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A konny plazminogén aktivator szintjének véaltozésa, fotorefraktiv excimer lézerkezelést

(PRK) kovetéen

A projectben vallalt feladatok

a) Fotorefraktiv excimer lézerkezelést kovetéen, tanulmanyozni kivantuk a plazminogén
aktivator aktivitds (PAA) véltozdsanak jelent6ségét nyulak kénnymintaiban és kerestik a
valaszt, az excimer lézerkezelést koveté alacsony plazminogén aktivator aktivitasi szint

jelentéségére, valamint a cornedlis stromahomallyal val6 (haze) kapcsolatara.

b) Human beteganyagon Kkivantuk tanulmanyozni, fotorefraktiv excimer lézerkezelést
kdvetoen, a konny plazminogén aktivator inhibitor - PAIL, PAI2 - szintjeinek valtozasat és
annak jelentéségét a cornedlis stromahomaly kialakuldsaban. Vizsgalni kivantuk, vajon az
emelkedett inhibitor szintek jatszanak-e elsédleges szerepet, a mitétet egyes esetekben

kdvet6 alacsony konny PAA szint kialakulasaban.

c) Allatkisérletekben kivantuk tovabb tanulmanyozni a corneélis stromahomaly kialakulési
mechanizmusat. A tanulmanyban specifikus szerin proteinaz inhibitort kivantunk alkalmazni,
mellyel mesterségesen tartottuk volna alacsony értéken a konny PAA értékét PRK kovetoen.
A vllalt feladatot modositani kényszeriltink, melyet az OTKA Iroda elfogadott és
visszaigazolt. A sziikséges modositds oka az volt, hogy specifikus szerin proteindz inhibitor
kereskedelmi forgalomban nem érhet6 el, az egyedi elGallitasi ar a rendelkezésiinkre allé
forrdsokbol nem volt finanszirozhatd. A vallalt feladatmddositasként széles szubsztrat
specificiast proteaz inhibitor urokinaz tipusu ,,down” regulécidjat vizsgaltuk nyul corneélis
epithelsejtekben fotorefraktiv excimer lézerkezelést kdvetoen.

d) Allatkisérletben kivantuk a PRK kezelést egyes esetekben kovetd konny PAA szint
csokkenést megakadalyozni és megel6zni a corneélis stromahomaly kialakulasat a

posztoperativ idészakban.
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Tekintettel az a) és d) feladat szoros gondolati egységére az idérendben ugyan betiirendi

sorrendbe elvégzett munkaink ismertetésére a fenti gondolati egyseg keretén belil kertl sor.

Bevezetés

A cornedlis toréer6 megvaltoztatasara vegzett fotorefraktiv keratektémiak szdma évrél évre
né. Komplikéciok kis szamban fordulnak elé, &m ezek egészséges szemeket érintenek. Az
urokinaz-tipust plazminogén aktivator (uUPA) donté szerepet jatszik a cornealis sebgyogyulas
biokémiai folyamataban, jelen van a kénnyben és a cornedlis sejtekben.

Célunk az volt (a / d feladat), hogy vizsgaljuk a PRK utan bekdvetkezé uPA valtozasat a
kénnyben, illetve a sebgyogyulas biokémiai folyamataban betoltott szerepét.

A koénnymintakat PRK kezelés el6tt és utan gyajtottik pécienseinktol, valamint uj-zélandi
nyulaktdl. Paciensek mindkét, allataink egyik szemét kezeltik antibiotikummal.

Els6 allatkisérleti projectiinkben (a) az ellenoldali szemek kezelése szerin proteinaz
inhibitorral (SPI) tortént - antibiotikum alkalmazasa mellett-, a posztoperativ elsé hét
folyaman az uPA szint szupresszalasa végett.

Masodik allatkisérleti projectiinkben (d), melybe terhes és nem terhes nyulak voltak
bevonva, az ellenoldali szemeket - antibiotikum mellé-, adott 20 IU/ml uPA-val kezeltlk az
elsé posztoperativ hét folyaman. Az 0sszes szem kezelése azonos médon tortént az elsé
posztoperativ hetet kdvetéen, antibiotikum alkalmazédsaval. Az uPA meghatarozasa
spektrofotometriai modszerrel tortént human plazminogén és kromogén peptid szubsztrat S-
2251 alkalmazésaval. A haze meghatarozédsa a Hanna- féle stddium beosztasnak megfeleléen
tortént.

