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Roviditések jegyzéke

4E-BP1=EIF4EBP1- Eukaryotic translation initiation factor 4E-binding protein 1; Eukariéta

transzlacios iniciacios faktor 4E-kot6 fehérje 1

ADAM-TS13 - ADAM Metallopeptidase with Thrombospondin Type 1 Motif; von-Willebrand

faktor hasito protedz

AMBP - Protein AMBP; AMBP fehérje

ANOVA - Analysis of variance, varianciaanalizis

ARTN - Artemin; Artemin

BNP/NPPB - Natriuretic peptides B; Pitvari natriuretikus peptid B
BUT - Tear film break-up time, Kénnyfilm felszakadasi id6

CAS5A - Carbonic anhydrase 5A, mitochondrial; Karbonat anhidraz 5A, mitokondridlis
CASP-8 - Caspase-8; Kaszpaz-8

CCD - Charge-coupled device; Toltés csatolt eszkdz

CCL23 - C-C motif chemokine 23; C-C motivumos kemokin 23
CCL3 - C-C motif chemokine 3; C-C motivumos kemokin 3
CD40-L - CD40 ligand; CD40 ligand

CEACAMS - Carcinoembryonic antigen related cell adhesion molecule 8; Karcinoembrionilis

antigénhez kapcsolédod sejtadhézios molekula 8

CV - Coefficient of variation; Variacios koefficiens

CVD - Cardiovascular disease; Kardiovaszkularis betegség

DECR1 - 2,4-dienoyl-CoA reductase, mitochondrial; 2,4-dienoil-CoA reduktdz, mitokondrialis
DED - Dry eye disease; Szaraz szem szindréma

ECM-Extracelullar matrix; Extracellularis matrix



EGF- Epidermial growth factor; Epidermalis novekedési faktor

EN-RAGE=S100A12 - Protein S100-A12; S100-A12 fehérje

FCGR2B - Fc fragment of IgG receptor llb; IgG Fc fragmens alacsony affinitasu receptora
FGF-19 - Fibroblast growth factor 19; 19-es fibroblaszt novekedési faktor

FGF-23 - Fibroblast growth factor 23; 23-as fibroblaszt novekedési faktor

GIF - Gastric intrinsic factor; Gyomor intrinsic faktor

GLO1 - Glyoxalase I; Glikoxaldz 1

GO - Gene ontology; Gén ontoldgia

GPC - Gel permeation Chromatography; Gélpermedaciés kromatografia

HGF - Hepatocyte growth factor; Hepatocita novekedési faktor

HPLC - High-performance liquid chromatography; Nagy teljesitmény folyadékkromatografia
ICC - Intraclass correlation coefficiens; Osztalyon beliili korrelacids egylitthato

IL - Interleukin; Interleukin

IL-1 alpha - Interleukin-1 alpha; Interleukin-1 alfa

IL-10 - Interleukin-10; Interleukin-10

IL1ORA - Interleukin-10 receptor subunit alpha; Interleukin-10 receptor alfa alegység
IL15RA - Interleukin-15 receptor subunit alpha; Interleukin-15 receptor alfa alegység
IL17C - Interleukin-17C; Interleukin-17C

IL-18 - Interleukin-18; Interleukin-18

IL-2 - Interleukin-2; Interleukin-2

IL-20 - Interleukin-20; Interleukin-20

IL20RA - Interleukin-20 receptor subunit alpha; Interleukin-20 receptor alfa alegység

IL22RA1 - Interleukin-22 receptor subunit alpha-1; Interleukin-22 receptor alfa-1 alegység



IL-24 - Interleukin-24; Interleukin-24

IL2RB - Interleukin-2 receptor subunit beta; Interleukin-2 receptor béta alegység
IL-6 - Interleukin-6; Interleukin-6

IL-8 - Interleukin-8; Interleukin-8

INT - Interferometry; Interferometria

IOP - Intraocular pressure, Intraokularis nyomas

KGF - Keratocyte growth factor; Keratocita novekedési faktor

LEP — Leptin; Leptin

LoA - Limits of agreement; Egyez6ségi hatarérték

LTMH - Lower tear meniscus height; Alsé kdnnymeniszkusz magassag

MARCO - Macrophage receptor; Makrofag receptor

MAPK - Mitogen-activated protein kinase; Mitogén-aktivalt protein kinaz
MCP-1=CCL2 - Monocyte chemotactic protein 1; Monocita kemotaktikus fehérje 1
MCP-3=CCL7 - Monocyte chemotactic protein 3; Monocita kemotaktikus fehérje 3
Meib - Meibography; Meibografia

Meibl - Meibography inferior; Alsé (szemhéj) meibogréfia

Meib$S - Meibography superior; Felsé (szemhéj) meibografia

MMP - Matrix metalloproteinase; Matrix metalloproteinaz

MMP-1 - Matrix metalloproteinase-1; Matrix metalloproteindz-1

MMP12 - Matrix metalloproteinase-12; Matrix metalloproteinaz-12

MT - Megbizhatésagi tartomany

nanoLC-MS - Nanoscale liquid chromatography coupled to tandem mass spectrometry;

Nanoméreti folyadékkromatografiaval kapcsolt tomegspektrometria

NEMO=IKKBG - NF-kappa-B essential modulator; NF-kappa-B esszencialis modulator
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NF-kappa-B - Nuclear factor kappa B; Nuklearis faktor kappa B

NGF - Neural growth factor; Neuralis névekedési faktor

NIBUT - Non-invasive tear film break-up time; Nem invaziv konnyfilm felszakadasi id6
NPX - Normalized protein expression; Normalizalt expresszids egység

OCT - Optical coherence tomography; Optikai koherencia tomografia

OSCAR - Osteoclast-associated immunoglobulin-like receptor; Oszteoklaszt-asszocialt

immunglobulin-szer( receptor

PARP-1 - Poly [ADP-ribose] polymerase 1; Poli [ADP-ribéz] polimeraz 1

PDGF - Platelet-derived growth factor; Trombocita eredetl névekedési faktor
PEA - Proximity extension assay

PIgR - Polymeric immunoglobulin receptor; Polimer immunglobulin receptor
PRELP - Prolargin; Prolargin

QC - Quality control; MinGségellendrzés

gPCR - Real-time polymerase chain reaction; Kvantitativ polimerdz lancreakcid
REN — Renin; Renin

SD - Standard deviation; Standard deviacio

SOD?2 - Superoxide dismutase [Mn], mitochondrial; Szuperoxid-dizmutaz [Mn],

mitokondrialis

SPON?2 - Spondin-2; Spondin-2

STAM - Signal transferring adapter molecule; Jelatvivé adapter molekula

TBUT - Traditional tear film break-up time, Hagyomanyos konnyfilm felszakadasi id6
TFOS-DEWS - Tear Film & Ocular Surface Dry Eye Work Shop

TGF-beta-1 - Transforming growth factor beta-1; Transzformalé novekedési faktor béta-1

THPO — Thrombopoietin; Trombopoetin



TNF - Tumor necrosis factor; Tumor nekroézis faktor

TNFRSF10A - Tumor necrosis factor receptor superfamily member 10A; Tumor nekrézis

faktor receptor szupercsalad 10A tagja

TNFRSF11A - Tumor necrosis factor receptor superfamily member 11A; Tumor nekrdzis

faktor receptor szupercsalad 11A tagja

TNFSF14 - Tumor necrosis factor ligand superfamily member 14 - Tumor nekrézis faktor

ligand szupercsalad 14. tagja
TNFa - TNF-alfa, Tumor nekrdzis faktor alfa

UGGT1 - UDP-Glucose Glycoprotein Glucosyltransferase 1; UDP-gliikdz glikoprotein gliikozil-

traszferaz 1



1. Bevezetés és irodalmi attekintés
1.1. A konnyfilm

A stabil preokuldris konnyfilm az egészséges szem egyik jellemzbje, ez képezi a
latérendszerbe bejutd fény elsédleges toréfeliletét [1], valamint védi és hidralja a
szaruhdrtyat [2, 3]. A konnyfilmnek harom rétegét — két fazisat - kilonboztetjik meg [4]: a
szemfelszint boritd mucinréteg csokkenti a hamsejtek feltételezett hidrofdb jellegét, a vizes

réteg lubrikdlja a szemfelszint, tdpanyaggal latja el és antibakterialis hatdsu, a lipidréteg

«ses

A szem nyitott allapotaban a koénnyfilm hdrom teriilet kozott oszlik meg, a fornikus
terliletben -amely magdba foglalja a fornixot és a retrotarzdlis teret-, a
kdnnymeniszkuszokban és preokularisan. A preokularis konnyfilm az a teljes
konnykomponens, ami a szem szabad felszinén teriil el [6]. A cornedlis és conjunctivalis
epitélsejtek apikalis felszinén olyan transzmembran mucinok taldlhatéak, melyek a viz
adhézids fesziiltségét novelve segitik a konny szemfelszinen valé terjedését [7]. A szemhéjak

zarddasa biztositja a konny egyenletes eloszlasat és a konnyelvezet6 csatornaba jutasat [8].

Termelés szempontjabdl négy konnytermelési format kiilonboztettek meg: a bazalis/alap
szekréciét, amit “nyitott-szemd” konnyfilmnek is nevezhetiink, adllandé kopenyként vonja be
a szemfelszint. Szaraz szem szindroma (DED) esetén a bazalis szekrécid zavart szenved. A
reflexes szekrécié a szemfelszin ingerlésére (pl. hagymapdara) vagy a neuronalis reflexiv
ingerlésére (pl. tlUsszentést kovetve) termelédik. Az érzelmi koénnyek is stimuldcidra
termel6dnek, azonban ebben az esetben érzelmi stimulacidé hatdsdra. Zart szemhéj sordn
“zart-szem(” konnytermelésrél beszélhetiink, mely pl. alvds soran termelddik, gy(jtése

kozvetlenil ébredéskor lehetséges [9].

Az oxigén, a metabolitok és az elektrolitok mellett a konnyfilm antimikrobialis peptideket,
fehérjéket és oldhaté immunglobulinokat tartalmaz, amelyek védik a szemfelszint a
fert6zésekt6l. A konnyet, mint testfolyadékot, széles korben vizsgdljdk a szembetegségek
diagnosztizalasara [10]. A konny teljes fehérjekoncentraciéja korilbelil 10 mg/ml, ami

hozzdvetGlegesen hétszer kisebb mint a vérszérumban lév6 fehérjéké [11]. A konnyben



taldlhatdé fehérjék, kis szerves molekuldak, metabolitok, elektrolitok és lipidek potencialis

biomarkerek lehetnek szemészeti és szisztémas betegségekben is [12—-14].

1.2. A konny képalkotd vizsgalata

A konnyfilm szerkezetének feltardsara az irodalomban kilénféle mddszerekkel
taldlkozhatunk, a hagyomanyos, fluoreszceinnel festett konnyfilm felszakadasi id6é (TBUT) és a
Schirmer teszt alkalmazdasatol [15], a fluoreszceinnel festett szemfelszin rotatoros Scheimpflug
képalkotd vizsgdlatan at (Pentacam, Oculus, Németorszag) [16] a szimultdn fluoreszceinnel
festett szemfelszin videds felvételéig, melyet a konnyfilm lipid rétegének képalkotd

vizsgalatdval kombinalhatnak [17].

A konnyfilm lipid rétegét els6sorban a Meibom mirigyek szekretdljdk, mely minden
pislogaskor a fellleti fesziiltségnek megfelelGen keril a konnyfilmre fontos szerepet jatszva a
konnyfilm stabilitdsdban [18]. A pislogasok kdzott a konnyfilm elvékonyodasa -mely leginkabb
az evaporacié eredménye [19]-, tobb kilonbo6z6 vizsgdlattal is megfigyelhet6 [20]. A Meibom-
mirigy diszfunkcidjanak gyanuja esetén meibografia (Meib) végezhetd, azonban a megfeleld
diagnozis feldllitasahoz tovabbi vizsgalatokra (pl. interferometria) és ezek egyuttes
értékelésére lehet szlikség [21]. A kilonb6z6 pontozasi skaldk, mint példdul a meiboscore,
praktikusak és megbizhatéan hasznalhatdak a klinikai gyakorlatban a magas ismételhet6ség
miatt [22]. A meibografia hagyomanyos technikaja a szemhéjak bels6 oldalanak fehérfény-
atvilagitasa és fekete-fehér film, infravoros film vagy kozeli infravords toltéscsatolt eszkoz
(CCD) videdkamera alapjan torténé képalkotasa. A technoldgiai fejl6édés megkdnnyitette a
meibografidt a szdmitogépekhez csatlakoztatott, korszer(ibb, LED (fénykibocsaté didda) alapu,

multifunkcionalis eszk6zok hasznalataval [21].

A lipidréteg interferometriai (INT) technikdkkal vizsgdlhaté [23]. Az interferenciaképek
szinét és fényességét elemezve a lipidréteg vastagsagat kapjuk meg, mely 15 nm és 157 nm
kozott van, atlagosan 42 nm [23]. Nemrégiben Uj eszkozoket fejlesztettek ki az INT mérésére,
pl. Tearscope Plus’; TearScience®; LipiView®. A Tearscope Plus’ szélessavi megvildgitassal
képezi le a kénnyfilm lipidrétegének dinamikajat [18, 24]. A LipiView® (TearScience Inc.,
Morrisville, NC) a szemfelszini interferométer segitségével kivald szinmegjelenitést és

képmindséget nyujt és potencidlisan el6nyds eszkdz lehet a klinikai gyakorlatban [18, 25].



