INF kozott. Az IL-13 alapvetd szerepet jatszik a T2 valasz erésitésében, igy ennek a
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citokinnek a csokkent szintje felveti, hogy keratoconusban a Ty2 valasz is médosult
(Jun 2011). A bér fibroblasztjainak IL-13 altal torténd stimulalasa a kollagén | és i
fokozott produkciojat eredményezi (Bhogal 2008). Az IL-17 elsédlegesen a Tyl7
limfocitak altal termelt citokin, mely szintén képes a fibroblasztok stimulalasara,
azonban a szoOveti degradaciot okozd proteazok és citokinek termelésének
stimulalasara is (Qiu 2009). Kutatasunkban az IL-13 és IL-17 tobb topografias
ertékkel mutatott szignifikans hosszutava asszociaciot (ISV, CKIl, ThCT). Negativ
korrelaciot talaltunk a CCL5 és Kl kozott a kezelés elétt, majd a ThCT-vel 1 évvel a
CXL kezelés utan, mely felveti a CCL5 jelentéségét a keratoconus patogenézisében.

A MMP-k szekréciojat citokinek és novekedeési faktorok befolyasoljak, és a
konny emelkedett MMP szintje keratoconusban jelzi, hogy a szoveti lebont6
folyamatok szerepet jatszanak a cornea fokozatos elveknyulasdban (Lema 2005 és
2009, Balasubramanian 2012). A MMP-k és a citokinek egymassal torténé
interakciéja komplex halozatot alkot, melynek része az IL-6 altal torténé MMP-9 és
MMP-13 stimulacidé (Balasubramanian 2012). A t-PA aktiv formaja a plazminogént
plazminn& alakitja, mely szamos extracellularis komponens degradéacidjaért felelés
és aktivalla az MMP utvonalat is. A kilonb6zé TIMP-ek és a PAI-k pedig
szabalyozzak a MMP-ket és a PA-kat, gatolva ezt a kaszkad rendszert, és
végeredményképpen ezzel befolyasoljak a keratoconus progressziéjat. A PAI-1 gént
szamos novekedési faktor és citokin befolyasolja, és a t-PA enzimek aktivacioja
gatléan hat ra. Vizsgalatunk soran CXL kezelést kovetéen 6 honappal és 1 évvel
szignifikansan emelkedett t-PA-t és forditott asszociaciot mutattunk ki a ThCT és a
PAI-1 koz6tt. Emellett negativ korrelaciot talaltunk kezelés elétt majd 3 honappal a
CXL-t kovetéen az MMP-13 és a KI kozott. A TIMP-ek a kilonb6z6 MMP-k
természetes inhibitorai, azonban a korabbi kozlések ellentmondéak a keratoconusos
corneak TIMP-1 expresszigjat illetéen (Kenney 2005, Matthews 2007, Pannebaker
2010, Balasubramanian 2012). Vizsgalatunkban mi nem tudtunk
korrelaciot/asszociaciét kimutatni a MMP-9 és a TIMP-1 vonatkozasaban, mely
jelezheti, hogy mas MMP-k és ennek megfeleléen mas enzimek sokkal fontosabb
szerepet jatszhatnak a CXL kezelést koévetd molekularis folyamatokban, és az
aktualis enzimaktivitas szintén befolyasolja a végsd hatast. A keratocitak TIMP-3 éltal
indukalt apoptézisat a TIMP-1 eddigi tudasunk szerint gatolhatja, igy az a



megfigyelésink, miszerint a TIMP-1 koncentracioja nem valtozik CXL kezelés utan,
elényos is lehet a keratoconusos betegeknél (Matthews 2007).

A CXL kezelés utan az idegi regeneracié nagyon gyors, gyakorlatilag teljes hat
honap utan (Wollensak 2007). Vizsgalatunkban a korai posztoperativ periddusban,
amikor a reepitelizacios folyamat zajlik, enyhén emelkedett NGF szintet tudtunk
kimutatni, azonban CXL kezelés utan hosszu-tava asszociaciot az NGF
koncentraci6jaban nem talaltunk.