A plazminogén aktivator aktivitds alacsonyabb volt a preoperativ értéknél a kezelést
kdzvetlenil kdvetéen. Normél sebgydgyulés esetén szignifikans uPA emelkedést meértiink a

masodik és a harmadik posztoperativ napokon, mely visszatért a kiinduléasi értékre a
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késébbiekben. Ezzel szemben a kdnny uPA szintje alacsony maradt a 3. posztoperativ napon
azon esetekben, amikor haze alakult ki a késébbiekben (3. — 6. honap). Az 6sszes SPI —al
szupresszalt szem esetében haze alakult ki a késéi posztoperativ szakban, meg haze
kialakuldsa nem volt észlelheté egyik uPA-val kezelt esetben sem. A korai posztoperativ
idészakban mért alacsony konny uPA szint korreldlt a haze kialakulasaval a késébbiekben.
Az uPA szemcseppként torténé alkalmazédsa a refraktiv sebészeti beavatkozast koveto
cornedlis sebgydgyulasi folyamat korai posztoperativ idészakaban (1-7 nap) egy lehetséges

terapia a haze kialakuldsanak csokkentésére, illetve megel6zésére.

El6zmények

A refraktiv 1ézersebészeti beavatkozas alkalmas a szaruhartya felszinének re-profilalasara
mely altal lehet6séget biztosit a kulénbdz6 tipust refrakcids hibak korrigdlasara. A
fotorefraktiv keratektomia soran a cornedlis epithelium lekaparasat kdvetéen az excimer lézer
evaporalja a szaruhartya stromalis rétegének egy meghatarozott részét. Az evaporacio soran
korilbelil10 mikron felel meg 1 Dioptria myopia korrekcidjanak, melynek eredményeként a
szaruhartya felszine re-profilalodik és az optikai toréeré megvéltozik. A re-eptihelizécid
altalaban 2-3 napot vesz igénybe.

A posztoperativ komplikéaciok kozil a leggyakoribbak a myopias regresszid, valamint
a vizualis aberraciok melyek hatterében a cornedlis transzparencia valtozasa all (haze, halo,
glare) a sebgyogyulasi folyamatok irregularitasanak eredményeként.

A refraktiv lézersebészeti beavatkozasok elektiv miitétek, egészséges szemeken
torténnek és sok vonatkozasban a kozmetikai mitétekhez hasonlithatok. Komplikéciok ilyen
mutétek esetén még kevésbé elfogadhatok, mint sérilt illetve beteg szemeken végzett

beavatkozasok esetében.



A refraktiv 1ézersebészeti beavatkozast koveto transzparencia csdokkenés hatterében
valdsziniileg az aktivalt keratocitak, valamint az eliilsé stroma lamellak karosodasa all. A
haze kialakuldsa — amennyiben az kialakul - a kezelést kovetéen néhény héten, illetve
honapon belll kdvetkezik be. A lefolyas hetek — honapok kozott valtozik, esetenkeént évekig
is elhtzodhat, melynek mind a sulyosségi foka mind a lefolyasa valtozé. A haze el6fordulasi
gyakorisaga igen valtozé a publikalt irodalomban, sajat eredményeink alapjan 7-8%-ra teheté.

Az urokindz-tipust plazminogén aktivator -szerin proteaz-, mely megtalalhatd a
normal koénnyben és a szaruhartya sejtjeiben. A cornealis sebgydgyulas biokémiai
folyamataban, az uPA igen fontos szerepet jatszik mind a szdveti destrukcid, mind a széveti
gyégyulas soran. A proteolitikus enzimrendszerben az uPA felelés az inaktiv plazminogén
aktiv plazminna torténé atalakitasaért. A plazmin — egyéb enzimekkel- szerepet jatszik az
extracellularis fibronektin és a laminin degradacidjaban, befolyasolja a sejtvandorlast és a
sebgyogyulési folyamatokat. A plazmin aktivalja a latens prokollagenazt kollagenéazza,
mellyel elinditja a kollagéen molekuldk destrukcidjat. Pozitiv visszacsatolassal hatva a

fibroblasztokra még toébb uPA-t szekretéltat.

