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1. ROVIDITESEK JEGYZEKE

APC — antigen presenting cell, antigénprezentalo6 sejt

BM — membrana basalis, bazalis membran

BUT — break up time, konnyfilm felszakadasi id6

CCh — conjunctivochalasis

CD — cluster of differentiation, differencialodasi antigének

CK — cytokeratin, citokeratin

ECM — extracellular matrix, extracellularis matrix

FACS - fluorescens activated cell sorting, fluorescencia aktivalt sejtszeparalas
FSC- forward scatter, el6re iranyuld fényszoras

HLA — DR — human leukocyte antigen, human leukocita antigén DR izoforma
ICAM — intercellular adhesion molecule, intercellularis cellularis adhézidés molekula
IL-18 — interleukin 1 béta

IL-6, -8 — interleukin 6, -8

KCS — keratoconjunctivitis sicca

LFU — lacrimal functional unit, lakrimalis funkcionalis egység

LIPCOF — Lidkanten Paralelle Conjunctival Falten, szemhéjszéllel parhuzamos
kotohartyaredok

MAPK — mitogen activated protein kinase, mitogén aktivalt protein kinaz

MFI — mean fluorescence intensity, atlagos fluoreszcencia intenzitas

MHC — major histocompatibility complex, f6 hisztokompatibilitasi komplex
MMP —matrix — metalloproteases, matrix metalloproteaz

PAS — periodic acid Schiff, perjodsavas- Schiff- festés

PBS - phosphat buffered saline, foszfat pufferes fiziologias sdoldat

SSC — side scatter, oldalra iranyul6 fényszoras

TNF-0— tumor nekrozis faktor — a



2. BEVEZETES

A conjunctivochalasis (CCh) a bulbaris kétéhartya olyan tartos megereszkedése,
megnyuldsa, melynek kovetkeztében az alsé szemhéjszéllel parhuzamosan — sulyosabb
esetben a temporalis, nazalis és a felsd kotOhartya terlileteken, a szaruhartya eldtt —
redok alakulnak ki, amelyek a konnyfilm egységét megbontva és a konnyelfolyast
késleltetve, sulyosabb esetben kdnnycsorgashoz vezetve okoznak jellegzetes panaszokat
(1. aba). Az elvaltozas kétoldali és szimmetrikus (Meller és mtsai 1998, Pasquale és

mtsai 2004, Murube 2005).

1. abra. Réslampas vizsgalat soran megfigyelt kotéhartyareddk az alséd

szemhéjszéllel parhuzamosan, a konnymeniszkusz teriiletén

A korkép els6 emlitése Middlemore-t6l szarmazik 1835-bdél (Murube 2005), de maga az
elnevezés Hughes 1942-es kozleményében szerepel eldszor (Hughes 1942). Az elsé
szovettani megfigyeléseket 1930-ban Denti publikélta, aki degenerativ elvaltozdsnak
tartotta (Watanabe és mtsai 2004, Murube 2005).

A mult szazad elsd felében a betegséget még csupan gy tartottak szamon, mint
a szemfelszini hamhianyok, fekélyek mellett észlelt jelenséget, majd a 80-as években

foleg a konnycsorgas okaként vizsgaltak. Napjainkban a konnyfilm instabilitas kapcsan



a kevésbé sulyos elvaltozasok is eldtérbe keriiltek (Meller és mtsai 1998). Arra azonban
még nem sziiletett egyértelmii magyarazat, hogy a redoképzddés elsddleges elvaltozas
vagy egyéb kronikus korallapotok (szaraz szem betegség, szolaris keratopatia, allergia)
kovetkezménye-e.