Fontos megjegyezni, hogy a szteroid szemcseppek CXL utani hasznalata és
alkalmazasuk hossza is nagyban fligg az egyéni szemészeti gyakorlattdl (Hafezi
2009, Vinciguerra 2009, Asri 2011, Brooks 2012, Greenstein 2012). Mi a kezelés
utan minimum 3 honapig fluorometholone csepp hasznalatat javasoltuk, mely mellett
egy esetben sem mértink emelkedett intraokularis nyomast. A szaruhartya
vastagsagat és a ThCT terlletén mért hatsé elevaciot tartjdk a legmegbizhatébb
paraméternek a keratoconus diagnosztikajaban, valamint a CXL kezelés
hatdsossdganak monitorizadlasaban (Kranitz 2012). Jelenleg a CXL kezelés hosszu
tavd hatdsa még nem ismert, azonban eredményeink szerint a szteroid alkalmazasa
befolyasolhatja a CXL kezelés okozta valtozasokat (Raiskup-Wolf 2008, Asri 2011).
Vizsgalatunkban a ThCT nem csokkent 1 évvel a kezelés utan, melynek okéat tovabbi
tanulmanyokban kell meghatérozni.

A vizsgalat limitacidja, hogy a CXL kezelés utani allapotokat a kezelés elbtti
allapottal, illetve egészséges kontrollokkal hasonlitottunk dssze. Idedlis lehetett volna
ugyanazoknak a betegeknek a nem kezelt, ugyanolyan sulyossagu szemeét,
ugyanolyan szamban 6sszehasonlitani a keratoconusos kezelt szemekkel, mivel egy
potencialisan progressziv betegségrél van sz0. Azonban progresszid észlelése
esetén beavatkozas tortént volna, igy hosszu tava eredményeket csak korlatozott
szamban nyerhettink volna. Kimutattuk, hogy a keratoconus sulyossagaval a
mediatorok asszocialnak, de nem tisztazott, hogy mely proteinek tudnak
megkulonboztetni a progredialé format a nem progredialétél, ahol a korai CXL
kezelésnek igen nagy jelentdsége lenne. Nagy elénnyel jarhatna, ha megértenénk,
hogy mely biomarkerek segithetnék el6 a CXL kezelés hatasat. A konny vizsgalata
hasznos segitséget nyujt abban, hogy megértsik a CXL kezelés hatasara zajlo
molekularis mechanizmusokat és a multiplex tipusi meghatarozas idedlis a

konnymintakbol torténé biomarker meghatarozashoz.
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6. Az uj eredmények osszefoglalasa

I. Szamos korrelaciot mutattunk ki konnybdl kimutathatd kiilonb6z6 mediatorok
(IL-6, IL-13, CXCL8, CCL5 (RANTES), MMP-13 és NGF) és tobb topografias index (K2,
AveK, KCI, KSI, OSI, CSI, KPI, SDP) kozott, melyek felvetik a mediatorok szerepét a
keratoconus patogenézisében. Adatainkbdl arra kovetkeztethetiink, hogy néhany
mediatornak a keratoconus sulyossagatol és az életkortdl fliggden, kiilénb6zo hatasa

van.

II. Igazoltuk, hogy szamos mediator (IL-6, CXCL8, MMP-9, MMP-13, TIMP-1,
NGF, EGF és PAI-1) szintje megvaltozik a keratoconusos betegek kdnnyében RGP
kontaktlencseviselés hatasara, és a kilonb6z0 mediatorok bonyolult egyensilyanak

megbomlasa hatassal lehet a keratoconus progresszidjara.

III. Kimutattuk, hogy szamos mediator, igy citokinek (IL-6, CXCL8/IL-8,
CCL5/RANTES, IL-13, IL-17A, yv-INF), enzimek (MMP-13, t-PA, PAI) valamint
novekedési faktorok (EGF, NGF) koncentracidja szignifikdnsan megvaltozik a
konnyben CXL kezelés utan, és ezen valtozasok egyitt jarnak a keratoconusos
cornedk alakjanak valtozasaval. Feltételezhetd, hogy ezek a kdnnybdl kimutathatd

valtozasok befolyasolhatjak a kezelés hatasat.

7. Summary of new results

I Several correlations were observed between the mediators (IL-6, IL-13,
CXCL8, CCL5 (RANTES), MMP-13, NGF) and the topographic indices (K2, AveK, KCI,
KSI, OSI, CSI, KPI, SDP) suggesting possible roles in the pathophysiology of
keratoconus. Our data indicate that some mediators have different effect on the

severity of disease depending in an age-dependent manner.
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II. We have confirmed that many secreted mediators (IL-6, CXCL8, MMP-9, MMP-
13, TIMP-1, NGF, EGF, PAI-1) being altered in the tears of keratoconic patients
wearing RGP CLs, and a complex imbalance of various mediators that may have an

impact on the development of the disease.