Feladatunkként azt tiiztlik ki, hogy jobban megismerjik a PRK kezelést koveto sebgydgyulas
folyamatét, ezert a konnymintdk uPA aktivitadsat (UPAA) mértiik a kdnnyben a cornedlis re-
epithelializatio folyaméan a kezelés el6tt és utan. Az aldbbiakban munkank eredményeit

ismertetjuk, melyet az a) illetve d) feladatban vallaltunk.

Anvyagok és mbdszerek

42 péciens (77 szem) eset &4 PRK Kkezelésen, életkoruk 17 - 51 év kozott volt. A
tanulméanyban csak azon betegek vettek részt, akik szemébdl 3 perc alatt legalabb 15l
konnymintat tudtunk nyerni. A preoperativ atlagos refrakcios hiba —3.0 dioptria volt (SD:
3.0), nyolc szemen kerdlt sor asztigmia —1.5 diopters (SD: 0.6) korrekciojara is.
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32 egészséges Uj-zélandi nyul (3.0-3.5kg), melyek kozil 8 terhes volt kerilt a
tanulmanyba. A PRK kezelést mindkét szemen ugyanazon idében végeztik: — 6.0 dioptria
szferikus refrakcios hiba korrekciojanak megfeleléen. A PRK kezelések — mind a péciensek

mind a nyulak esetében - Schwind Keratom Il ArF excimer lézer (193nm) alkalmazasaval

torténtek, a Vital-Lézer Kft, valamint a De —OEC Szemklinika egy-egy orvosa altal (egy
tanulmany esetén az 0sszes miitétet egy azon operatér végezte). A de-epithelializatiot
»,Hockey” kés hasznalataval végeztik szférikus korrekcid esetén 6.0-6.5 mm Hoffer trepant
hasznalva és az asztigmia korrekcioja 7.5-8.0 mm trepant hasznalataval tortént. Az
epitheliumot dvatosan kapartuk le a periféridtol a centrum felé haladva. A rezidudlis
epithelidlis maradek eltavolitasahoz ,,steril” szivarka tampont hasznaltunk. Az epithelidlis
anesztézia 0.4% oxybuprocain hydrochlorid szemcsepp alkalmazaséaval tortént, melyet az
allatok esetében altatas mellett (ketamin-xylazin ardny: 60 mg/kg - 5 mg/kg) alkalmaztunk.

Szférikus korrekcio esetén az alkalmazott ablacios zona 6.1 mm (SD: 0.2) volt, azon
péciensek esetében ahol asztigmia korrekcidja tortént 7.5 mm —es (SD: 0.6) ablacios zonéat
alkalmaztunk, 5.7 mm-es (SD: 0.1) szférikus maszk mellett. A PRK kezeléshez hasznélt
atlagos ablacios mélység 48 mikron (SD: 22). Az allatok kezelését 6.0 mm —es ablacios
zénaval végeztiik, 68 mikrométeres ablacios mélység mellett.

A posztoperativ kezelés antibiotikum szemcsepp, Ciloxan® (Alcon), 6rankénti
alkalmazasaval tortént a posztoperativ els6 napokban, majd Otszori adagolassal az
elkdvetkez6 6t napon mind a paciensek mind az allatok esetében. A nyolc operélt allat (nem
terhes) 1 csepp 10,000 KIU/ml aprotinint (Gordox, Richter Gedeon Rt., Budapest) kapott az
antibiotikum kezelés mellett. Az aprotinin alkalmazésa az antibiotikum fent ismertetett
adagolasédnak megfeleléen tortént. Ezt a csoportot ,,aprotinin (SPI)” csoportként nevezzik a
tovabbiakban.

24 éllat (8 terhes & 16 nem terhes) mindkét szemén PRK kezelést végeztiink. Az

egyik szem kezelése a human tanulmanyban ismertetetteknek megfeleléen tértén, még a
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méasik szem kezelése soran az antibiotikum-50 IU/ml uPA-t (Ukidan, Serono SpA,
Unterschleissheim, Germany) is tartalmazott. Ezt a csoportot ,,uPA” kezelt csoportként
nevezzuk a tovabbiakban.