Goto és mtsai. algoritmust generdltak a DR-1 a konny interferencia kamerahoz (Kowa, Nagoya,
Japan) a lipidréteg vastagsaganak mérésére [26, 27]. A lateralis nyirdson (lateral shearing)
alapulé interferométer is alkalmazhatd kutatdsi célokra, mely gyors Fourier-transzformaciot

alkalmaz a konnyfilm fellleti egyenetlenségeinek elemzésére [21].

A konnyszekrécios rataval egyenesen aranyos az alsé konnymeniszkusz magassag (LTMH)
[28]. Az LTMH mérése kvantitativ értékelést ad a konny vizes fazisardl. A konnytartalom
tobbségét a meniszkuszok tartalmazzak, amely a fels6 és az alsé szemhéj azon peremrésze
ami taldlkozik a bulbaris conjunctivaval [29]. Ez a leginkdbb direkt eljards a konnyfilm
térfogatdnak vizsgalatdra [30, 31]. Az LTMH el6nye, hogy a kdnnymeniszkusz az alsé szemhé;j
felett konnyen lathatd, ezdltal vizsgdlhatd. Az LTMH mérésének hagyomanyos mddja egy
mikrométeres skdldval elldtott résldampds vizsgdlat; illetve résldampdval készitett eliilsé
szegmentum fényképeken torténd objektiv elemzés. Az LTMH mérésének tovabbi mddszerei
kdzé tartozik az optikai koherencia tomografia (OCT), a fundus kamera és a Tearscope® (Keeler,
Windsor, Egyesiilt Kiralysag). Az OCT egy képalkoté mddszer, amely a szévetekbdl visszavert
fény mennyiségén alapul. A funduskamera képeket készit a szem eliilsé felliletérél [32]. A
Tearscope” késziilék fehérreflex visszaver6déses maddszerrel készit fényképeket, melyeket

szakemberek elemeznek [33].

A konnyfilm stabilitasat a konnyfilm- felszakadasi idével mérjik (BUT). Bar a non-invaziv
konnyfilm felszakadasi id6t (NIBUT) egyre szélesebb kdrben alkalmazzak, a TBUT tovabbrais a
leggyakrabban alkalmazott teszt [21]. A TBUT kivitelezése nem bonyolult, azonban a
kiértékelése nem egyszerl a teszt kivitelezésének szamos variacidja miatt [34]. Az
ismételhetGség javitdsa céljabol szamos megkozelités javasolt, ugymint a tobbszori mérés
atlagoldsa, a felhasznalt fluoreszcein mennyiségének minimalizaldsa vagy a festés teljes
elhagydsa [24]. Ez utdébbi megkozelités vezetett a NIBUT-hoz. A NIBUT sokféleképpen
mérhet6. A megvilagitott rdcsminta konnyfilmrél vald visszaver6désének megfigyelése
alkalmazhaté a NIBUT mérésére, azonban a torzulds elsé jelének értékelése tovabbra is
szubjektiv lehet. A modernebb megolddsok magukban foglaljdk a Placido korong-elv(
képelemzést bizonyos tipusu szaruhartya topografiai rendszerekkel. Automatizalt értékelési
technikak is elérhet6k a konnyfilm-stabilitas vizsgalatara, pl. a Keratograph (Oculus, Wetzlar,
Németorszag). Ez az eszkdz nagysebességli videokeratoszkdpiaval érzékeli és lokalizalja a

konnyfilm-felszakaddsanak idejét, megbecsiilve a kép kozepétdl sugariranyban észlelt gydrik
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szOrdsat. Downie és munkatarsai az E300 Corneal Topographer (Medmont International Pty
Ltd., Victoria, Ausztrdlia) felhaszndldsaval a konnyfilm fellletének minéségi felszakadasi id6
mérését olyan algoritmussal értékelik, amely excessziv mozgassal tavolitja el a képeket és

érzékeli a szempilldk miatt megjelend arnyékokat [21, 35].

Az Gjdonsagnak szamité LacryDiag® (Quantel Medical, Franciaorszag) nev( eszkéz szdmos
nem-kontakt vizsgalattal diagnosztizdlhatja a DED-t, példaul az LTMH, a fels6é (MeibS) és az
alsé (Meibl) szemhéj meibografidja, az INT és a NIBUT (1. abra). Az eszkdztaraban szerepel
még szamos mas lehetGség, amely kiegészité vizsgdlatként szolgalhat, pl. blepharitis és
demodex képalkotds, kot6hartya-vorosség, festés (szaruhartya, kot6hartya és szemhéjszél),

pupillometria, white-to-white mérés és cornea topografia. A muiszer nyuljtotta vizsgalati

lehetdségek a “Betegek és modszerek” fejezetben keriilnek részletesen ismertetésre.

1. Abra Interferometria, alsé kénnymeniszkusz magassdg (a), nem-invaziv kénnyfilm felszakaddsi id6 (b) és felsé szemhéj
meibogrdfia (c) LacryDiag® miiszerrel [36].

Szaraz szem szindroma

A DED egy vilagszerte el6forduld gyakori szemészeti betegség, a szem felszinének krénikus,
tobbtényezds eltérése. A rendellenesség kapcsan nem képzddik j6 minbségl vagy elegendd
mennyiségl konny a szem hidratdlasahoz. A DED a kovetkez6 kategéridkba sorolhaté:
csokkent konnytermeléssel jard szdraz szem (vizhianyos) és a konnyfilm fokozott
elparolgdsaval jaro szaraz szem, amelyet hiperevaporativ tipusként ismerink. A betegek 10%-
anak van vizhidnyos DED-je, és tobb, mint 80%-uk szenved a Meibom mirigy diszfunkciéhoz
(MGD) kapcsolédd hiperevaporativ tipusban, vagy a kett6 kombinaciéjdban [37-39]. A
betegség jellemzGje a konnyfilm instabilitasa, hiperozmolaritasa, gyulladasa és a szemfelszin

kdvetkezményes kdrosodasa. A 2017. évi Tear Film & Ocular Surface Dry Eye Work Shop (TFOS
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- DEWS) Il a kovetkez6képp definidlta a DED-et: , A szdraz szem olyan multifaktorialis
szemfelszini betegség, amelyet a konnyfilm homeosztazisanak elvesztése jellemez
szemtiinetekkel tarsulva, amelyben a konnyfilm instabilitdsa és hiperozmolaritasa, gyulladas
és szemfelszini elvaltozdsok, valamint neuroszenzoros rendellenességek jatszanak etioldgiai
szerepet” [40]. A feln6tt népesség globalis prevalencidja az Egyesiilt Allamokban 5-7%, mig a
Tavol-Keleten és Afrikdaban 30-50% [41]. Az eurdpai prevalencia a spektrum kozepén
helyezkedik el [30, 42—-44]. A szaraz szem egyidejlileg fellépé tlinetei (vorosség, égé érzés,
fényérzékenység és tulzott konnyezés) a betegek szemészeti szakemberhez forduldsanak
egyik leggyakoribb okai. A betegség leginkabb a k6zépkoru és az id6sebb korosztalyt érinti, de
az el6fordulds novekszik a fiatalok korében is [31, 40, 45]. Ennek kdvetkeztében a latasélesség
csokkenhet, a szubjektiv életmin6ség és a munkahelyi produktivitds is csokken [31, 46]. Ezen
fenti okok miatt kulcsfontossagu, hogy a szemészek megbizhatd diagnosztikai médszerek
segitségével ismerjék fel a DED jeleit, valamint a betegkdvetés sordn monitorozni tudjak a

célzott terapia hatasossagat.

1.3. A konny proteomikai vizsgalata

Mdszeres vizsgalatok

A modern proteomikai technikdk [nagy hatékonysagu folyadékkromatografias (HPLC)
és tomegspektrometrids vizsgalatok] érzékenysége tobb mint 1500 fehérje azonositasat tette
lehet6évé [47]. Ezen fehérjék csoportosithatdak a szérumban is detektdlhatd fehérjékre; csak
a konnyben lév6 fehérjékre; valamint a konnyben és epitél sejtekben is azonosithato
fehérjékre [48]. A tomegspektrometridan alapulé proteomika fejlédése hatalmas
lehet6ségeket nyitott meg a fehérjék Uutvonalainak, kolcsonhatdsainak, molekularis
strukturdinak és aktivitasainak, valamint az él6 rendszerekben zajlé szamos bioldgiai

folyamatnak a megértésére [49, 50].

A HPLC és a gélpermedcios oszlop (GPC) kombindacidja a fehérjéket molekulatomegiik
alapjan kaloniti el [51, 52]. Lin és mtsai nevéhez flizodik a Raman-alapu diagnosztikai technika
kidolgozdsa, mely sordn a szaruhdrtya-fekély vizsgalata szemészeti folyadékok elemzésével
torténik. A Raman-spektroszképia jol bevalt technika a molekularis ujjlenyomatok

meghatdrozasara kilonb6z6 terlleteken. A Raman-spektroszkdpia tovabbfejlesztett
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valtozata, a fellleti megerGsitett Raman-spektroszkdpia képes rendkivil kis mennyiségl

molekuldk kimutatasara, akdr egy-molekulaszinten is [53-55].

A tomegspektometrids vizsgalatok nemcsak a konny atfogd jellemzését teszik lehetévé
hatékonyan, hanem az adatgy(jtés multiplex jellege miatt betekintést nydjthat a biolégiai
valaszok kulcsfontossagl mediatoraiba és a szemfelszin allapotaba is [56]. A nanoméreti
folyadékkromatografidval kapcsolt tomegspektometria (nanolLC-MS) fejlédése, amely a
magasabb dinamikai tartomanynak és szenzitivitasnak koszonhet6en lehetévé teszi a tobb,
mint 1000 fehérje azonositasat, tovabb konnyiti a biomarkerek kutatasanak lehetdségét [57].
A biomarker megkonnyitheti a diagndzis megallapitasat, a progndzis becslését, az
utankovetést, valamint segitheti az Uj terdpiak kifejlesztését is [6]. A kvalitativ proteomikat -
mely a fehérje mintdaban vald jelenlétét azonositotta - a proteomikai platformok
poszttranszlaciés mdédositasok mérésére szolgalé mérémiiszerek kifejlesztésével felvaltotta a
kvantitativ proteomika [58]. A proteomika fejl6désével parallel Ujultak meg a szamitégépes
interfészek, beleértve az adatbazisokat, az adatfeldolgozé algoritmusokat és a nagy proteom-

adathalmazok adatelemzését [59].

Egyazon mintaban tobb fehérje vizsgalatahoz multiplex mddszerekre van sziikség. Ezen
madszerek alapulhatnak tomegspektrometrian, immunoldgiai detektaldson vagy kiilonb6z6
madszerek kombinaciéjan. Az immunoldgiai detektalds a legtobb esetben érzékenyebb a
tomegspektrometridhoz képest, de a tomegspektrometria dinamikai tartomdanya altaldaban
meghaladja az immunoldgiai modszerekkel elérhetdt, raaddsul ez az egyetlen torzitdsmentes

madszer [60].

A kombindlt mddszereket alkalmazé megkozelitések kdzé tartozik az antitest-alapu
kimutatas és a kvantitativ polimerdz lancreakcié (QPCR) kombindcidja. A proximity extension
assay (PEA) soran egy oligonukleotiddal jelolt antitestpar ("szonddak") kot6dhet a mintaban
lév6 célfehérjéhez. Amikor a két szonda kozel keril egymashoz, az oligonukleotidok
hibridizalédnak. A DNS-polimerizacids esemény révén Uj PCR célszekvencia jon létre, amely
lehet6vé teszi a fehérje-specifikus oligonukleotid-szekvenciak mennyiségi meghatarozasat
gPCR segitségével (2. abra). Az eredményeket normalizalt expresszids egységekben (NPX)
adjak meg, amely igy lehetévé teszi a fehérjék relativ mennyiségi meghatarozasat [61]. Ez a
modszer két, kiilon-kilon nagy teljesitményl elemzési technika kombinalasaval lehet6vé teszi

tobb fehérje relativ mennyiségi meghatarozasat nagyon kis mennyiségl (1ul) minta esetén,
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hatékony eszkozt biztositva a kis térfogatban rendelkezésre all6 testfolyadékok elemzéséhez

[62-64].

(A) Immunoassay (B) Extension (C) Preamphif

jelélt antitestpdr kotédik a célantigénhez az oldatban. B: Az egymdshoz kézel keriilt oligonukleotidok hibridizdlodnak, és DNS-
polimerdzzal meghosszabbodnak. C: Ez az ujonnal létrehozott DNS-vonalkdd darab PCR segitségével amplifikalddik. D: Az
egyes DNS-vonalkddok mikrofluidikus gPCR-rel detektdlodnak. [65] gPCR: Kvantitativ polimerdz lancreakcio

Kénnyminta vételi modszerek

A kénny minél pontosabb biokémiai vizsgdlatahoz elengedhetetlen a kdnnyminta
gylijtés maddszerének megfelel§ kivitelezése is. A kilonb6z6 kdnnyminta vételi eljarasok
befolyasolhatjak a kénnyminta mindségét, igy a proteomikai elemzés eredményét is [66]. A
konny gy(jtése kilonbdzé modszerekkel kivitelezhet6: Schirmer csikokkal, tGvegkapillarissal
vagy celluléz szivacsokkal [67—-69]. Irodalmi adatok alapjan a Schirmer csikkal, valamint az
Uvegkapillarissal végzett mintavételt alkalmazzdk leginkabb [70]. A kilénb6z6 mintavételi
eljardsok elGnyei és hatranyai ismeretében javasolt a megfelel6 moédszer kivdlasztdsa és

alkalmazasa [71].