Szamos hipotézis latott napvildgot a CCh koroktanat illetéen az elmult
évtizedekben. A két alapvetd feltételezés szerint a kotOhartya rugalmas rostjainak
feltéredezése (Meller ¢s mtsai 2000, Li és mtsai 2000, Watanabe és mtsai 2004, Yokoi
¢s mtsai 2005) és a szemfelszin gyulladdsa okozza az elvaltozast (Acera és mtsai 2000,
Erdogan-Poyraz és mtsai 2009). A két folyamat sorrendje tisztazatlan. Nem egyértelmdi,
hogy a diffiz szemfelszini gyulladdas vezet a kotohartya rostszerkezetének
karosodasdhoz, vagy a rostok feltoredezése az elsddleges elvaltozas és ez vezet a
redOképzddéshez, ami a konnyfilm elégtelen miikodésén keresztil a kronikus
szemfelszini gyulladast okozza. Mindkét elméletet alatdmasztjdk immunoldgiai és
szovettani vizsgalatok egyarant (Meller és mtsai 1998, Francis és mtsai 2005, Meller és
mtsai 2000, Li és mtsai 2000). Egyes szerzOk az elvaltozast a korral jar6 elfajulasos
allapotok kozé soroljak, azonban az utdbbi évek kozleményeiben fiatal esetek is
bemutatasra keriiltek (Watanabe €s mtsai 2004, Zhang és mtsai 2011).

A CCh el6fordulasi gyakorisaga nem ismert. A mindennapi gyakorlatban
rendszeresen taldlkozhatunk kiilonb6z6 sulyossagu esetekkel, de nem mindig okoz
panaszokat. Amennyiben igen, ugy az instabil konnyfilm, a kdvetkezményes széraz
szem panaszok, sulyos esetben pedig kdnnycsorgas a f6 panasz (Meller és mtsai 1998,
Murube 2005, Erdogen — Poyraz és mtsai 2007)

A szemfelszini gyulladas vizsgalatanak tobb célpontja is lehet. Vizsgalhatjuk a
szemfelszinr6l nyert sejteket kozvetleniil, kereshetjiik a felsziniikdn gyulladasban
kifejez6d6 molekuldkat. Ilyen pl. a HLA-DR (human leukocita antigén DR izotipusa)
molekula, ami az MHC II. osztalyba tartozo molekula és az antigének prezentalasaban
vesz részt az immunfolyamatokban. Normalisan az immunrendszer antigén prezentalo
sejtieinek (B sejtek, makrofagok, dendritikus sejtek, Langerhans sejtek) felszinén
expresszalodik, azonban a szemfelszin gyulladdsos allapotaiban ez a molekula a
kotohartya hamsejteken is megfigyelhetd. Ez az egyik legbiztosabb jele a szemfelszin

gyulladdsanak (Brignole — Baudouin és mtsai 2004).



A szemfelszini gyulladds masik jele a konny Osszetételének, ezaltal az
ozmolaritasanak megvaltozasa (Lemp ¢és mtsai 2007, Bauduoin és mtsai 2013). A
konny, tobb mas funkcidja mellett, a szemfelszin, mint ,,immunoldgiai egység”
Ltranszportkozege” (Barabino és mtsai 2012). A konny ozmolaritdsat szdmos tényezo
befolyasolja, mint a csokkent konnyelvalasztas, a konnyfilm Osszetétele, a konny
parolgasanak mértéke vagy a konnyelvezetés akadalyozottsaga (Gilbard és mtsai 1978,
Farris és mtsai 1986, Lemp ¢és mtsai 2007). Ezek megvaltozasa a szemfelszin kiilonb6z6
megbetegedéseiben a konny ozmolaritasanak ndvekedéséhez vezethet. Ugyanakkor
maga a gyulladas is hiperozmolaritdshoz vezet a konny Osszetételének megvaltozasan
keresztiil (Farris és mtsai 1986, Li és mtsai 2004, Lemp és mtsai 2007).

A kronikus szemfelszini gyulladés jelei kimutathatoak szemészeti miitét soran
nyert kotéhartya minta szdvettani vizsgalataval is. Megfigyelhetéek a gyulladasra
jellemzé hameltérések, a gyulladasos sejtek jelenléte vagy hidnya, a kehelysejtek
mennyisége. A gyulladas jeleinek keresése mellett pedig a CCh koéroktandban leirt
masik jelentds tényezd, a rugalmas rost elfajulés jelei is vizsgalhatéak (Francis és mtsai
2004, Watanabe és mtsai 2004).