III. We have reveals that many mediators incuding cytokines (IL-6, CXCL8/IL-8,
CCL5/RANTES, IL-13, IL-17A, y-INF), enzymes (MMP-13, t-PA, PAI) and growth
factors (EGF, NGF) being altered in the tears of keratoconic patients after CXL with
concomitant changes in the shape of KC corneas. These alterations detected in tear

samples may have an impact on the effect of this treatment.

8. A tudomanyos eredmények hasznosithatésaga

A keratoconus fiatal felnGtteket érint6 betegség, mely napjainkban is a szaruhartya
atiltetés egyik vezet6 indikacioja. Mivel a szemfelszin valtozasa hatassal van a konny
Osszetételére, és ezen valtozasok pedig visszahatnak a szemfelszinre, igy kinalkozik
az a lehet6ség, hogy a keratoconus patofizioldgidjanak vizsgalatara a szemfelszint
borité kdnnyet hasznaljuk fel.

Keratoconusos betegek konnyében szamos mediator szintjének valtozasat
mutattuk ki, ami jol haszndlhatd a betegség sllyossaganak kovetésében és
segitséget nyujthat a betegség progresszidjanak megértéséhez. J6vobeli
vizsgalatoknak kell tisztaznia, hogy a kdnnyfilmben megtalalhaté mediatorok komplex
halozatbdl mely altalunk vizsgalt, illetve egyéb komponenseknek van szerepe a
betegség etiopatogenézisében, valamint, hogy a valtozasoknak van-e patofizioldgiai
jelentdsége.

A mediatorok pontos szerepének tisztazasa elengedhetetlen, és fontos lenne
az altalunk talalt valtozasokat egy nagyobb betegszamu kutatassal igazolni, hogy a
keratoconus patomechanizmusat pontosan tisztazzuk, valamint a kontaktlencse és a
CXL kezelés okozta eltéréseket jobban feltarjuk. Vizsgalataink felhivjak a figyelmet a
jovébeli Klinikai és alapkutatasok fontossagara, magaba foglalva a kilénb6z6
kontaktlencsék toleralhatésaganak vizsgalatat is. A jovdbeli vizsgalatok CXL kezelés

megkezdése elbtt meghatarozhatjadk azokat a faktorokat, melyek a kezelés
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eredmeényességét javithatjak vagy ronthatjak. Mindemellett olyan vizsgalatokra is
szikség lenne, melyek a keratoconus kilonbdzé stadiumaiban hatarozzak meg a
mediatorok valtozasanak hatasat. Mindezek segithetnének abban, hogy a patolégias
cornedlis elvéknyulast helyileg tudjuk gatolni, illetve a beteg személyreszabott
kezelést kaphasson.

Fontos hangsulyozni, hogy vizsgalataink megvilagitjdk azt a tényt, miszerint
szamos mediator - tobbek kozott citokin, novekedési faktor és enzim - jatszik

alapvet6 szerepet a keratoconus bonyolult molekularis folyamataban.
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9. Osszefoglalas

A keratoconus (KC) az egyik leggyakrabban el6forduld cornealis ektazia melynek
szamotteve kozegészségiligyi vonzata van. Kivaltd okai széleskorliek és a cornedlis
inflammatdrikus citokinek, sejt adhézids molekulak matrix metalloproteinazok. A KC-s
betegek latdsanak javitasara rutinszerlien hasznalt rigid gazpermeabilis
kontaktlencsék (KL) nagyon jo alternativat kinalnak és javitjdk az életmindséget. A
KL-k azonban a cornea felszinének mechanikai irritacidjat okozzak, igy
A cornealis kollagén cross-linking (CXL) eljarassal csokkenthetd a KC progresszidja,
igy nagyobb szamban kertilhet6 el a szaruhartya atiiltetés.