A Schirmer tesztnél alkalmazott papircsikkal az alsé kot6hartya athajlasba helyezve
torténik a konnyminta vétel. Ezt kdvetSen pufferoldatban inkubalassal oldhatdak ki a fehérjék
és a metabolitok [72]. A celluldz szivaccsal torténé mintavételhez képest, ezzel a mddszerrel
az interleukinok (IL) nagyobb mértékl kinyerése valdsithaté meg [73]. Bar a modszer
hasznalata egyszer( elérhet6ségébdl addéddan kézenfekvének tlinhet, a mintavétel soran
el6forduld lehetséges irritaciot kovets reflexes konnyezés a minta nem kivant dildcidjat

okozhatja [74].

A celluléz szivacsok meghatarozott idGtartam alatt (altaldban 1 perc), az alsé
kot6hartya zsakba helyezve gyljtik Ossze a konnymintat. Nagy hatékonysaganak

koszonhet6en ez a mddszer alacsony konnytermelésl pdaciensek esetében is alkalmas a
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kdnnymintavételre, nem jar irritacidval és jol toleralhatd [75]. A kiilonb6z6 szivacstipusok és
extrakcids pufferek alkalmazasaval azonban a vizsgalatok direkt 6sszehasonlitdsa nehezitett,
valamint néhdany citokin mérése a szivacshoz torténd szoros kotédése miatt nehezebbé valik

[76-78].

Az (veg kapilldriscsé altali mintavétel a szem temporalis alsé meniszkuszabdl torténik,
mely iddigényes és preciz folyamat eredménye. Helytelen mintavétel soran reflexes
kdnnyezés valthato ki, és nem mindig kivitelezhet6 a klinikai gyakorlatban [76]. A gy(jthet6
mennyiség korlatozott volta miatt (5-10 ul) [79] szilikség lehet a mintdk csoportszinten torténd
elegyitésére (‘pool’-ozasara), mellyel az egyéni jellemz6k meghatarozasanak lehet&sége

elvész [80].

Sebgyogyuldsi folyamatok glaukémaban

A glaukdma Nyugat-Eurépdban a visszafordithatatlan vaksag madasodik f6 oka az
id6skori makula degeneracié utan [81], becslések szerint globalis el6fordulasi gyakorisaga a
40-80 év kozotti felnbttek korében 3,54% [82]. Az el6rejelzések szerint 2040-re a glaukdmaban
szenveddk szama vilagszerte 111,8 millidra né, mely aranytalanul nagy mértékben érinti az
azsiai és az afrikai populaciét [82]. A betegség f6bb kockazati tényezbi: az id6s6d6 populacio
novekvé életkora, az emelkedett intraokuldris nyomds (IOP), a gyulladds, a nagyfoku révidlatas
és a pozitiv csalddi anamnézis [81, 83]. Tekintettel arra, hogy a betegség pontos
patogenezisének megismerése napjainkban is szamos kutatds alapjat képezi [84], a glaukdma
progresszidjanak megel6zésére az egyetlen hatdsosnak bizonyult és daltalanosan elfogadott
kezelési forma a szemnyomas csokkentése, mely torténhet gydgyszerekkel, |ézeres
beavatkozdssal vagy m(itéti aton [81]. A kezelési irdnyelvek figyelembevétele mellett minden

beteget individualisan kell kezelni.

A trabekulektémia egy olyan miitéti eljaras, mely soran a trabekularis halozat egy részének
eltavolitasdval mesterséges csatornat képziink az eliils6 csarnok és a szubkonjuntivalis tér

kozott, ami az IOP csokkenését eredményezheti (3. abra).
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3. Abra A trabekulektémia sémds dbrdja.

A trabekulektomia hosszutavd eredményét nagymértékben befolydsolja a szdvetek
sebgydgyulasi képessége; a fokozott episclerdlis hegesedés jelenti a mltét sikertelenségének
egyik legnagyobb kockazatat [85, 86]. A sebgydgyuldsi zavar megértéséhez, esetleges klinikai
moduldlasahoz ismerni kell a gyulladdsos valasz folyamatat. A sebgydgyuldsi folyamat egy
szorosan 0sszefliggd jol szervezett kaszkad, melyben a kezdeti koagulacios és inflammatorikus
fazist proliferacids és helyreallité (remodelling) fazis kdvet [87]. A sériilt sejtekbdl felszabaduld
adenozin-trifoszfat (ATP) a sérulést kovetGen aktivaldodé molekularis mintazatokkal
apoptézist, valamint “toll-like” receptor szigndlutvonalat indukdl, mely hatdsara
proinflammatérikus citokinek termelédnek, mint IL-1a, a B és a tumor nekrdézis faktor (TNF a)
[88, 89]. Ezen molekuldk tovabbi citokinek és ndvekedési faktorok megjelenéséhez vezetnek,
lehet6vé téve a molekularis események koordinaciojat, amely a kiilénbo6z6 fazisokra jellemz6
mind a ham, mind a stromdlis rétegben. A felszabadulé matrix metalloproteazok (MMP)
hatdsara az extracelluldris matrix (ECM) atrendezédik, a fibronektin polimerizalddik,
kialakulnak a sejt-sejt kapcsolatok [90, 91]. Ezt kbvetSen a bazdlis membran kialakitdsa és a
barrierfunkcidk helyreallitdsa torténik meg, melyben szerepet jatszik a keratinocita
novekedési faktor (KGF), az epidermalis novekedési faktor (EGF), a trombocita eredet(
novekedési faktorok (PDGF), a neuralis novekedési faktor (NGF), a transzformald novekedési

faktorok és a kiilonbo6z6 citokinek (féképp IL-1, IL-6 és IL-8) [89, 92]. A sebgydgyulds egy lassu
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és hosszu, akar egy évig is eltartd remodellacios fazissal zarul, amely normalis kériilmények
kozott a megfelel6 |atashoz sziikséges gyodgyulassal végzédik [90, 91, 93]. A folyamat minden
|épése sériilhet, ami komplikaciokhoz és ezdltal nem megfelel6 eredményli sebészeti
beavatkozdshoz vezethet. A reepitelizacié jellemz6en féként a mltétet kovetéen harom-ot
napon belll kovetkezik be [94, 95], de a szovédmények késébb, akar hetekkel vagy
héonapokkal a beavatkozds utdn jelentkezhetnek. A kilonb6z6 sebgydgyulasi fazisok
molekuldris valtozasainak vizsgdlata retrospektiv médon, a klinikai gyakorlatban nem invaziv

maodon vett mintak vizsgdlataval valdsithatd meg.

2. Célkitlizések

e Kutatdsunk célja egy modern konnyfilm képalkotd eszk6z megbizhatdsaganak és
klinikai alkalmazhatdsaganak vizsgalata volt az inter- és intraobszerver kilénbségek

o0sszehasonlitasaval.

e Vizsgaltuk a hagyomanyos referencia mddszer és a modern diagnosztikai eszkoz

kiildnbségét a TBUT és a LacryDiag” késziilékkel mért NIBUT &sszehasonlitdsdval.

e A PEA mddszer alkalmazdsaval kvalitativ és kvantitativ kbnnyanalizist végeztiink nem

invazivan gy(jtott konnymintakban.

o A trabekulektémiat kovetd sebgydgyuldsi folyamatok pontosabb megértése céljabdl
mUtét utani molekularis eltérések analizisét végeztik, a lebeny komplikacidkra

fokuszalva.

3. Betegek és modszerek

3.1. Betegcsoportok
3.1.1. Betegcsoportok a képalkotd vizsgalatban

Tanulmanyunkat a Pécsi Tudomanyegyetem Klinikai K6zpont Szemészeti Klinikajan

végeztik. A vizsgdlatba bevont 50 egészséges dnkéntes (20 férfi és 30 n6) a kutatas ideje alatt,
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illetve azt megel6z6en nem szenvedett semmilyen daltaldnos vagy szemészeti betegségben,
nem viseltek kontaktlencsét, valamint nem estek at intraokularis vagy barmilyen tipusu
refraktiv mdtéten. A Helsinki Deklaracié elveinek megfelel6éen a bevonas el6tt minden
pacienst részletesen tajékoztattunk, majd irdsos beleegyezésiket kértliik a kutatasba. A

kutatas a helyi etikai bizottsag jévahagyasaval valésult meg (8362-1/2020).

3.1.2. Betegcsoportok a proteomikai vizsgalatban

A kdnnymintakat a Debreceni Egyetem Szemklinikajan trabekulektémia m(itéten atesett
glaukémas betegektdl gydjtottik. A mintavétel a Helsinki Deklaraciénak megfeleléen tortént,
a helyi etikai bizottsag jovahagyasaval (4234-2014). A bevalogatott 8 beteg (2 férfi és 6 ng)
el6zetes felvildgositast kovetben irdasos beleegyezését adta a konnyminta vételbe a
trabekulektémia el6tt (0. nap), a mitétet kovets els6 napon, masodik napon, negyedik napon,
illetve a posztoperativ harmadik hdnapban. Egy esetben 3 hdnapos mintavétel helyett 10.
hénapos mintavétel tortént. A pdcienseket retrospektiven két csoportba soroltuk:
,sz0védményekkel jaré” és ,szov6dménymentes” csoportokba attdl fliiggben, volt-e sziikség
szemnyomas csokkenté szemcsepp alkalmazasara a posztoperativ elsé évben. Harom beteg
esetében nem értiik el a cél IOP értéket a sebészeti beavatkozdassal, ezért gyogyszeres
kiegészitésre volt sziikség. A trabekulektdmiat kovetben vizsgalatba bevont betegeknél korai
posztoperativ szov6dmény nem jelentkezett. Korai posztoperativ szovédménynek a kovetkez6
eseményeket tartottuk: trabekuldris parna szivargds, alacsony szemnyomas (hipotdnia),
vérzés az ellilsé csarnokban (hiféma), chorioidealis effuzio, vérzés vagy gyulladas (blebitis,
endoftalmitisz). Kizarasi kritérium volt a kiillénb6z6 autoimmun kérképek megléte, szisztémads
gyulladasos allapotok, valamint a glaukéman kiviili egyéb szemfelszini betegség egylittes

fennallasa.
3.2.Klinikai vizsgalatok
3.2.1. Képalkoto vizsgalat
Atfogd szemészeti vizsgalatot végeztiink: latasélesség mérést kovetSen eliilsé
szegmentum réslampads vizsgdlatot, LacryDiag’-ot (Quantel Medical, Franciaorszag) és TBUT
mérést. A TBUT-t legaldbb 5 perccel a LacryDiag” vizsgalat utan hajtottuk végre [96]. Az eszkoz

altal mért LTMH, MeibS, Meibl, INT és NIBUT paraméterek megfelelnek a TFOS DEWS 2 riport

kritériumainak; ezért ezeket a nem-kontakt vizsgalatokat értékeltiik tanulmanyunkban [97].
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A LacryDiag® vizsgalatot és a TBUT mérést ugyanaz a tapasztalt vizsgald orvos végezte
minden beteg esetében. Két fliggetlen, tapasztalt vizsgald valasztotta ki és elemezte az LTMH-
t, a MeibS-t, a Meibl-t és az INT-t. A mdsodik vizsgalé egy honappal kés6ébb Ujra elemezte az
adatokat [98]. A vizsgdlat korulbeliil 10 percet vett igénybe, és egyik paciens sem panaszkodott

fajdalomrol, kényelmetlenségrél vagy lataszavarrél.

A LacryDiag® készilékkel az LTMH mérése félautomata mddon torténik. A vizsgalat
sordan a vizsgald kaliperrel méri az alsé meniszkuszban 06sszegyllt konny magassagat.

Elemzésiinkh6z 6t mérés atlagat hasznaltuk.

A Meib sordn a LacryDiag® késziilék a Meibom-mirigyek infravérods leképezését és
képelemzését alkalmazza, automatikus hatarfelismeréssel és sziikség esetén manudlis
korrekcidkkal. A technika a kiforditott szemhéj fehér fény-atvilagitdsan alapul [21]. A
félautomata mddszer sordn a m(iszer meghatarozza a mirigy veszteség szazalékos értékét,

miutan a vizsgdld manualisan jel6li ki a vizsgdlando teriletet.

Az INT a lipidréteg kvalitativ és kvantitativ elemzését jelenti. Ezzel a mddszerrel a vizes
fazis felszinén vékony rétegben kiterjed6 olajos fazis mutathatd ki [21]. Az olajos fazis
kinetikaja és reflexids mintdzata alapjan értékelhetd a lipidréteg vastagsaga. A konnyfilm ezen
rétegét tobbnyire a Meibom-mirigyek termelik [99]. A mlszer lehet6vé teszi a paciens
szemfelszinérdl készitett videdfelvételének referencia videdkkal valé Osszehasonlitasat (7

elGre elkészitett videdfelvétel).