Kutatasaink soran conjunctivochalasis kiilonb6z6 sulyossagi  eseteiben
vizsgaltuk a kotOhartya hamsejtek HLA — DR expressziojat, a konny ozmolaritasat,
valamint conjunctivochalasis ellenes miitéten atesett betegek kotOhartya mintdjanak
szovettani elemzésével kerestiik a gyulladds ¢és a rugalmas rostok szerkezeti
elvaltozasanak jeleit. Ebbdl kovetkeztettiink a gyulladas jelenlétére CCh-ban a normal
kontroll csoporthoz viszonyitva. Vizsgéltuk tovabba, hogy ezek az elvaltozasok csak

sulyos CCh-ban érhetdk tetten, vagy mar enyhe esetben is megfigyelhetok.



3. IRODALMI ATTEKINTES

3.1. A conjunctivochalasis el6fordulasa, etiolégiaja és kéroktana

A CCh el6fordulasa és gyakorisiaga pontosan nem ismert. Az élet elsd két
évtizedében a CCh el6fordulasa nagyon alacsony, majd a harmadik évtized utidn
novekedni kezd, idésekben gyakori. A kor elérehaladtaval nem csak a gyakorisdga nd,
hanem a stlyossaga is fokozodik. A nemek kozott is kiillonbozden oszlik meg, néknél
gyakrabban fordul el6 (Mimura és mtsai 2009).

Meller és mtsai 1998-ban kiadott torténeti attekintése szerint a korkép
megitélése az elmult évszazadban sokat valtozott. A szdzad elsdé évtizedeiben foként
szaruhartyafekélyek és a kotOhartya alatti vérzések mellékleleteként tartottdk szamon.
Késobb, a 80-as években, a kevésbé sulyos esetekre is felfigyeltek, mivel azok a
konnyelvezetés megzavarasaval konnyezéses panaszokhoz vezettek. Napjainkban a
konnyfilm felépiilésének, stabilitdsanak megzavardsa miatt az enyhe elvaltozasok is a
figyelem kozéppontjaba kertiltek (2. dbra). Utdbbi szaraz szem panaszokhoz vezet, de
még nem tisztdzott mechanizmuson keresztiil (Meller és mtsai 1998). Annak ellenére,
hogy enyhe esetekben a panaszok és tiinetek a szdraz szem betegségéhez nagyon
hasonloak, nem tisztdzott a kapcsolata a szaraz szem betegséggel, sem a betegség

koéroktana és a kezelése.

a. b.

2. ébra. a.) als6 konnymeniscus képe b.) als6 konnymeniszkusz egyetlen,

szemhgjszéllel parhuzamos kotOhartyareddvel és a kovetkezményes konnymeniszkusz

feltoredezéssel réslampahoz csatlakoztatott TearScope Plus késziilékkel rogzitve



A korkép etiologiajat illetéen szamos tényez6 meriilt fel. Egyes szerzok a korral
jaré ham és ham alatti kotdszovet degenerativ elvaltozasanak tartjadk (Zhang és mtsai
2011). Mas szerzok a szemmozgasok ¢és pislogas indukalta surlédéast okoljak a
kotéhartya kovetkezményes megnyulasaért (Watanabe és mtsai 2004). Murube
Osszefoglalasaban a szemhéjak elvaltozasai koziil a hipotonias, til laza szemhéjak miatt
a kornyezeti hatasoknak fokozottan kitett kotéhartya karosodasat, valamint a ttl feszes
szemhéjsz¢l szemgolyodra gyakorolt nyomasat és a kovetkezményes nyirokkeringési
zavart emliti (Murube 2005). A szemfelszin kronikus irritdciojaval jard egyes
betegségekben, mint az allergia vagy a szaraz szem betegség, a szemhéjak dorzsolése
vezethet nyirokkeringési zavarhoz ¢és kovetkezményes degeneraciohoz. Leirtdk a
szolaris keratozissal vald kapcsolatat is, mivel annak szdvettani jellemzoi (elasztozis,
hiperkeratozis) nagyon hasonldéak a CCh-ban megfigyeltekkel, igy felmeriilt az UV
sugarzas is, mint etioldgiai tényezd (Murube 2005).