A konnymintédk gyjtése és a cseppek alkalmazasa kozott minimum 8 éra telt el, hogy
elkeriiljiik a mintak esetleges felhigulésat. Az elsd posztoeprativ hét utan Flucon® (Alcon) és
Tears Naturale® (Alcon) szemcseppeket alkalmaztunk 5x az elsé, 4x a masodik és 3x —i
cseppentés mellett a 3. hdnapban. A tanulmany folyaman egyéb terapia alkalmazéasara nem

keriilt sor. Osszes péciensiink és allataink 1, 3 és 6 honapos rendszeres kovetésben

részesiiltek a kezelést kdvetsen.

A plazminogén aktivator analizishez a konnymintakat kdzvetlenll a PRK kezelés el6tt
és utan, valamint a 3. és 5. posztoperativ napokon gyiijtottik, Uveg-kapillaris segitségével az
also konny-meniszkuszbdl. A human mintak gytjtése soran stimulaciot nem alkalmaztunk az
allatok esetében i.m. pilocarpin hydrochlorid (5 mg/kg) injectiot hasznaltunk a kénnyezés
provokalasahoz. A fent ismertetett harom tanulmanyban ugyan azt a metddust alkalmaztuk a

project teljes idétartama alatt. A konny-mintavétel soran a szekrécios rata 5-15 ul/perc volt a

human szemek kezelését kovetéen, még 10-50 pl/percnek adddott az allatkisérleteinkben. A

konnymintakat kozvetlenil a mintavételt kovetéen centrifugaltuk (1800 rpm, 8 perc) és a

felultszoét -80 °C — on fagyasztva taroltuk.

A plazminogén aktivator aktivitds meghatarozasa spektrofotometrids maodszerrel
tortént human plazminogént és plazmin-specifikus chromogén peptide szubsztratot
hasznalva, D-valyl-L-leucyl-L-lysine-p-nitroanilide (S-2251). A valasztott mddszer
els6sorban az urkinaz tipusi plazminogén aktivator meghatarozasara alkalmas. A
plazminogén aktivator aktivitas méreésehez: 5 ul kdnnyet, vagy standard urokinazt, vagy
plazmint inkubaltunk 100 pl of 0.05 Tris pufferben, pH 7.4, 37°C -on 0.5 mmol/l

chromogen szubsztrat S-2251 és 1 umol/l human plazminogén jelenlétében. 4 o6ra inkubéalas



utan, a reakciot 500 pl - 8 mol/l ecetsavval allitottuk le. Az abszorpcié mérése 405 nm-en
»Labsystem Multiscan MS” spektrofotométeren tortént. A plazminogénnel és a plazminogén
hianyaban meért abszorpcid kulonbsegek hataroztdk meg a kdénny plazminogén aktivator
aktivitasat. A plazminogén aktivator aktivitas 1U/ml-ben torténé meghatarozasahoz urokinaz
felhasznalasaval készilt kalibracios gorbét hasznaltunk.

A haze meghatarozasa Hanna-féle stadium beosztasnak megfeleléen tértént anélkdl,

hogy barmiféle ismerettel rendelkeztiink volna a kénny uPA aktivitasara nézve.

Standard statisztikai analizist alkalmaztunk a péciensek konny uPA aktivitasanak
0sszehasonlitdsdhoz (t-test). Amennyiben a mért kilénbseg a csoportok kozétt (p érték),
kevesebb volt, mint 0.05 - szignifikansnak tekintettiik a killonbséget. Ha a p érték < 0.001
kifejezett szignifikanciardl beszéltiink. Yates’ korrekciét (chi-squared test) alkalmaztunk az

allatok mintdinak dsszehasonlitasra.