A NIBUT a kénnyfilm stabilitdsat az evaporacié mértéke alapjan hatdrozza meg. Alapja
a szemfelszinre vetitett minta tlikr6z6désének megfigyelése [100]. A NIBUT szoftver
automatikusan észleli a pislogast, rogziti a két pislogas kozti intervallumot és kiszamolja a
NIBUT értékét. A vizsgald teendGje a felvétel megkezdésére és leadllitasara korlatozédik és
osztalyozasi feladattal sem jar. A kézikonyv szerint, ha a pislogasok kozti intervallum eléria 12
masodpercet, a felvételt le kell allitani. A statisztikai elemzéshez ordinalis skalat alkalmaztunk
a statisztikai torzitas csokkentése céljabol. A két mddszer 6sszehasonlitdsa soran a NIBUT és a
TBUT ordinalis skdla cut-off értékének szakirodalom alapjan 10 masodpercet hataroztunk meg
[101-106], azonban a NIBUT-nél 12, a TBUT-nél pedig 8 masodperces cut-off érték jobb
diagnosztikai képességet mutatott [102], ezért mindkét cut-off értékkel elvégeztik a

statisztikai szamitast.
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3.2.2. Proteomikai vizsgalat
3.2.2.1. Konnymintavétel

A nem invaziv konnygy(ijtés steril Uvegkapillaris csovekkel (VWR Ltd. Radnor, PA, USA)
tortént 2 percen keresztil az oldalsé alsd meniszkuszbdl, helyi érzéstelenités és stimulacid
alkalmazasa nélkiil [107]. Centrifugalast kovetéen (4°C-on 2,4xg-vel 10 perc) a felliliszékat ot
ul-es részekre osztottuk, mélyh(itottik és -70°C-on taroltuk az elemzésig. A kdnnyminta vételt
kdvet6en szemészeti vizsgalat tortént (latasélesség vizsgalat, szemnyomds mérés, elilsé és
hatulsé szegmentum réslampds vizsgdlata).

3.2.2.2.  Fehérjék relativ mennyiségi meghatdrozasa Proximity Extension Assay
segitségével

A PEA vizsgdlatokat az Olink Proteomics (Uppsala, Svédorszag) végezte. A gyulladasos
és kardiovaszkularis betegségek Il (CVD Il) panelek felhaszndlasaval 6sszesen 184 fehérje
relativ kvantitaldsa tortént meg. EI6z6 kutatdsaink alapjan valasztottunk ki a vizsgdlni kivant
fehérjéket. Ezek a fehérjék a gyulladdsos panelben és a CVD Il panelben voltak megtaldlhatoak,
ezért ezen két panelre esett a valasztds. Az egyes fehérjékre jellemz6 értékeket NPX
egységekben, az Olink Proteomics altal bevezetett relativ fehérje mennyiségi egységben

kaptuk meg.

3.2.2.3. Funkcionalis elemzés

A mintdk tobb mint 30%-aban kimutatott fehérjék hierarchikus klaszterezését a Gene
Cluster 3.0 (http://cluster2.software.informer.com/) programmal végeztik, valamint
hétérkép elemzést végeztiink a Java TreeView 1.1.6r4 verzidjaval [108]. A klaszterezés el6tt
nem végeztink szlrést vagy kiigazitast az adatokon, a tavolsag/hasonlésagi mértékek a
Pearson-féle korreldcion alapultak, a klaszterezés pedig teljes kapcsolatelemzéssel tortént. A
kivalasztott fehérjék haldzatat a String 10.5 programmal rajzoltuk meg alapértelmezett
beallitasok és kdzepes szigorusag mellett [109, 110] és a véletlenszer( eloszlashoz képest
nagyobb ardnyban reprezentalt, azaz feldUsulast mutatd gén ontoldgiai (GO) funkcidkat
kiemeltik. A String adatbdazis egy konnyen haszndlhatd eszkozt biztosit a fehérje-fehérje
kolcsonhatasi haldzatok elemzéséhez, és informaciét ad a fehérjék szerkezetérgl és
funkcidjardl. A statisztikailag szignifikdns valtozdsokkal rendelkez6 fehérjék esetében

Wikipathways keres6 funkcid segitségével utvonal elemzést végeztink.
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(https://www.wikipathways.org/index.php/WikiPathways). =~ Az  utvonalak  értékelése

manualisan tortént. A kutatas modszerét a 4. abra foglalja 6ssze.

Trabekulektomia Proximity Extension Assay

Olink Proteomics, Uppsala, Svédorszag

P
OO

184 fehérje relativ mennyiségi elemzése
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4. Abra A kénnymintdk proteomikai vizsgdlatdnak ésszefoglaldsa. A kénnymintavételt kévetSen a 184 vizsgdlt fehérje
mennyiségét és gyakorisdgdt lépésrél lépésre torténd eljardssal vizsgdltuk. El6szér minbségi elemzést végeztiink, majd
mennyiségi elemzés, hétérkép-elemzés, hierarchikus klaszterezés és statisztikai elemzés kévetkezett. A sz6v6dményes és a
szévédmeénymentes csoportok kbzétt megvdltozott gyakorisdgu vagy mennyiségl fehérjéket funkciondlis elemzésnek vetettiik
ala.

3.3. Alkalmazott statisztikai modszerek
3.3.1. Képalkoté vizsgalat

A statisztikai elemzést Intercooled Stata for Windows (13.0 verzid) segitségével
végeztik. Minden esetben a jobb szem vizsgélati adatait hasznaltuk fel. Leird statisztika esetén
az atlagot, a szérast (standard deviacio, SD) és az atlag 95% megbizhatdsagi tartomanyat (95%
MT) adtuk meg. Az LTMH, a MeibS és a Meibl esetében osztalyon belili korrelacids
egyutthatok (intraclass correlation coefficient - ICC) kiszamitdsa tortént a vizsgalok kozotti és
egy vizsgald két elemzése kozotti megbizhatdsag megbecsiilésére. A 0,4 alatti ICC rossz, az ICC
0,4 és 0,59 kozotti értéke kielégits, a 0,6 és 0,74 kozotti eredmény jo, valamint 0,75 és 1,0
kozotti érték kivaldo megbizhatdsagot jelez [111]. Az INT, valamint a NIBUT és a TBUT kozotti

egyetértési mutato értékeléséhez ordinalis kategoridjuk miatt sulyozott Cohen féle kappa-
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statisztikdjat alkalmaztuk. A Cohen féle kappa egyiitthato 0,2 alatti értéke alacsony, 0,21-0,40
kielégité, 0,41-0,60 mérsékelt, 0,61-0,80 lényeges és 0,81-1,0 szinte tokéletes egyetértési
mutatot jelent [112]. Bland-Altman abrazolast végeztiink a kiértékelések kozotti kiilonbségek
vizualizaldsdra és meghataroztuk az egyezdség hatarértékét (limits of agreement, LoA; atlagos
kilonbség + a kilonbség szorasanak 1,96-szorosa). Ezen diagramokon a kdzépsé vonal jelzi az
eszkdzok kozotti atlagos kiilonbséget, a felsé és az alsé vonal pedig a 95% -os LoA értékeket

[113]. A p < 0,05 értéket hataroztuk meg statisztikailag szignifikansnak.

3.3.2. Proteomikai vizsgalat

A két csoportra jellemzd atlagos NPX-értékek 6sszehasonlitdsara nem-parametrikus
Mann-Whitney U-tesztet alkalmaztunk. A statisztikai elemzést az SPSS 25.0 (IBM Inc., USA)
programmal végeztuk. A miitét sikeressége és/vagy az idd relativ fehérjemennyiségekre
gyakorolt hatasanak vizsgdlatdhoz linedris kevert modellt és varianciaanalizist (analysis of
variance; ANOVA) alkalmaztunk az R program ImerTest funkcidéjanak hasznalataval, melyet az
Olink (Svédorszag) cég végzett el [114]. Az elemzésekbe nyolc kiilénb6z6 betegtbl szarmazé
kdnnymintat vontunk be, melyeket 6t kilénb6z8 id6pontban vettiink. A 30%-nal kisebb
detektdlhatdsagu fehérjéket eltavolitottuk az elemzésbdl, igy 138 fehérje analizise tortént a

184-bél.

Az id6pontot és a szov6dményeket fix hatasként vettiik figyelembe, a vizsgalati alany
azonositéjat véletlen hatasként vettiik figyelembe. A vizsgalatba bevont betegek alacsony
szama miatt a nemek hatdsat nem vizsgaltuk. A rogzitett hatasra vonatkozd p-értékeket a
szabadsagfokok Satterthwaite-féle kozelitésével becsiiltiik és Benjamini-Hochberg mdédszerrel
korrigdltuk [115]. Minden szignifikans vizsgalat esetében post hoc tesztet végeztiink a
populacids atlag és a csoportok kozotti paros kiilonbségek becslésére. A post hoc p-értékeket

a Tukey-mddszerrel szamoltuk ki [116].

4. Eredmények

4.1. Képalkotd vizsgalat
A vizsgalt 6tven egészséges onkéntes leird adatait az 1. tablazat tartalmazza. A TBUT

mérése soran az onkéntesek 15,6%-a 8 masodperc alatt és 28,12%-uk 10 masodperc alatt volt.
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A NIBUT mérése soran a vizsgalt személyek 28,12%-a 10 masodperc alatt, és 75%-uk 12

masodperc

1. Tablazat LacryDiag ®-gal végzett vizsgadlatok leird statisztikdja [36].

alatt volt.

Kénnymeniszkusz magassag (mm)
s II. vizsgald 1. II. vizsgdld 2.
. vizsgald . ey
mérés mérés
Atlag + SD 0,19+0,01 0,21+0,01 0,20+0,01
Also hatar 0,17 0,18 0,18
95% MT
Fels6 hatar 0,22 0,23 0,22
Interferometria
L II. vizsgdld 1. II. vizsgdld 2.
. vizsgald . L.
mérés mérés
Atlag £ SD 2,82+0,18 3,04+0,14 2,92+0,16
Alsé hatar 2,45 2,76 2,59
95% MT
FelsG hatar 3,18 3,32 3,24
Alsé szemhéj meibografia (%)
I vizsgalo Il. V|zs,gajlo 1. Il. V|zs,gallo 2.
mérés mérés
Atlag £ SD 18,81+2,00 29,63+1,38 31,43+1,34
Also hatar 14,78 26,90 28,73
95% MT
Fels6 hatar 22,85 32,45 34,13
Fels6 szemhéj meibografia (%)
o, II. vizsgald 1. II. vizsgalé 2.
. vizsgald . .
mérés mérés
Atlag + SD 6,54+1,30 19,69+1,52 21,41+1,44
Alsé hatar 3,92 16,62 18,51
95% MT
Fels6 hatar 9,17 22,76 24,31

MT: Megbizhatdsagi tartomany

SD: Standard deviacio

Az LTMH esetében mind az inter- mind az intraobszerver variabilitas kivalo volt
(interobszerver ICC = 0,805; intraobszerver ICC = 0,868). Két vizsgalo kozott a Meibl ICC-érték
gyenge volt (Meibl ICC=0,464), azonban a MeibS ICC-érték jo volt (MeibS ICC = 0,666). A Meibl
és a MeibS intraobszerver variabilitasa kivald volt (Meibl ICC = 0,760; MeibS ICC = 0,771) (2.
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tablazat). Az LTMH, a Meibl és a MeibS Bland-Altman-féle diagramjai a LoA-értékek nagyfoku

variabilitdsat mutatjak a csoportok kozott (2. tablazat; 5-7. abra).

2. Tablazat Inter- és intraobszerver variabilitds az alsé kénnymeniszkusz magassdg, az also és felsé meibogrdfia
vizsgdlatdndl [36].

Konnymeniszkusz magassag (mm)

Atlag interobszerver kiillénbség -0,011
95% LoA -0,11-0,101
Interobszerver ICC 0,805
variabilitas 95% megbizhatdsagi Als6 hatar 0,68
tartomany Felsé hatar 0,884
p érték <0,001
Atlag intraobszerver kiildnbség 0,006
95% LoA -0,07-0,08
Intraobszerver ICC 0,868
variabilitas 95% megbizhatdsagi Als6 hatar 0,778
tartomany Fels6 hatar 0,923
p érték <0,001
Alsé szemhéj meibografia (%)
Atlag interobszerver kiildnbség -10,64
95% LoA -34,78-24,14
Interobszerver ICC 0,464
variabilitas 95% megbizhatdsagi Als6 hatar 0,213
tartomany Felsé hatar 0,658
p érték <0,001
Atlag intraobszerver kiildnbség -1,72
Intraobszerver 95% LoA -14,40-12,68
variabilitas
ICC 0,76

24



95% megbizhatdsagi Als6 hatar 0,610
tartomany Felsé hatar 0,857
p érték <0,001

Fels6 szemhéj meibografia (%)
Atlag interobszerver kiildnbség -12,35

95% LoA -28,35-16,01
Interobszerver ICC 0,666
variabilitas 95% megbizhatdsagi Als6 hatar 0,467
tartomany Felsd hatér 0,800
p érték <0,001
Atlag intraobszerver kiildnbség -1,61

Intraobszerver
variabilitas

95% LoA -14,40-12,79
ICC 0,77
95% megbizhatdsagi Als6 hatar 0,622
tartomany Felsé hatar 0,867
p érték <0,001

LoA: Limits of Agreement; egyez6ségi hatarérték

ICC: Intraclass correlation coefficient; osztalyon beliili korrelacids egyitthato
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5. Abra Az alsé kénnymeniszkusz magassdg mérésének Bland-Altman szerinti dbrézoldsa két vizsgdlé kézétt (a) és eqy vizsgdlo
két mérése (b) kézétt. SD= standard devidcid [36]
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atlag atlag
* kildnbség atlag * kildnbség —— atlag
--------- -1.96SD == —+1.96SD ceeeennne=1. 968D e == +1.96SD

6. Abra Az alsé szemhéj Meibom mirigy veszteség kiértékelésének Bland-Altman szerinti dbrdzoldsa két vizsqdld kéz6tt (a) és
egy vizsgdlo két mérése (b) kézétt. SD= standard devidcio [36]
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7. Abra A felsé szemhéj Meibom mirigy veszteség kiértékelésének Bland-Altman szerinti Gbrdzoldsa két vizsgald kézétt (a) és
egy vizsgalo két mérése (b) kézétt. SD= standard devidcio [36]

A két vizsgdld kozott, valamint az egy vizsgdld két kiértékelése kozott az INT
kiértékelésének egyetértési mutatdja korrekt és mérsékelt volt (INT interobszerver érték =
0,301; p = 0,0002; INT intraobszerver értéke = 0,566; p <0,001), azonban az intraobszerver
hasonlitas soran az egyetértés mutatdja magasabb volt (3. tablazat). Az INT-hez tartozé Bland-
Altman-diagramok a LoA nagyfoku variabilitdsat mutatjdk a csoportok kozott minden

paraméter esetében (3. tablazat; 8.abra).