A kotohartyaredok kialakuldsanak koéroktanaban a két alapvetd elképzelés a
rugalmas rostok degeneracidja és a szemfelszin kronikus gyulladasa (Yokoi és mtsai
2005, Acera és mtsai 2008, Erdogan-Poyraz és mtsai 2009, Francis és mtsai 2005,
Meller ¢és mtsai 2000). Ezt immunhisztokémiai €s szovettani vizsgalatok 1is
alatdmasztjak (Meller és mtsai 1998, Li €s mtsai 2000, Wanatabe ¢és mtsai 2004, Farris
¢és mtsai 2004, Francis ¢és mtsai 2005). In vitro kotohartyasejt tenyészeteket és
kotéhartya miitéten atesett betegek szOvettani mintdjat is vizsgaltak. Eldbbiekben a
kotdhartya fibroblasztokban az extracellularis matrixot bonté enzimek (matrix-
metalloprotedzok) fokozott szintézisét figyelték meg, ami megnovekedett proteolitikus
aktivitdshoz vezet (Li €s mtsai 2000). Utdbbiakban a kotéhartya rugalmas rostjainak
elfajulasat irtdk le és a kotdhartyaham gyulladdsos sejtes beszlirddését (Watanabe és
mtsai 2004, Francis és mtsai 2005). Egyes gyulladasos mediatorok (interleukin (IL) -
1B, tumor nekrozis faktor (TNF) -a, IL-6 and IL-8) megndvekedett szintjét kimutattak
in vitro sejttenyészetekben is (Meller ¢s mtsai 2000). Conjunctivochalasisban szenvedd
betegektdl nyert konnymintakbol is azonositottak ezeket a citokineket (Erdogan- Poyraz
¢és mtsai 2009).

Meller és mtsai altal kozolt hipotézis szerint a konnyben a gyulladésos
medidtorok €s enzimek akkumuldlodnak a csokkent konnyelvezetés miatt, ami a

kollagenaz aktivitast fokozza. A kovetkezményes elasztozis és a kollagenolizis CCh


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Acera%20A%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DiscoveryPanel.Pubmed_RVAbstractPlus

kialakulasdhoz vezet (Meller és mtsai 1998). A hiperozmolaris, gyulladasos
mediatorokkal teli ,toxikus konnynek™ a szerepe szaraz szem kialakulasdban mar

bizonyitott (Rolando és mtsai 2001, Rolando és mtsai 2005, Lemp ¢és mtsai 2007).

3.2. A HLA- DR molekula szerepe a szemfelszini gyulladasos allapotokban

A HLA — DR (human leukocita antigén DR izotipusa) molekula normalis
koriilmények kozott az immunrendszer antigénprezentald (APC) sejtjein (B- sejtek,
makrofagok, Langerhans sejtek, stb.) expresszalédik. Az MHC II. osztalyba tartozo
HLA — DR molekula CD 4+ T helper sejteket aktivalva részt vesz a citotoxikus
reakciokban, a gyulladasos sejtek toborzasaban (Tsubota és mtsai 1999 a és b) tovabba a
programozott sejthalal beinditasaban is szerepel (Brignole — Baudouin és mtsai 2004).
Immun eredetli gyulladésos allapotokban azonban a kotéhartya hamsejtjei is kifejezik
felsziniikon. Ez a jelenleg ismert egyik legbiztosabb jele a szemfelszin immun eredet,
diffiz gyulladasanak. Szenzitivitdsa magas, olyan fontos markereket el6z meg, mint a
TNF — o, a CD 40 vagy a Fas - ligand (Baudouin és mtsai 1997, Brignole- Baudouin és
mtsai 2004). Szemfelszini betegségekben ezért gyulladasos mediatorként tartjdk szamon
(Rolando ¢és mtsai 2005). Autoimmun eredetli szemfelszini gyulladasban (pl.
keratoconjunnctivitis sicca — KCS) fokozottabb az expresszidja a nem immun eredetii
gyulladasos allapotokhoz képest. Mas sejtaktivitasi markerek (az apoptdzisban szerepet
jatszd CD 40, a CD95 -Apo-1 vagy Fas receptor, CD54, ICAM -1 adhézios molekula)
szintje is szignifikdnsan emelkedett azokban az esetekben, ahol a HLA — DR expresszid
mértéke nétt a hamsejteken. Ezekben az esetekben a lokalis ciklosporin terapia
hatékonysagat is kimutattdk 3-6 honapos kezelés utan a HLA — DR expreszio

mértékének csokkenésén keresztiil (Brignole és mtsai 2001).