Eredményeink

A konnyben mert uPAA szint PRK utan szignifikansan alacsonyabb volt a preoperativ
értékhez képest, mind a human mind az allat tanulmanyunkban. 71 (92-:2%) huméan szem
esetében észleltink normalis cornedlis sebgyogyulasi folyamatot. Ezen esetekben, a
konnymintakban mért uPAA szint szignifikansan emelkedett volt a 3. posztoperativ napon a
preoperativ ertékhez képest, majd visszatért a kiindulasi értékre az 5. posztoperativ napra.
Ezzel szemben a mért konny uPAA érték alacsony értéken maradt a 3. posztoperativ napon 6
esetben (7:8%) mely péacienseinknal cornealis stromahomaly (haze) kialakulasat figyeltik

meg a késoi posztoperativ szakban (3 — 6 hdnap). (1. és 2. abra).



UPAA aktivitds mintdzat human konnymintakban
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1. dbra. uPAA éatlagértékek (SD), human kdnnyben PRK kezelést kovetéen: 71 szem normal
UPAA értékekkel, haze kialakulasa nem volt megfigyelheté (folyamatos vonal); 6 szem
alacsony UPAA értékekkel a 3. posztoperativ naponPRK kezelést kovetéem és késébbi haze
kialakulasaval (szaggatott vonal). A két csoport kdzott mért uPAA klonbség statisztikailag

szignifikans volt (p < 0-0001) a harmadik posztoperativ napon.

Allatkisérletiinkben 8 j-zélandi nydl mindkét szemén PRK kezelést végeztiink, az
egyik szem kezelése a human szemeknek megfeleléen tortént, még a masik szem kezelése
aprotinin, szerin protedz inhibitor kezelésben részestlt a konny uPA szintjének
szuppresszalasa végett, az elsé posztoperativ hét folyaman. A nyolc (100%) antibiotikummal
kezelt nyul esetében haze nem fejlodott ki a késoi posztoperativ idészakban, az uPAA
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mintézat a human normélis sebgyogyulasu csoport konnymintdzatanak fellelt meg (2. abra).
Az ellenoldali szemek esetében ahol a koénny uPA szintjét aprotininnal szupresszaltuk

cornealis haze fejlédott ki 2 — 3 honap utan (100%).

UPAA aktivitds mintazat nyal konnymintakban
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2. dbra. UPAA atlagértékek (SD), nyulak kénnymintaiban PRK kezelést kdvetéen: 8 szem
normal uPAA értékekkel, haze kialakulasa nem volt megfigyelheté (folyamatos vonal); 8
szem, melyek SPI kezelésben részestiltek, a 2. — 7. napig (szaggatott vonal), haze alakult ki a
késoi posztoperativ idészakban. A két csoport kézott mért uPAA kildnbség statisztikailag

szignifikans volt (p < 0-0001) a 2. és 7. posztoperativ nap kozott.

Véletlenszeriien a tanulmanyba vont allatok kozott egy terhes allattal dolgoztunk és az allat
mindkét szemének konnyfilmjében csokkent uPA értéket mértiink PRK kezelést kbvetéen €és

haze kialakulésat figyeltiik meg a késébbi posztoperativ idészakban. Ezen megfigyelésiinket



alapul véve, kdvetkez6 tanulményunkba 8 terhes és 16 nem terhes allatot vontunk be és
végeztiink PRK kezelést mindkét szemen. A kezelést kovetéen az egyik szemet uPA - al
kezeltik az els6 posztoperativ hét folyaman. Tanulmanyunkban a terhesség egyértelmii
rizikofaktornak bizonyult a PRK kezelést kovetéen a haze kialakulasaban. Az alkalmazott
uPA szemcsepp mind a 24 allat esetében (100%) megakadalyozta a haze kialakulasat, még az
ellenoldali uPA-val nem kezelt szemek esetében 8 ,terhes” esetbél 7 esetben (87-5%) még a
»,nem — terhes” esetekben 16 allat vizsgalata esetén 2 esetben (12:5%) fejlédott ki haze a

késdbbiekben.