3. Tablazat Inter- és intraobszerver variabilitds interferometria vizsgdlat soran, a TBUT és NIBUT mddszerek
Osszehasonlitdsa kiilbnb6z4 statisztikai szempontok alapjan [36].

Atlag interobszerver
-0,28
kiilonbség
Interobszerver
95% LoA -2,66 —2,38
megbizhatdsag
Kappa koefficiens 0,301
Interferometria
p érték 0,0002
Atlag intraobszerver
Intraobszerver 0,18
kiilonbség
megbizhatésag
95% LoA -1,32-1,50
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Kappa koefficiens 0,566
p érték <0,001
NIBUT cut-off 12 mp, Kappa koefficiens 0,075
Koénnyfilm-
TBUT cut-off 8 mp p érték 0,099
felszakadasi id6
NIBUT és TBUT cut-off Kappa koefficiens 0,054
(mp)
10 mp p érték 0,376

LoA: Limits of Agreement; egyez6ségi hatarérték
NIBUT: non-invasive tear break-up time; nem invaziv konnyfilm felszakaddsi id6é

TBUT: Traditional tear break-up time; hagyomanyos konnyfilm felszakaddsi id6é

mp: masodperc

as b 2
2 el it sl S 15 @ —_———————
1 L] L . 1 * * *
w 0 . - . - 0o 0'5
% 8 O . [] '] [ .
o 1 o
E, . . . . E _0,5
22 ’ 2 . .
I YO S e e Al -] - e e L
-4 . -2 . .
-5 -2,5
0 1 2 3 B 5 6 0 1 2 3 4 5 6
atlag atlag
» kilénbség atlag * kiilonbség atlag
--------- -1.96SD — —+1.96SD veeeseene =1 96SD = —+1.96SD

8. Abra Az interferometria kiértékelésének Bland-Altman szerinti dbrdzoldsa két vizsgdld kézétt (a) és egy vizsgdlo két mérése
(b) kézétt. SD= standard devidcid [36]

A NIBUT és a TBUT mddszerek 6sszehasonlitdsa soran a kiilonb6z6 cut-off értékek esetén
csekély volt az egyetértési mutatd (NIBUT cut-off 12 mp. TBUT 8 mp: kappa koefficiens =
0,075; p = 0,099; NIBUT és TBUT cut-off 10 mp: kappa koefficiens = 0,054; p = 0,376) (3.

tablazat).
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4.2. Proteomikai vizsgalat

Kénnyminta elemzés Proximity Extension Assay modszerrel

A kdnnymintakat az Olink Proteomics (Uppsala, Svédorszag) PEA-val elemezte a CVD Il és
a gyulladasos panelek alkalmazasaval. Mindegyik panel 92 fehérjét és négy belsé kontrollt
tartalmazott, Osszesen 184 fehérjérél szolgdltatva informacidt. Az agybdl szarmazod
neurotrofikus faktor vizsgalataval kapcsolatban technikai probléma adddott, ezért ezen
fehérje elemzése nem volt kivitelezhet6. Minden egyes mintahoz belsé kontrollokat adtunk a
vizsgdlat és az egyes mintdk minGségének ellenbrzésére. A mindségellen6rzést (QC) két
|épésben végeztiik: i) minden mintalemezt a belsé kontrollok SD értéke alapjan értékeltiink és
csak a min&ségellenGrzésen atesett (SD <0,2 NPX) mintalemezek adatait vettik szamitasba, ii)
az egyes mintak minGségét a kontrollok median értékétél vald eltérésével értékeltiik. Azok a
mintdk, amelyek 0,3 NPX-nél kisebb mértékben térnek el a mediantdl, dtmentek a
minGségellenbrzésen. Ez a CVD Il esetében 60-bdl 55, a gyulladdsos panelek esetén 60-bél 57
fehérjét jelentett. A legtobb fehérjét <5%-os variacios koefficienssel (CV) lehetett mérni, az
intraassay CV jellemz6en 4% volt (9. abra). Fentiek alapjan a PEA mddszer megbizhatdésaga

megfelel6nek és a kénnymintdk vizsgalatara is alkalmazhaténak bizonyult.
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9. Abra Az intraassay varidciés koefficiens (CV) eloszldsa a gyulladdsos és a kardiovaszkuldris betegségek Il panel esetén[117].

A fehérjeszint valtozasok vizsgalata trabekulektémia utdn

A két betegcsoport (szovédményes és szovédménymentes) eredményei kozott legaldbb
20% eltérést mutatd fehérjéket és ezen fehérjék irodalomban fellelheté funkcidit a 4.
tablazatban jelenitettiik meg. Ezt kovet6en a fehérjéket a String halézatelemzd programba
vezettilk be (10.dbra). A szovédményes csoportba tartozé betegek mintdiban kisebb
valdszinlséggel megjelend fehérjék halézata 17 fehérjét tartalmazott. A von-Willebrand faktor
hasité proteaz (ADAMTS13), az alfa-1-mikroglobulin/bikunin prekurzor (AMBP), a kemokin (C-C
motivum) ligand 3 (CCL3), a CD40 ligand (CD40-L), a CD84 molekula, szénsav anhidraz 5A (CA5A),
a 2,4-dienoil-CoA reduktdz 1 (DECR1), az IgG Fc fragmens alacsony affinitasu receptora
(FCGR2B), a fibroblaszt novekedési faktor 23 (FGF23), a gyomor intrinsic faktor (GIF), a leptin
(LEP), a kollagénszerkezetl makrofag receptor (MARCO), a pitvari natriuretikus faktor
(BNP/NPPB), a renin (REN), a trombopoetin (THPO), a tumor nekrdzis faktor szupercsalad 14-es
tagja (TNFSF14) és az UDP -glikdéz glikoprotein gliikozil-transzferdz 1 (UGGT1) kisebb
valdszinlséggel talalhatd meg a szovédményekkel kiizdé betegektél szarmazd mintakban (10a
abra). 6 fehérje azonban nagyobb valdszinliséggel volt jelen a szovédményes csoportban: az
interleukin 17C (IL17C), az interleukin 10 receptor alfta alegység (IL10RA), az interleukin 20
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receptor alfa alegység (IL20RA), a 19-es fibroblaszt novekedési faktor (FGF19), az artemin (ARTN)

és a tumor nekroézis faktor szupercsaldd 11-es tagja (TNFSF11) (10b abra).

4. Tablazat Eltérd gyakorisagu fehérjék listdja a két vizsgdlt csoport kézétt, bioldgiai funkcidjuk, sebgydgyuldsban betéltott
szereplik a rendelkezésre dllé irodalom alapjan. *jelzi a feldusult GO funkcict #jelzi a String adatbdzis dltal megadott

funkciot [117].

Fehérje

Sz6v6dmény-
mentes
csoportban a
mintak %-a

Szévédményekkel
jaro csoportban
mintak %-a

A fehérjék
mennyiségének
valtozasa a
sz6v6dménymentes
csoporthoz képest

Biologiai
funkcié

Sebgydgyulasban
betoltott szerep

19-es fibroblaszt

epesavszintézis

receptor kotédés *

novekedési 37 64 né szabalyozdsa # mas FGF-ek segitik a sebgyégyulast
faktor
2,4-dienoil-CoA ..
! , 95 73 csokken Metabolizmus # még nem azonositott
reduktaz 1
az immunrendszer
folyamatanak
23-as fibroblaszt szabalyozésa, a
novekedési 89 55 csokken mitogén aktivalt mas FGF-ek segitik a sebgydgyulast
faktor protein kindz (MAPK)
kaszkad szabalyozasa
*
Wi - PPy az ADAMTS13 hidnya néveli a
von Wlllebr’ar)d 68 45 csokken receptor kotidés neutrofilek extravazaciojat
faktor hasité
proteaz
azimmunrendszer
folyamatéanak Az AMBP hidnya szignifikdnsan tobb
AMBP fehérje 84 64 csokken szabalyozasa, a MAPK patoldgiasnak tling sejthez
kaszkad szabalyozasa kapcsolddik a léguti sérilésben
*
neurotrofikus faktor, a
Artemin 47 91 né RET receptor ligandja elGsegiti a sebgyogyulast
#
immunrendszeri
folyamatok
szabélyozdsa, MAPK - . (s
~ iy . e . segiti a makrofagok toborzdsat;
C-C motivumos 89 64 csokken kaszkdd szabdlyozdsa, | .\ ant col3-szintet figyeltek meg
kemokin-3 citokin-citokin ) i .
karosodott sebgydgyuldsban
receptor
kélcsénhatas,
receptor kotédés *
citokin-citokin
. .. receptor a CD40-L hianya tulzott kollagén
D40 ligand 74 45 csBkken kolcsonhatas, lerakddashoz vezet

31




az immunsejtek
aktivalédasanak és
differencialédasanak

modulacidja, a

CD84 molekula 74 27 csokken velesziilotett és az még nem azonositott
adaptivimmunvdlasz
szabdlyozasa és
osszekapcsolasa #
Gyomor intrinsic .. cianokobalamin . )
factor 68 45 csokken felszivodasat még nem azonositott
az immunrendszer
gG Fe re;eptor I 47 18 csokken folyamatanak még nem azonositott
szabdlyozdsa *
citokin-citokin tulzott kifejez6dés figyelhet6 meg
IL17C 37 64 no receptor kzlcsonhatas pikkelyssmérben
Interleukin-10 citokin-citokin
receptor alegység 5 36 né receptor kélcsénhatas eldsegiti a myeloid sejtek tulélését
alfa *
Interleukin-20 citokin-citokin o . -
. P R . el6segiti a szaruhdrtya hamjanak
receptor alegység 53 82 né receptor kélcsénhatas e
« gyogyulasat
alfa
Karbonatanhidraz .. . a keloid hegekben alacsonyabb
S5A 32 0 CSOkken Metabolizmus # szénsav-anhidraz szintet mutattak ki
immunrendszeri
folyamatok
szabalyozasa, MAPK
Leptin 79 36 csokken kaszkad szabélyozasa, eldsegiti a sebgyogyulast
citokin-citokin
receptor kolcsonhatés
*
. i dszer
Makrofa . azimmunren
& 42 9 csokken folyamatanak még nem azonositott
receptor szabélyozésa *
Pitvari
natriouretikus 47 18 csokken receptor kotédés * eldsegiti a sebgyogyulast
faktor
2 MAPK kaszkad a korulményektdl fuggéen aktivélja
Renin 84 55 csokken szabal\l/(gizzaésriceptor vagy gétolja a sebgydgyuldst
immunrendszeri
folyamatok .
. .. . . A THPO receptor agonista enyhe
Trombopoetin 42 0 csékken k?:izgz;:;:]xgz’; késleltetést okoz a sebgydgyulasban
receptor kotédés *
Tumor nekrozis citokin-citokin
siilgg:c;eel‘i;git:;g 16 36 né kﬁlzécizfl:;;s* még nem azonosftott
11A sejtproliferacio #
L az immunrendszer
Tumor nekrozis folyamatainak a TNFSF14 hidnya elésegiti az
faktor . szabalyozasa, citokin- immunsejtek felhalmozdddsat,
szupercsalad 14- 100 73 csokken citokin receptor néveli a citokin szintet, rontja a
o5 tagia recepor ko4 eveoerat
UDP -gliikéz
glikoprotein .. fehérje hajtogatas . .
glukozil- 26 0 csBkken mindségellendrzés# még nem azonositott

transzferaz 1
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Biological Process (GO) KEGG Pathways

pathway ID pathway description count in gene set false discovery rate pathway ID pathway description count in gene set false discovery rate
G0:0002682 regulation of immune system process 8 0.0187 [C) 04060 Cytokine-cytokine receptor interaction a aon3
G0:0043408 regulation of MAPK cascade 6 0.0187

Molecular Function (GO)
pathway ID pathway description count in gene set false discovery rate
G0:0005102 receptor binding 7 0.0267 @

Cellular Component (GO) ".1 7C
pathway ID \pathway description count in gene set false discovery rate
G0:0005615 extracellular space 1 1.4e-07
G0:0044421 extracellular region part 13 2.54e-05
G0:0005576 extracellular region 13 0.00014 FGF1 9

KEGG Pathways . &‘ 3
pathway ID pathway description count in gene set false discovery rate \ S -t }
04060 Cytokine-cytokine receptor interaction 4 0.0118 . TN F S F 1 1
FCGR2B CCL3
TNFSF14

(@) (b)

10. Abra Kiilénbéz6 gyakorisdgu fehérjék megjelenitése String hdlézat elemzéssel: fehérjék, melyek kisebb (a), és nagyobb
valdszinlséggel (b) vannak jelen a sz6védményes csoportok mintdiban. Az dbra felsé része a String dltal generdlt tabldzatot
mutatja, melyen az utvonal neve, GO kddja, az utvonalhoz tartozo fehérjék szama, és a hamis felfedezési rata van feltiintetve.
Az dbrdk also részén a String dltal generdlt hdlozat van feltiintetve, ahol a gdmbdk egy-egy fehérjét, mig a vonalak a fehérjék
kézétti kélcsénhatdsokat jeldlik. A fehérjék szine funkcidjukat jel6li: a pirossal szinezett fehérjék a citokin-citokin receptor
kélcsénhatdsban vesznek részt, a kék szin az immunrendszeri folyamatok szabdlyozdsdért felelds fehérjéket, a zélddel
szinezett fehérjék a mitogén-aktivdlt protein kindz (MAPK) kaszkdd szabdlyozdsdban vesznek részt, mig a sdrgdval szinezettek
a receptorkétésért felelGsek. A fehérjéket génneviikkel abrazoljuk [117].