Prospektiv vizsgalatokat végeztiink a DEOEC Szemklinikan, melyek soran KC-s
betegek konnymintaibdl IL-6, IL-13, CXCL8/IL-8, CCL5/RANTES, MMP-9, MMP-13,
TIMP-1, NGF, EGF, t-PA, PAI-1, IL-17A, INFy szinteket hataroztunk meg, abbdl a
célbol, hogy nagyobb raldtast kapjuk a KC patogenezisére; KC-os betegek
kdnnymintaiban lév0 mediatorok megvaltozott szintjét feltarjuk; informaciét nyerjiink
a KL viselés hatasairdl; meghatarozzuk a konnyben lév6 mediatorokra kifejtett
hatasat a CXL kezelésnek és Osszefiiggéseket keressiink az ezeket kiséré cornedlis
valtozasokkal.

Szamos Osszefiiggést mutattunk ki a mediatorok és a topografias indexek kozott,
volt a betegség sulyossagatol és az életkortdl fliggéen. Megallapithatjuk, hogy a KL
viselés befolyasolja a KC-os betegek konnyében mért mediatoroknak szintjét és a
dinamikajat, és a mediatorok idobeli valtozasa alatdmasztja azt a feltételezést,
miszerint az egyensuly a citokinek, enzimek és azok inhibitorai kdzott felborul, és ez
a valtozas fontos szerepet jatszhat a betegség progresszidjaban. CXL kezelést
kdvetden a konnyben mért mediatorok valtozasa egyiitt jar a topografias indexek
modosulasaval, ravilagitva arra a tényre, hogy szamos mediator szerepet jatszik a

CXL-et kovetd komplex folyamatokban. Tovabbi kutatasok sziikségesek a
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biomarkerekkel kapcsolatban, annak érdekében, hogy a CXL kezelés hatékonysagat
modosito szerepiiket megismerijk.

Vizsgalatunk az els0 lépés annak érdekében, hogy a keratoconusban tapasztalt
medidtorok valtozasat megértsiik, mely segithet a betegség aktivitdsanak
kdvetésében és nagyobb ralatast adhat a progresszidra vonatkozoan. Mindez terapias
és prevencids egyéni kezelésekhez szolgaltathat alapot, ami a betegek érdekeit

szolgalja.

10. Summary

Keratoconus (KC) is the most common primary corneal ectatic disease which has
considerable importance on public health. KC is a disease with multivariable origin,
and the degradation of stromal collagen is accompanied by expression of several
mediators including pro-inflammatory cytokines, cell adhesion molecules, and matrix
metalloproteinases. RGP contact lenses (CL) are the routine alternative for adequate
correction of the visual impairment in KC and improving the quality of life. As CLs
provoke mechanical irritation of the corneal surface, the effect of contact lens wear
on the pathophysiology of the disease still remains unknown and ambiguous.
Corneal collagen crosslinking (CXL) is a procedure to mitigate the progression of KC
and reduce demand for corneal transplantation.

Prospective studies were performed at the Department of Ophthalmology, and the
levels of IL-6, IL-13, CXCL8/IL-8, CCL5/RANTES, MMP-9, MMP-13, TIMP-1, NGF,
EGF, t-PA, PAI-1, IL-17A, INFy were determined in tears from patients with
keratoconus to expand our knowledge on the pathogenesis of KC; to reveal
alterations among the mediators in the tears of patients with KC; to get more
information on the effect of CL wear and; to determine the effect of CXL on tear
mediators in patients with KC and analyze associations with corneal changes.

We have confirmed several correlations between the mediators and the topographic
indices suggesting their roles in the pathophysiology of KC. Our data indicate that
some mediators have different levels depending on the severity of the disease in an
age-dependent manner. We conclude that contact lens wear can influence the levels
and dynamics of various mediators in the tears of keratoconic patients and the time

course of levels of the mediators support the concept that there is an imbalance
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between cytokines, enzymes and their inhibitors, and this imbalance can play an
important role in the progression of the disease. Alterations of mediators in tear fluid
after CXL associate with topographic changes highlighting the fact many mediators
are involved in the complex mechanisms after CXL. Further studies on biomarkers to
investigate their effect on the efficacy of CXL are needed.

This study is a first step toward the establishment of understanding the changes in
mediator concentration in KC providing a useful tool for monitoring the severity of the
disease and possibly giving a better insight into the course of the progression of the
disease. This may allow improved therapeutic and preventive individual treatment

modalities, serving for the good of the patients.
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