Diszkusszio

Human tanulményunkban, a kénnyben mért alacsony uPAA érték néhany nappal a refraktiv
sebészeti beavatkozast kovetéen korreldlt a késsi haze kifejlodésével. Allatmodell
alkalmazésa eseten az alacsony UPAA szint a korai posztoperativ idészakban - melyet akér
szerin proteinaz inhibitor alkalmazasaval értiink el, akar a terhesség befolyasolt - korrelalt a
haze kialakulasaval a késébbiekben. Ezzel ellentétben az uPA szemcsepp formajaban torténd
alkalmazéasa a korai posztoperativ idoszakban megévta a PRK kezelésen atesett allatok
szemét a késébbi cornedlis stromahomaly kialakuldsatdl. A fent ismertetett eredmények
alatamasztjak, hogy a human és nydl tanulmanyban mért uPAA kuldnbségek ellenére a nydl
modell igen hasznos lehet a fibrinolitikus rendszer tanulményozésara a cornealis
sebgyogyulasi folyamatokban. Az uPA szint meghatarozasa, kritikus lehet a haze
kialakulasanak elérejelzésér,e és esetlegesen egy terapias alternativa lehet a korai
posztoperativ id6szakban. Tekintettel arra, hogy a haze kialakulasa nem jésolhatdé meg a
mutéti beavatkozas el6tt és az uPA -nak varhatGan pozitiv hatasa van az egészséges
szaruhartyak cornedlis sebgydgyulasi folyamataban is, profilaktikus alkalmazasa felmerilhet.

Jelenleg nincs elfogadott terapias alternativa a haze elimindlasara, illetve megel6zésére. A
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protedz hasznélata, uPA, egy lehetséges terapia alkalmazésa a jovében a haze megel6zésére,

mely azonban tovabbi experimentélis és klinikai vizsgalatokat igényel.

Eredményeink eddigi ismertetése:

1. Csutak A, Tozsér J, Békési L, Hassan Z, Berta A, Silver DM (2000) Plasminogen activator
activity in tears after excimer laser photorefractive keratectomy. Invest Ophthalmol Vis Sci
41:3743-3747

2. Csutak A, Silver DM, Tozser J, Facskd A, Berta A (2003) Plasminogen activator activity
in rabbit tears after excimer laser photorefractive keratectomy. Exp Eye Res 77:675-680

3. Csutak A, Silver DM, Tozsér J, Hassan Z, Berta A (2004) Urokinase-type plasminogen
activator to prevent haze after photorefractive keratectomy, and pregnancy as a risk factor for

haze in rabbits. Invest Ophthalmol Vis Sci 45:1329-1333

Az aldbbiakban a b) feladatban vallalt kutatasi eredményeink ismertetésére keril sor.
A tovabbiakban a modszerek kilén ismertetésere, amennyiben az a fentieknek megfeleléen

tortént killon nem tériink ki.

Human beteganyagon kivantuk tanulmanyozni, a fotorefraktiv excimer lézerkezelést kdveto,
kénny plazminogén aktivator inhibitor - PAIL, PAI2 - szint valtozést és annak jelentésegét a
cornedlis stromahomaly kialakuldsaban. Vizsgalni kivantuk, vajon az emelkedett inhibitor
szintek jatszanak-e elsédleges szerepet, a mitétet egyes esetekben kovetd alacsony kénny
PAA szint kialakulasaban.

Tanulméanyunkban 15 péciensiink konnymintéinak vizsgélatara kerilt sor. A
mintavételek fotorefraktiv excimer lézerkezelést megel6zéen, kdzvetlenil utdna, valamint a
3. és 5. posztoperativ napokon torténtek. A konnymintdk PAI-1 (61 minta) és PAI-2 (140

minta) meghatarozasadhoz enzim kapcsolt immuno-assay (Imubind ELISA) hasznaltunk.
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Eredményeink: Imubind ELISA Kit segitségével egyik mintankban sem sikerilt plazminogén
aktivator inhibitor 1 —et kimutatnunk. A meért koncentracio értekek az altalunk vizsgalt
napokon mindvégig a kit érzékenységi szintje alatt maradtak (0.05 ng/ml). A plazminogén
aktivator inhibitor 2 atlagértéeke (SD) 0.9 (1.1) ng/ml érték volt a mitétet megel6zéen, 5.5
(3.1) ng/ml posztoperative, 0.6 (1.0) ng/ml a 3. posztoperativ napon és 0.8 (1.0) ng/ml
értéknek adddott az 5. posztoperativ napon. Egyetlen beteglink preoperativ PAI-2 szintje volt
5.7 ng/ml, mely érték posztoperative 3.8 ng/ml-re csokkent: ez volt az egyedili minta, mely
cornealis stromahomallyal gydgyult betegtdl szarmazott. EQy mésik paciensiunk esetében a
mért PAI-2 szint 3.3 ng/ml volt preoperative, mely 5.3 ng/ml értékre emelkedett kdzvetlentl
a lézerkezelést kdvetéen (haze kialakuldsat nem észleltiik). Az dsszes tébbi vizsgalt minta
esetében a PAI-2 koncentracioja kevesebb volt, mint 0.5 ng/ml, mely szignifikansan