ADAMTS13 = von-Willebrand faktor hasito protedz; AMBP= alfa-1-mikroglobulin/bikunin prekurzor; CCL3= kemokin (C-C
motivum) ligand 3; CD40-L= CD40 ligand; CD84=CD84 molekula; CA5A= szénsav anhidrdz 5A; DECR1=2,4-dienoil-CoA
reduktdz 1; FCGR2B= IgG Fc fragmens alacsony affinitdsu receptora; FGF23=fibroblaszt névekedési faktor 23; GIF= gyomor
intrinsic faktor; LEP=leptin; MARCO=kollagénszerkezet(i makrofdg receptor, BNP/NPPB=pitvari natriuretikus faktor;
REN=renin; THPO= trombopoetin (THPO), TNFSF14= tumor nekrdzis faktor szupercsaldd 14-es tagja; UGGT1=UDP -gliikéz
glikoprotein gliikozil-transzferdz 1; IL17C= interleukin 17C; IL10RA=interleukin 10 receptor alfta alegység, IL20RA=interleukin
20 receptor alfa alegység; FGF19=19-es fibroblaszt névekedési faktor; ARTN= artemin; TNFSF11=tumor nekrdzis faktor
szupercsaldd 11-es tagja
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A pontosabb elemzés érdekében a mindségi vizsgalatot mennyiségi elemzés kdvette. 184
fehérjébdl 46 fehérje a mintdk kevesebb mint 30%-ban volt kimutathato, igy ezeket a
fehérjéket kizartuk a tovabbi statisztikai elemzésekbdl. A fehérjék relativ mennyiségének
valtozdasait h6térképen (11a. abra) tettiik lathatova. Az adatok hierarchikus klaszterezése azt
mutatta, hogy e fehérje mintdzatok alapjan a szév6dményekkel jaré csoport nem kilénithet6
el egyértelm(ien a sz6v6dménymentes csoporttdl. Ugyanakkor 14 fehérje esetében nagyobb
mennyiséget lehetett megfigyelni a szovédményekkel jaré csoportba tartozé mintakban (11b.
abra): kaszpaz 8 (Casp8), SI00A12 fehérje, TNF szupercsalad 14-es tagja (TNFSF14), monocita
kemotaktikus fehérje 3 (MCP-3/CCL7), kemokin (C-C motivum) ligand 23 (CCL23), nuklearis
faktor kappa-B (NF-kappa-B) esszencidlis modulator (NEMO/IKKBG), karcinoembriondlis
antigénhez kapcsolddo sejtadhézids molekula 8 (CEACAMS), spondin 2 (SPON2), szuperoxid-
dizmutdz (SOD2), glikoxaldz 1(GLO1) oszteoklaszt-asszocidlt immunglobulinszerd receptor
(OSCAR), poli-ADP ribdz-polimerdz-1 (PARP-1), jelatvivé adapter molekula (STAM) és

eukaridta iniciacids faktor (EIF4EBP1).

Complications

No complications
‘ oy

B N N e o X v

EIF4EBP1
S100A12

2
'
STAMBP sponz;

£
xxsooz & CEACANS 6LO1
/—\

F'ARP1
CCL23

ccLr
OSCAR
i TNFRSF11A
KBKG CASP8 ’ coL2
TNFSFM
PRELP
£

“TNFRSF10A

e ©

CCL3

(@) (b) (c)

11. Abra Fehérjék mennyiségi analizisének hétérképe (a); a megniévekedett fehérjék (b) és a statisztikailag szignifikdnsan
megnévekedett fehérjék (c) mennyiségének String haldzattal térténd dbrdzoldsa a sz6védményes csoportban. A gémbék egy-
egy fehérjét, mig a vonalak a fehérjék kézotti kélcsénhatdsokat jeldlik. A fehérjék szine funkciojukat jel6li: a kék szin az NF-
kappa B szigndlutban szerepet jatszo fehérjéket jeldli, a zélddel szinezett fehérjék a leukocita migrdcioban, a pirossal szinezett
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fehérjék az immunvdlasz szabdlyozdsdaban vesznek részt, mig a sdrgdval szinezettek a monocitdk kemotaxisdért felel6sek. A
fehérjéket génneviikkel dbrdzoljuk. Megjegyzendd, hogy a b és c panelen ugyanazon fehérje kiilonb6z6 réviditései (4E-BP1 -
EIFAEBP1, EN-RAGE - S100A12, NEMO - IKBKG, MCP-3 - CCL7, MCP-1 - CCL2) a kiilénb6z6 szoftverek dltal haszndlt kiilénbdzd
fehérjeadatbadzisok haszndlatabdl adodnak.

Casp8=kaszpdz 8; S100A12= S100A12 fehérje; TNFSF14= TNF szupercsaldd 14-es tagja; MCP-3/CCL7= monocita
kemotaktikus fehérje 3; CCL23= kemokin (C-C motivum) ligand 23; NF-kappa-B = nukledris faktor kappa-B; NEMO/IKKBG
esszencidlis modulator; CEACAMS8= karcinoembriondlis antigénhez kapcsolodo sejtadhézids molekula 8;SPON2= spondin 2;,
SOD2=szuperoxid-dizmutdz; GLO1= glikoxaldz 1; OSCAR=0szteoklaszt-asszocidalt immunglobulinszer(i receptor; PARP-1= poli-
ADP riboz-polimerdz-1; STAM-= jelatvivé adapter molekula; EIF4EBP1 eukaridta inicidcids faktor (EIFAEBP1).

A nem-parametrikus Mann-Whitney U-teszt szerint kilenc fehérje mutatott statisztikailag
szignifikdns kiilonbséget a két csoport kozott: TNFRSF10A p=0,033; TNFRSF11A p=0,018; IL-18
p=0,014; polimer immunoglobulin receptor (PIgR) p=0,033; prolargin (PRELP) 0,023; MMP12
p=0,016; IL8 p=0,03; MCP-1 p=0,023; CCL3 p=0,019. A PIGR kivételével valamennyi fehérje
mennyisége novekedést mutatott a szovédményes csoportba tartozé mintakban. Az elemzés
kevés kapcsolattal rendelkez6 halézatot mutatott és a feldusult dtvonalak az immunvalaszhoz
kapcsolédtak (11c. abra). A String adatbazis vizsgdlatunk idején nem tartalmazta az MMP12

fehérjét, igy azt a halézatban dbrazolni nem tudtuk.

Annak érdekében, hogy tobb informaciét kapjunk a sebgydgyuldst szabalyozd
eseményekrél és nyomon kovethessiik az id6 és/vagy a szovédmények hatasait a relativ
fehérjeszintekre, szigord, mélyrehatd statisztikai elemzést végeztiink linedris kevert modell
segitségével. Ami az id6 hatasat illeti, az IL-6 és az MMP-1 szintje statisztikailag szignifikans
madon valtozott. Mindkét fehérje szintje statisztikailag szignifikans médon emelkedett az els6
posztoperativ napon, magas maradt a masodik és a negyedik napon, majd harom hdénappal a
mitéti beavatkozds utan visszatért az eredeti szintre (12. dbra). A mintavételi napok kozotti
Osszehasonlitds tekintetében a vdltozasok statisztikailag szignifikansak voltak (12. abra). A
szovédményekkel jard és a szovédménymentes csoport kozotti valtozasok statisztikailag nem

voltak szignifikansak.
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12. Abra Az IL-6 és az MMP-1 fehérjék relativ mennyiségének (NPX) véltozdsa az idé fiiggvényében. A nyillal jelélt eredmények
kézotti statisztikailag szignifikans kiilonbségeket (p<0,05) “*”-gal jeléltiik. [117] NPX=normalizdlt expresszios egység

5. Megbeszélés
5.1. Képalkoto vizsgalat

A vizsgdlatunkban elemzett paraméterek szamos madas moddszerrel is mérheték. A
meibografia hasznos eszk6z a Meibom-mirigy diszfunkcidjanak gyanudja esetén, de
diagnosztikai értékének megallapitasahoz tovabbi vizsgalati eredmények sziikségesek [21]. A
technoldgiai fejlédés megkonnyitette a meibografiat a szamitédgépekhez csatlakoztatott,
korszer(ibb, LED alapu, multifunkcionalis eszkd6zok hasznalataval [21]. Arita és mtsai. nem
invaziv, réslampa alapud meibografiai rendszert terveztek, amely infravorés sz(irét és
infravoros CCD videdkamerat tartalmaz. Ez a mddszer gyorsabb képalkotast biztosit, mint mas
rendszerek [118]. Xiao és munkatarsai Keratograph 5M mdszerrel végzett meibografia soran
mérsékelt és erds egyetértést talaltak a mdszer kiértékelése soran [119], Sirius meibografidval
Sevim és munkatarsai kivdld megbizhatdsagot taldltak a vizsgalok kozoétt [120]. A LacryDiag”
késziilék a Meibom-mirigyek infravoros képalkotd mddszerét és képelemzését alkalmazza,
automatikus hatarfelismeréssel és sziikség esetén manudlis korrekciokkal. A szinkddolt

grafikus &bra lehetévé teszi mind a négy teszt gyors értelmezését, amely a Lacrydiag®
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készilékkel konnyen kivitelezhetd. Vizsgdlatunkban a Meibl interobszerver variabilitdsa nem
volt kielégitd, a MeibS esetében azonban ez elfogadhaté volt. Mind a Meibl, mind a Meib$S
intraobszerver variabilitdsa nagy volt. A Bland-Altman-diagram a LoA nagy variabilitasat
mutatta, amely az inter-és intraobszerver mérések kdzotti alacsony egyetértési mutatdra utal.
Emiatt ezt a paramétert ugyanazon szakembernek javasolt értékelnie a megbizhaté
utankovetés érdekében. A non-kontakt meibografia viszonylagos reprodukalhatésaga és
objektivitasa ellenére Robin és munkatarsai tovabbi kutatast javasolnak review munkajukban

a muszerrel kapott képek értelmezésének javitdsa érdekében [121].

Az interferometria széles kozben haszndlt nem invaziv, gyors és felhasznaldbarat
diagnosztikai eszkdz. Markoulli és mtsai. megallapitottak, hogy Tearscope-Plus™ haszndlata
soran a konnyfilm felszakadasi kinetikajanak vagy a lipidréteg vastagsaganak mérésekor az
eszkozben rejl szubjektivitads korlatozza a mérések megismételhet§ségét, ezaltal csokkenti a
haszndlhatdsagat az objektivebb mUiszerekhez képest. Tovabba felhivtdk a figyelmet arra is,
hogy mind a LipiView®, mind az Oculus® Keratograph beépitett hatarértékekkel rendelkezik,
amelyek jelent6sen befolydsolhatjak eredményeik értelmezését [122]. A LacryDiag® késziilék
interferometria vizsgalat kiértékelése el6re meghatarozott videdk osztalyozasi skaldjaval vald
0sszehasonlitason alapul. Mind az intra-, mind az interobszerver variabilitds alapjan
elmondhatjuk, hogy ez az eszkdz megfelel§ egyetértési mutatdt biztositott az INT kiértékelése

soran, azonban az intraobszerver variabilitas értéke magasabb volt.

Az LTMH segitségével az alsé szemhéj feletti meniszkusz réteg konnyen vizualizdlhatd. A
mérés hagyomanyos eszkdze egy mikrométeres skaldval felszerelt réslampa, mig a vizsgdlat
soran az elkészitett fényképek objektiv elemzése tortént. A modern maddszerek elemzése
soran Fodor és mtsai. megallapitottdk, hogy nincs kiildnbség a Tearscope®, a réslampa és a
fluoreszceines réslampavizsgalat kozott LTMH mérés soran, de az ismételhetGség jobbnak
bizonyult a Tearscope” késziilékkel [33]. Wang és mtsai. kutatdsai alapjan az OCT sokoldald
technika az LTMH mérésére, mivel valds idejl, nem invaziv és kivaldo mindségli képet nyuijt,
bar az atlagérték magasabb lehet, mint a hagyomdnyos moddszerekkel és a mérés
megismételhetfsége kedvez6tlen [123]. Kawai és mtsai. funduskamerat hasznaltak a DED
diagnosztizalasara és nyomon kovetésére, mely egyszer(i és hasznos mddszernek bizonyult,
mert nemcsak az alsd, hanem felsé meniszkusz magassagat is méri [32]. A LacryDiag® késziilék

elénye, hogy félautomata maddon értékeli az LTMH-t Ot becslés atlaga alapjan, mely
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eredményeink szerint kivalé inter- és intragrader variabilitast biztosit az LTMH mérése
céljabol. A félautomata LTMH mérés ezen adatok alapjan megbizhatdé mérési eredményt
biztosit az utdnkovetés szempontjabdl kilonb6z6 szakemberek altal végzett kiértékelés
mellett is. Ward és mtsai mérsékelt intra-obszerver variabilitast allapitottak meg az LTMH
tekintetében LacryDiag®-gal és Oculus Keratograph 5M-mel végzett vizsgdlataik sordn, mely a

beteg egy miszerrel javasolt kovetését erdsiti meg [124].

Napjainkban a NIBUT egyre szélesebb korben elterjedt mddszer, de jelenleg tovdbbra is a
TBUT a leggyakrabban alkalmazott teszt a konnyfilm felszakadasi id6 vizsgalatara [21].
Kilonb6z6 vizsgalatok alapjan azonban a nem-invaziv médszerek eredményei jobban tiikrozik
a konnyfilm stabilitdsat, mint a fluoreszceint tartalmazé hagyomdanyos mérések [20, 36]. A
LacryDiag® késziilék automatikus NIBUT mérés kivitelezésére képes a szemfelszinrél
visszaver6dd Placido-korong elemzésével. A muszerrel mért atlag NIBUT érték egészséges
pacienseinken (10,60 sec * 3,24 sec) nagy hasonldsdgot mutatott Wars és mtsai [124]
Lacrydiagon, valamint Nichols és mtsai [126] Tearscope Plus mdlszeren végzett NIBUT
méréseivel egészséges populdcidon. Bar Remongin és mtsai [127] Lacrydiaggal végzett
vizsgalata alapjan a NIBUT értékek korrelaltak a TBUT-tal, mégsem javasolja a TBUT NIBUT-tal
kivaltasat, ugyanis minél stabilabb volt a konnyfilm, annal inkdbb eltértek a vizsgalati
eredmények. A fentiek alapjan a beteg nyomonkovetése el6nydsebb lehet azonos

metodikaval végezve.

Osszegezve, a LacryDiag® egy nem-invaziv, kénnyen haszndlhatd eszkdz. A vizsgalat soran

e sz

szindromaban szenvedé betegek nyomonkovetését, illetve a helyes terapia megvalasztasat.

5.2. Proteomikai vizsgalat

Szemészeti sebgydgyulas

A szemészeti sebgydgyulds folyamatainak Osszefoglalasat az altalunk vizsgdlt fehérjék
kiemelésével a 13. abran illusztraltuk. A sériilést kovetd elsé néhdny draban, latencia fazisban
a felszabadulé citokinek (els6sorban IL-1, IL-6, TNF-a és IL-8) iranyitjdk a hamsejtek
sebgyogyulasanak korai eseményeit. A sériilt sejtek f6ként apoptdzis Utjan pusztulnak el, a

toborzott immunsejtek pedig segitik a tormelék eltavolitasat és az apoptotikus sejtek

38



kiuritését. Az MMP-ket az IL-1 és mads faktorok aktivdljdk, melyek hatdsara kiterjedt
extracellularis matrix atrendez6dés kezd6dik. A sériilés vagy a citokinek hatasara felszabaduld
EGF, HGF, KGF, PDGF és NGF segitik a sebgydgyulasi folyamatot. A migracids fazisban a sejtek
a seb helyére vandorolnak, hogy befedjék azt. A sérilést kdvetéen korilbelll 6t éraval
kezd6d6 migraciét az IL-6, a KGF, a HGF és a PDGF irdnyitja, amit a névekedési faktorok erds
mitogén hatdsa altal stimulalt sejtproliferacio kovet [90]. Ezzel egyidejlileg kiterjedt szintetikus
folyamatok zajlanak, megtorténik a bazalmembrdn kialakuldsa és a barrierfunkcidk
helyreallitasa [128].

A strémaban a sérilést a keratocitdk apoptozisa és az immunsejtek toborzdsa koveti. A
hamsejtrétegben felszabaduld IL-1 és transzformdlé novekedési faktor B (TGFB) a
bazdlmembran hibai miatt a stroma felé diffunddlva szabdlyozzak a stréma sebgydgyuldsanak
korai eseményeit. Az immunsejtek és a keratocitak f6ként a TGFB hatdsdra fibroblasztokka és
myofibroblasztokka alakulnak at, majd a sérilés helyére vandorolva feltoltik a sebet. A
keratocitdk és a fibroblasztok olyan novekedési faktorokat valasztanak ki, amelyek segitik a
sejtproliferaciot mind a stromdban, mind a hamsejtes rétegben. A stroma és a hamsejtek
sebgydgyulasa lassu és hosszU remodelling fazissal zarul. Ebben a fazisban megtorténik a
hamsejtek rétegz6dése és az alatta lévd strukturakhoz vald tapaddsa. A strémaban kiterjedt
kollagén remodelling soran a miofibroblasztok eltlinnek. Az endotélsériilés soran a
sejtvandorlas a legfontosabb folyamat; az endotélsejtek a sériilés helyére vandorolnak, kitoltik
a rést, sziikség esetén Uj bazalmembrdant hoznak létre a barrierfunkcidk helyreallitasa céljabol

[90, 91, 93].
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13. Abra A szemészeti sebek gydgyuldsdnak fdzisai. A kékkel jelélt fehérjéket tanulmdnyoztuk vizsgdlatunkban, a feketével
jeléltek esetében szignifikans eltérést tapasztaltunk [117].

IL=interleukin; TNFa=Tumor nekrdzis faktor; TGF8=Transzfromdld névekedési faktor béta; EGF=Epidermdlis névekedési

faktor; KGF=Keratocita névekedési faktor; PDGF=Trombocita eredet(i névekedési faktor; NGF=Neurdlis névekedési faktor;
MMP=mdtrix metalloprotedz
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Halbzatelemzés

A String elemzés sordn a feldusult GO-funkcidk a receptorok kot6déséhez, a mitogén-
aktivalt protein kinaz kaszkad (MAPK-kaszkad) szabdlyozasahoz és az immunszabdlyozashoz
kapcsolddnak. A CD84 szerepet jatszik az immunsejtek aktivacidjanak és differencialédasanak
modulalasaban és a mitokondridlis DECR1 és CASA az anyagcserében. A gyomor parietdlis sejtjei
altal termelt intrinsic faktor a B-12 vitamin abszorpciéjanak fontos kofaktora. A funkcionalis
elemzés szerint az UGGTl-nek a fehérjék feltekeredésének, foldingjanak
minéségellen6rzésében van szerepe. A hibas folding felismerését kovetéen regliikolizélja a
fehérjét, majd el6segiti az endoplazmatikus retikulumba torténd visszavételét [129]. Tizenegy
fehérje a sebgyodgyulasban vald szerepét mar leirtak kordbbi kutatdsokban. Kimutattak, hogy a
leptin és az NPPB elGsegiti a sebgyodgyulast a b6rben [130-132], az FGF-ek pedig el6segitik a
sejtek migracidjat és regeneracidjat a sebgydgyulas sordn [133]. Arenin esetében az adatok nem
egyértelmlek; a renin-angiotenzin rendszer szerepet jatszik a sebgydgyuldsban, de a
koriilményektdl flggben vagy proinflammatorikus, proproliferativ és profibrotikus, vagy
antiinflammatorikus, antiproliferativ és antifibrotikus iranyba tereli a rendszert [134]. A CD40-L,
a TNFSF14, a CCL3 és az ADAMTS13 esetében kimutattdk, hogy hidnyuk vagy csdkkent szintjlik
karosodott sebgydgyulashoz vezet. A CD40-L hianya fokozott kollagénlerakédassal jar, mig az
ADAMTS13 hianya a sebgyogyulas korai fazisdban fokozza a neutrofilek extravazacidjat [135,
136]. A TNFSF14 hianya esetén vérlemezke-hiperaktivitdst, karosodott sebgydgyulast,
immunsejt felhalmozddast, valamint magas citokin szintet figyeltek meg [137, 138]. Karosodott
sebgydgyulds esetén a CCL3 csdkkenése figyelhet6é meg [139]. A THPO-nak a trombocitdk
szintézisében van szerepe. Egy tanulmany alapjan THPO receptor agonistaval térténé kezelés
enyhén késlelteti a sebgydgyulds Gtemét egerekben [140]. A bikunin vagy inter-alfa tripszin
inhibitor 6sszefliggést mutat a sebgydgyulds karosodasaval; inter-alfa tripszin inhibitor-hidnyos
egerekben naftalin sérilést kdvetSen jelentésen tobb patoldgiasnak tling sejtet figyeltek meg
[141]. A CA5A-ra vonatkozdéan nem allnak rendelkezésre adatok, de egy tanulmany alapjan CA
expresszio igazolhatd a b6rben sebgydgyulas sordn, valamint csokkent szintje figyelheté meg
keloid hegekben [142]. A sz6v6dményes csoport mintdiban a leptin az NPPB és az FGF23
csokkent el6fordulasat a jelenleg rendelkezésre allé irodalmi adatok alapjan nem tudjuk
Osszefliggésbe hozni a sebgydgyuldsi folyamatokkal. A vizsgalt fehérjék és a sebgydgyulas

kozotti kapcsolatrol elérhetd adatok féként bdéron vagy légutakon végzett vizsgalatokbdl
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szarmaznak, a szemben végbemend folyamat egyes stadiumai eltérhetnek a test mas részein
megfigyeltektdl.

Kutatasunk sordn hat fehérje (IL17C, ILIORA, FGF19, TNFSF11, ARTN, IL20RA) nagyobb
gyakorisaggal jelent meg a szovédményes csoport mintdiban a szovédménymentes
betegcsoporthoz képest. A halézatelemzés azt mutatja, hogy ezek a fehérjék nem képeznek
egymassal interakcids haldzatot, féként a citokin kotésében vesznek részt. Az 1L17C az NF-kappa-
B és MAPK utvonalakon keresztiil serkenti az antibakteriadlis és immunmodulalé peptidek
termelését [143], fokozott expresszidja viszont psoriasiform bérrel mutat 6sszefliggést [144]. Az
IL-20 az IL20RA receptoran keresztil egér szaruhdrtydban epitelidlis sebgyogyulast segit el6
[145], az ILIORA a myeloid sejtek tulélését [146], a TNFSF11 pedig az NF-kappa-B ligandjaként a
sejtproliferaciot fokozza [147]. Az artemin a sebgyégyuldsban a migracids képességet noveli, az
FGF csaladnak pedig szdmos tagjat alkalmazzak a sebgydgyulast segit6 gyodgyszerként [148, 149].
A szév6dményes betegcsoportban a sejtmigracidéban, a sejtproliferacidban és a sebgyodgyulas
fokozasaban szerepet jatszo fehérjék megnovekedett gyakorisdga magyarazatot adhat arra,
hogy a szévédmény jelenléte a trabekulektémia sordn keletkezett csatorna korai zarédasaval

Osszefliggésben lehet.

Mennyiségi analizis

A mennyiségi analizis soran 14 fehérje esetében nagyobb fehérjemennyiséget lehetett
megfigyelni a szov6dményekkel jaré csoportba tartozé mintdkban a hdétérkép alapjan,
azonban nem lehet egyértelm(ien elklloniteni a két csoportot. Ennek oka valdszin(ileg az
alacsony mintaszam. A Casp8 az apoptdzisban jatszik szerepet, az SI00A12 fehérje, a TNFSF14,
az MCP-3/CCL7, a CCL23 és a NEMO/IKKBG pro-inflammatorikus funkcioval rendelkezik, mig a
CEACAMS és a SPON2 a sejtadhézidban jatszik szerepet. Az OSCAR részt vesz az oszteoklasztok
differencialédasaban, de a neutrofil degranulacidban is szerepet jatszik és aktivalhatja a TNF-
o felszabaduldsat a gyulladasos monocitakbdl [150]. A SOD2 és a GLO1 védé szerepet tolthet
be a szabad gyokok és a fejlett glikdacios végtermékek felhalmozédasanak
megakadalyozasaban, csokkent aktivitasuk vagy expresszidjuk pedig a sebgydgyulds
késleltetésével hozhatd osszefliggésbe [151-154]. Egy szaruhdartya sebgydgyulasi modellben
a PARP-1 expressziojat a fibronektin fokozza, mig a PARP-1 aktivaléodasa a bdérben a
sebgyogyulds késleltetésével jart egyitt [155, 156]. A PARP-1, az OSCAR, a SOD2 és a GLO1

megnovekedett mennyisége a szovédmeényes csoportban ezen molekuldknak a védekezésben
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betoltott szerepére utalhat. A STAM koté fehérje a sejtndvekedést és a sejtproliferaciot inditja
el, mig az EIFAEBP1 a transzldcié szabdlyozdsaban jatszik szerepet; mindkettd sziikséges a
sebzaras soran kialakult fokozott sejtproliferaciéhoz [157]. Korai sebgydgyulasra, ezaltal a
szovédményes  csoportban a  trabekulektémia  hatdstalansdgdra utalhatnak a
sejtproliferacidban szerepet jatszé molekuldk (STAM-kot6 fehérje, EIFAEBP1) megndvekedett
szintjei, valamint az SOD2, a GLO1l és a PARP-1 megemelkedett mennyisége, melyek
alacsonyabb értéke a késleltetett sebgydgyulas indikatora.

Az IL-8, az IL-18, az MCP-1, a CCL3 és a TNF receptor szupercsalad 10A és 11A tagjai részt
vesznek a citokin-citokin receptor kdlcsonhatasban, mig a PIGR az IgA és IgM koét6désében, a
PRELP fehérje pedig az extracelluldris matrix kialakitasaban jatszik szerepet [158]. Az MMP12-
ré6l megdllapitottdk, hogy felel6s a szemészeti sebek gydgyulasért, elésegitve a szaruhdrtya
epitélium korai javitasi folyamatat az epitélsejtek migraciojanak és a neutrofil infiltracionak
fokozdsaval [159]. Eredményeink alapjan a szovédményes csoportban megvaltozott

gyakorisagu fehérjék az immunvdlaszban és a sebgydgyuldsban jatszanak szerepet.