emelkedett a posztoperativ napon. (3. abra)

PAI-2 Concentration in Tears of PRK Patients
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3. abra. A PAI-2 szintjének valtozasa a kénnyben normal (kék vonal) és komplikalt — haze -

sebgyogyulas esetén (piros vonal).
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Konklizid: Eredményeink alapjan ugy tinik, hogy a PAI-1 nem jatszik jelent6s szerepet a
PRK-t kdveto cornealis sebgyogyulas folyamén, mig a PAI-2 antigén szintjének véltozésa
jelentés a sebgyodgyulas biokémiai folyamataban. A cornealis sebgydgyulast kdveté PAI-2
antigén szint valtozéasainak hatterében valdszintileg a plazminogén aktivatorok enzimatikus
kaszk&d rendszere &llhat. A corneélis stromahomallyal gyogyult betegiink eltér6 PAI-2

mintézata oki tényezoje vagy kdvetkezmenye lehet a haze kialakulésénak.

Eredményeink eddigi ismerttése:

4. Csutak A, Silver DM, Té6zsér J, Hassan Z, Berta A. Plasminogen activator inhibitors in
tears after excimer laser photorefractive keratectomy. The First Singapore Eye Research
Institute (SERI) — The Association for Research in Vision and Ophthalmology (ARVO)

meeting on research in vision and ophthalmology, Singapore, February 2003.

A munka “Young Investigator Award: OUTSTANDING, Clinical Ophthalmology”
elismerésben részesilt Singapore, 2003.

Munkank eredményeinek tovabbi ismertetése jelenleg ,,review” alatt all az Invest Ophthalmol

Vis Sci folyoiratnél.

Az aldbbiakban a ¢) modositott feladatban vallalt kutatasi eredményeinket ismertetjuk, mely

soran arra kerestiik a valaszt, hogyan fejti ki hatasat a szerin proteaz inhibitor PRK kezelést
kovetoen.

Szerin proteaz inhibitor tartalmd szemcsepp (aprotinin) hatasanak tanulmanyozésa az
urokindz tipusu plazminogén aktivator expresszidjara és aktivitdsara, nyul szaruhartyak
fotorefraktiv excimer lézerkezelését kovetoen.

Munkank soran 15 nyul, mindkét szemén végeztiink PRK kezelést. Az allatok egyik szemét
antibiotikum tartalmu szemcseppel kezeltiik (5x cseppentés naponta), mig az ellenoldali szem
kezelése szerin protedz inhibitorral tortént a fenti gyakorisaggal. Az allatok tulaltatasat az

alabbiaknak megfeleléen végeztiuk: azonnali, 2 ora, 4 6ra, 1., 3. és 5. nap. Harom allat
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kontrollként szerepelt kisérletinkben: az egyik szemet nem operaltuk, mig az ellenoldali
szemet operaltuk, de nem kezeltik. Az allat talaltatasat a PRK kezelést kévetéen azonnal
illetve 2 6ra mulva végeztik.

Az uPA aktivitas tanulményozasa "in situ zymographia™ alkalmazésaval tortént fagyasztott
metszeteken, melyhez az enuclelt bulbusok szaruhartyajanak egyik felét hasznaltuk, még a
maésik félen "reverse transcription (RT) és real-time quantitative PCR (QPCR) technika

alkalmazéaséaval az uPA mRNS szintet detektaltuk (4. abra).