IL-6 és MMP-1 szerepe a szemészeti sebgydgyulasban

Az IL-6 mindkét panelben jelen volt, ezaltal két kiilonb6z6 alkalommal kertilt lemérésre.
Mindkét mérés sordn az IL-6 hasonldé eredményeket mutatott, ami tovabbi bizonyitékot
szolgaltat a vizsgdlatok jé reprodukdlhatdsagara. Az IL-6 a sebgydgyulas gyulladasos részében
jatszik szerepet és kozvetlenlil a szemsérilést kovetbéen szabadul fel [90]. Ismert, hogy az
integrin tipusu fibronektin receptor IL-6 szabalyozdsa elGsegiti az epitélsejtek migracidjat,
serkenti a szaruhartya epitélsejtjeinek a IV-es tipusu kollagén és laminin matrixokhoz vald
kot6dését és befolyasolhatja az aktivalt keratocitak fibrotikus anyag termelését [160]. A
konnyben a posztoperativ els§, masodik és negyedik napon megfigyelt megndévekedett IL-6
szint valészinlleg ennek a citokinnek a magasabb szintjét tiikrozi, amely a szemben [év6 sebek
sebgyogyulasanak migracids és proliferacids fazisara jellemzé.

Az MMP-k szerepet jatszanak az ECM 4atalakitasaban, ami szikséges a megfelel6
sebgydgyulashoz. Kiemelked6 szerepiik van a migracids fazisban, segitik a sejtvandorlast, az
immunsejtek toborzasat és az Uj fibrotikus kdotegek termelését. Az MMP-1 szint ndvekedését
a korai posztoperativ id6pontokban figyelhettiik meg, amikor a matrix metalloproteinaz
aktivitas el6segiti az ECM atrendez6dését, a sejt-ECM kapcsolodasi pontok felbomlasat, a
sejtmigracid beinduldsat.
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Adataink szerint az IL-6 és az az MMP-1 a sebgydgyulds latencia- és migracids fazisaban
betoltott szereplik mellett fontos tényezék lehetnek a proliferdciés fazisban, valamint

feltételezésiink szerint a megtapadasi és a lassu remodelling fazis korai eseményeiben is.

Utvonal elemzés

Az utvonal elemzés alapjan a “fotodinamikus terdpia altal indukalt”, NF-kappa-B
jelatvitelen keresztili interleukin, tobbek kozott IL-6 és MMP-1 aktivaciot és expresszidt is
magaba foglaldé Utvonalat talaltuk relevansnak (14. abra). Olyan Utvonal keresése volt a cél,
ahol a lehetS legtobb, vizsgdlatunkban valtozast mutatd fehérje szerepel. Ez az uUtvonal
tumorsejtekben gyulladashoz vezet, mely leukocita bedramlast kovetéen a tumorsejtek
apoptdézisat eredményezi [161]. Szemészeti sebek gydgyuldsa soran a sériilt sejtek apoptodzis
és nekrdzis Utjan elpusztulnak, a szoveti regeneracid és az elhalt sejtek eltavolitdsa céljabadl
pedig immunsejtek infiltraljak a tertletet [90]. Ezen Utvonal fokozott aktivitasa lehet felelGs a

posztoperativ sebgydgyulds elsé napjaiban észlelhet6 gyulladdsos epizdd kialakuldsaért.

TNF
o

TNFRSF1a

LNFKBI NFKB2 NFKB2

Proliferacié
RELA REL > | RELA REL CCND1
RELB RELB VEGFA
Talélés l
BIRC2 Angiogenézis
BIRC3 Gén transzkripcié — MMP1
BIRC5 Infl ! i MMP2
nflammaécid
CrAs CD40LG IL1A Mijpa
PTGS2 oxXcl2 IL1B MMP9
BCL2A1 PTGS2 IL2 VEGFA
BCL2L2 ICAM1  IL6 PTGS2
VCAM1 IL8

SEIERSCSE2
TNF

14. Abra Fotodinamikus terdpia dltal indukdlt utvonal. A vizsgdlatunk sordn elemzett fehérjéket kék szinnel, a betegcsoportok
kézétt szignifikdns kiilbnbséget mutato fehérjéket zéld szinnel jeldltiik. Aktivdciot a zéld nyil, gdtldst a piros nyil jelent. Az
utvonalat a Wikipathway WP3617 (www.wikipathways.org/index.php/Pathway:WP3617) alapjdn rajzoltuk meg [117].
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Konkluzid

Eredményeink alapjan a CVDIlI és a gyulladasos panelben megtalalhatd, elsésorban
plazmaban el6forduld fehérjék kis mennyiségik ellenére megfelel6éen multiplex mddon
vizsgalhatéak konnymintaban. Ezen felismerés kifejezett jelent&séggel bir, tekintettel a bazdlis
kdnnymennyiség alacsony voltara, mely limitalja a replikdtum mérését a tomegspektometriai
elemzések soran. A reflexkénny nagyobb mennyiségben is gyljthet6, de a min&sége
jelent8sen eltér a bazalis konnyhoz képest [162]. A bazdlis- és reflexkdnny kozotti kvalitativ és
kvantitativ kiilonbségek, a kdnnyanalizis sordan végzett minta dsszevonas (poolozas) elleni
érvek és a megfelel6 kontrollok alkalmazdsa miatt a PEA megfontolandd valasztds lehet az
egyes személyek egyedi konnymintdinak elemzése céljabol. A preanalitikai protokoll
egységesitésével és a médszer alkalmazasaval lehet6séglink nyilhat a konny biomarkereinek

multicentrikus vizsgalatara.
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6. Uj eredmények dsszefoglaldsa

Lacrydiag®

A képalkotd vizsgalat sordn a vizsgalat ismételhet6sége megbizhaté volt, és ez az LTMH
esetében nagyon j6 korreldcidot mutatott a két vizsgald kozott is. Ellenben a tobbi
paraméter esetén jobb eredményeket kaptunk, ha a vizsgalatot ugyanazon személy
végezte, ezért a kdvetéses vizsgdlatot javasolt egy szemésznek végeznie.

A NIBUT és a TBUT 6sszehasonlitdsanak enyhe egyetértési mutatdja miatt érdemes a
kdvetést ugyanazon modszerrel végrehajtani.

A LacryDiag® mlszer nyujtott vizsgdlatok nem-invazivak, a vizsgdlati eredmények

video- és képrogzitésével standard mdédon segitik a beteg nyomon kovetését.

Proximity extension assay

Eredményeink azt mutattdk, hogy a szovédményes betegcsoport mintdiban a
sebgyogyulas kilonb6z6 fazisaiban szerepet jatszd fehérjék kvalitativ és kvantitativ
szempontbdl is emelkedést mutattak a szovédménymentes betegcsoporthoz képest.
Mindemellett tobb, elhizédd sebgydgyulas esetén kis mennyiségben mérheté fehérje
(pl.: GLO1, SOD2) szintjében is emelkedést tapasztaltunk. A sebgydgyulds zavartalan
lefolyasat regulalé fehérjék viszont ritkabban jelentek meg a szov6dményes
betegcsoport mintaiban. Osszességében elmondhatd, hogy a konny fehérjéinek
vizsgalataval kovetkeztetni lehet sebgydgyulds egyensulyzavaranak fennallasara, mely
kés6i mitéti komplikacidkhoz vezethet.

Az immunvalaszban és a sebgyogyulasban szerepet jatszé fehérjék megvaltozott
mennyiségben és/ vagy gyakorisagban jelennek meg a mditétet kovetéen a két
betegcsoport kozott.

Els6ként vizsgdltunk kdnnymintat PEA mddszerrel, adataink alapjan a PEA alkalmas

lehet tobb szaz fehérje relativ mennyiségi meghatarozasara egyedi kbnnymintakban.
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7. Summary of new results

Lacrydiag®

The repeatability of the imaging technique was reliable, in addition the LTMH has
shown excellent interobserver accuracy as well. However better results were achieved
in the case of the other parameters, if the evaluation was performed by the same
investigator. These results suggest that follow-up examinations of patients should be
performed by the same ophthalmologist.

The slight disagreement of the NIBUT and TBUT comparisons suggests that follow-up
should be performed with the same method.

The LacryDiag® instrument provides a non-invasive, standard way to help monitor the

patient by video and image recording of test results.

Proximity extension assay

Our results showed that in the samples of the “complications” group, proteins involved
in different phases of wound healing showed an increase in both qualitative and
guantitative aspects compared to the “no complications” group. In addition, we
observed an increase in the levels of several proteins that can be measured at low
levels in case of prolonged wound healing (e.g., GLO1, SOD2). However, proteins that
regulate the normal progression of wound healing were less abundant in the samples
of the “no complications” group. In conclusion, the analysis of tear proteins suggests
the existence of wound healing imbalances that may lead to late surgical
complications.

Proteins involved in immune response and wound healing are detected in different
amounts and/or frequency after surgery between the two groups of patients.

We were the first to test tear samples using PEA, and our data suggest that PEA can be
used to quantify the relative abundance of hundreds of proteins in individual tear

samples.
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8. Osszefoglalas

A konnykutatds klinikai fontossaga vitathatatlan, tekintettel arra, hogy a konnyfilm
Osszetételének és felépitésének valtozasa jellegzetes lehet egyes szemészeti és szisztémas
betegségekre. A modern képalkoté technikak és proteomikai mddszerek kiegészitik egymast,

mellyel teljesebb képet kaphatunk a konnyfilm tulajdonsagairdl.

A szemészeti képalkotd technolégia fejlédése lehetGvé tette a szemfelszini valtozdasok,
konnyfilm paraméterek objektiv és reprodukalhaté értékelését. A LacryDiag® egy nem invaziv,
konnyen haszndlhatd diagnosztikai eszkoéz, amely alkalmas a konnyfilm vizsgdlatara és a

felvételek mentésével lehet6ség nyilik a paciens objektiv utankovetésre.

Tanulmanyunkban a képalkoté vizsgalat sordn a vizsgdlat ismételhet6sége megbizhaté
volt, és ez az LTMH esetében nagyon jo korreldciot mutatott a két vizsgdld kozott is. Ellenben
a tobbi paraméter esetén jobb eredményeket kaptunk, ha a vizsgdlatot ugyanazon személy
végezte. Ezen eredmények alapjan a betegek kovetéses vizsgalatait ugyanazon szemésznek
érdemes végeznie. A NIBUT és a TBUT 06sszehasonlitdasanak alacsony egyetértési mutatdja

miatt érdemes a kovetéshez ugyanazon mddszert alkalmazni.

Megfigyeltiik, hogy az immunvdlaszban és a sebgydgyuldsban szerepet jatszd fehérjék
megvaltozott gyakorisaggal és/vagy mennyiségben jelennek meg a glaukdémamd(itétet kdveté
szov6dményes betegcsoporttédl szarmazé mintdkban a szovédménymentes betegektdl
szarmazo mintakhoz képest. Az altalunk els6ként alkalmazott PEA mddszer lehet6vé teszi
egyszerre tobb tiz, akdr szdz fehérje relativ mennyiségi meghatdrozasat az egyes
konnymintakban. Eredményeink alapjan a PEA alkalmas kis mennyiségl konnymintak
elemzésére is, ezért a bazalis konny vizsgalatdban valasztandé mddszer lehet, amely lehetévé

teszi tobb szaz fehérje relativ mennyiségi meghatarozasat az egyes mintakban.

A technoldgiai fejlesztésekkel varhatéan mind a képalkotd eszkdézdék mind pedig a
biokémiai médszerek pontosabb és precizebb informacidkat fognak szolgaltatni a kénny
strukturdlis és funkcionalis valtozasairdl, azonban tovabbi nagyobb esetszamu vizsgalatok
sziikségesek ezen modszerek széleskord klinikai alkalmazdsat lehetévé tevd irdnyelvek

kidolgozasahoz.
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9. Summary

The clinical importance of tear research is undisputed, given that changes in the
composition and structure of the tear film may be characteristic of certain ophthalmic and
systemic diseases. Modern imaging techniques and proteomic methods complement each

other to provide a more complete picture of tear film properties.

Advances in ophthalmic imaging technology have made it possible to assess changes in
the ocular surface and tear film parameters in objective and reproducible ways. LacryDiag® is
a non-invasive, easy-to-use diagnostic tool for tear film examination and allows objective

follow-up of patients by saving the images.

In our study, the repeatability of the imaging technique was reliable, in addition the LTMH
has shown excellent interobserver accuracy as well. However better results were achieved in
the case of the other parameters, if the evaluation was performed by the same investigator.
These results suggest that follow-up examinations of patients should be performed by the
same ophthalmologist. Due to the low agreement rate between NIBUT and TBUT

comparisons, it is worth using the same method for follow-up.

We observed that proteins involved in the immune response and wound healing are found
with different frequency and/or in different quantity in samples from patients who had
complications after glaucoma surgery compared to samples from patients without
complications. The PEA method we used allows the relative quantification of tens to hundreds
of proteins in each tear sample at the same time. Based on our results, PEA is also suitable for
the analysis of small amounts of tear samples and may therefore be the method of choice for
the analysis of basal tears, allowing the relative quantification of hundreds of proteins in each

sample.

With technological advances, both imaging tools and biochemical methods are expected
to provide more accurate and precise information about structural and functional changes in
tear, but more case-control studies are needed to develop guidelines for the widespread

clinical use of these methods.
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11. Targyszavak/key words

szaraz szem betegség / dry eye disease

alsé konnymeniszkusz magassag / lower tear meniscus height
konnyfilm felszakadasi id6 / tear film break-up time
meibografia / meibography

interferometria / interferometry

proximity extension assay / proximity extension asssay

konny / tear

glaukéma / glaucoma

sebgydgyulas / wound healing

gyulladas / inflammation
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