Rabbit cornea after PRK used for
zymography and PCR

zymography

4. abra A PRK kezelést kdvetéen a bulbusokat kilonb6zé idépontokban enucleéltuk és a
cornedkat kettémetszve az egyik fél felhasznalasa uPA aktivitas meghatarozasara "in situ
zymographia” —val lett felhasznalva, még a masik félet "reverse transcription (RT) és real-
time quantitative PCR (QPCR)technika alkalmazésaval az uPA mRNS szintet detektalasahoz
hasznéltuk.

Eredmények: az "in situ zymographia®-val plasminogen-dependens kazein hydrolysist
mutattunk ki a " leading edge" vonalaban, a migralo epithelialis sejteknek megfeleléen. Ez az
aktivitas polyclonalis anti-tPA antitesttel, illetve amiloride-dal gatolhatd volt, de nem volt

gatolhato antitesttel. Plazminogén-independens lysist nem tudtunk kimutatni.
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Az uPA mRNS szint a nem operélt szemek esetében nem volt detektalhatd, mig az uPA

MRNS szint értéke:0.0026 uPA/18S RNS 2 6raval a PRK-t kovetéen. 4 éraval a kezelés utan

jelentés csokkenése volt detektdlhato az uPA mMRNS szintnek a corneélis sejtekben,

amennyiben antibiotikus kezelést alkalmaztunk (58% a 2 dras értékhez viszonyitva), de a

mért értéek még alacsonyabb volt (31 % a 2 6ras ertékhez viszonyitva ) azon szemek esetében

amikor aprotinin szemcseppel tortént a kezelés (1 csepp aprotinin alkalmazésa utan - 2 6raval

a mintavétel el6tt). 24 oraval a PRK kezelést kovetéen, az uPA mRNS - szint tovabb

csokkent, de kifejezettebb volt ez a csokkenés, az aprotininnel kezelt szemek esetében (21%

és 15 %). Nem tudtunk uPA mRNS szintet detektalni a 3. és az 5. posztoperativ napokon. (5.

abra)
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uPA mRNA / 18S ribosomal RNA
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0,000

5. &bra. UPA mRNS szint valtozas cornealis sejtekben,
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aprotinin szemcseppel tortént a kezelés mellett.
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Konkluzid: Korédbbi tanulményunkban méar bemutattuk, hogy az aprotinin tartalmu

szemcsepp alkalmazdsa PRK-t kovetéen a nyulak konnymintdiban a kezelés teljes
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idétartamara az uPA aktivitas teljes hianyat eredményezi. Ezzel szemben az antibiotikummal
kezelt allatok esetében az uPA aktivitas igen jellegzetes véaltozast mutat a cornealis
sebgydgyuléas folyaman a kdnnyben, hasonldéan a human sebgyodgyulasi folyamatokhoz. A
Iézersebészeti beavatkozast kdvetden, 2 hdnapon beliil, az aprotininnel kezelt allatok esetében
cornedlis stromahomaly (haze) volt detektalhatd. Tanulmanyunkban a proteaz inhibitor
lokélis alkalmazasa mellett detektalt dramatikus hatas arra a kdvetkeztetésre enged, hogy a
proteaz inhibitor nem csupén direkt gatlé hatést fejt ki az uPA-generalta plazmin rendszerre,
de hatassal van az uPA feed- back mechanizmusara is, valdsziniileg egyéb parhuzamosan
zajlé biokémiai folyamtok mellett. Fenti kisérletiinkkel demonstraltuk az aprotinin uPA
mMRNS szintii "down-regulacidjat” a migrald epithelidlis sejtek szintjén, melyek jelentos
szerepet toltenek be a corneélis sebgydgyulasi folyamatokban, beleértve a haze kialakulasat
IS.

Eredményeink ismerttése:

5. Csutak A, Silver DM, Sperka T, Kadas J, Vereb G, Berta A, T6zsér J. Urokinase down-
regulation by aprotinin after photorefractive keratectomy in rabbit corneal epithelial cells.
The Association for Research in Vision and Ophthalmology (ARVO), Ft. Lauderdale,USA,

April 2004.

A munka eredményeinek kozlésé jelenleg az Invest Ophthalmol Vis Sci folyoirat biralatainak

megfelelé atdolgozasa alatt all.

Tamogatasukat ezdton is halasan koszonjuk!

16