3.3. A Kkonny ozmolaritisa ¢és valtozasa szemfelszini gyulladasos

allapotokban

A lakrimalis funkciondlis egység (LFU — lacrimal functional unit) magaban
foglalja a szemfelszint (konnyfilm, szaruhartya — és kot6hartya hamsejtek, kehelysejtek,

Meibom mirigyek), a konnymirigyet, a jarulékos konnymirigyeket és mindezek



beidegzését is (Stern és mtsai 1998). Ennek a rendszernek a feladata elsédlegesen a
szemfelszin védelme a kiilsé kornyezettel szemben, de alapvetd feltétele az éleslatasnak
¢s a szemfelszin anyagcseréjének is (Stern €s mtsai 1998). A LFU miikodésének kulcsa
az egeészséges konnyfilm, ami a szemfelszin, mint ,immunologiai egység”
»transzportkozege” (Barabino és mtsai 2012). A konny ozmolaritdsa fiigg a kdnny
kvantitativ (konnytermelés, konnyeloszlas ¢€s konnyelvezetés miikodésétol) és a
kvalitativ jellemz6itél (Osszetétel) (Mishima 1966). A kvantitativ és kvalitativ
paraméterek megvaltozasa hiperozmolaritdshoz vezethet, a két folyamat egymadst
erésitve a LFU karosodasat fokozza (Gilbard és mtsai 1978, Farris és mtsai 1986,
Savigni és mtsai 2008, Lemp és mtsai 2007, Barabino és mtsai 2012, Bauduoin és mtsai
2013).

A szemfelszin kronikus gyulladasanak kialakulasa (pl. szdraz szem betegség)
soran alapvetd tényezd a hiperozmolaris stressz (Lemp és mtsai 2007, Baudouin és
mtsai 2013). A hiperozmolaritas kiilonboz6 jelatviteli utakon keresztil (MAPK —
mitogén aktivalt protein kindz, NFx B- nukleéris faktor x B) citokinek felszabadulasat
stimulalja (IL -1a, IL - 1B, IL - 8, TNF - ) és proteolizist indukal (MMP). Ezek tovabbi
gyulladasos és apoptdzis markereket indukalnak (CD 40, Fas ligand, ICAM — 1) (Lemp
¢és mtsai 2007, Luo és mtsai 2008, Baudouin ¢és mtsai 2013). Az immunvélasz
beinditasaért, a T helper sejtek miikodésének beinditasaért, a HLA — DR molekula a
felel6s, ami hiperozmolaris koriilmények kozott szintén fokozottan jelenik meg a
hamsejtek felszinén (Versura és mtsai 2011, Baudouin és mtsai 2013). A hamsejtek
karosodasa tovabbi gyulladdsos mediatorok felszaporodasahoz vezet a konnyben. Ez
tovabb noveli a konny omolaritasat igy a folyamat mindkét irdnyban egymast erdsiti. A
hiperozmolaritas stimulalja a szemfelszin idegvégzddéseinek receptorait is, ez okozza a
jellegzetes panaszokat ¢€s a kompenzald reflexes konnytermelést, ami csokkent
konnytermelés esetén tovabb stlyosbithatja a korképet (Lemp és mtsai 2007).

A szemhéjszélre kiéré és a konnyet kivezetd kotOhartyaredok hozzajarulnak a
konny ozmolaritdsdnak valtozdsdhoz. CCh-ban szenvedd betegek konnymintdiban

kimutatott hiperozmolaritas a szemfelszini gyulladas jele lehet.
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34. A kotohartya elvaltozasainak szovettani jellemzoi

conjucntivochalasisban

A conjunctivochalasis szdvettanaval foglalkozé elsé kozlés Denti nevéhez
fiiz6dik (1930), amelyben egy 50 éves ndbeteg kotOhartya plasztikat kovetd szovettani
elemzését olvashatjuk. Denti a kdtéhartya hamon elvaltozast nem tapasztalt, azonban az
mindezek alapjan a conjunctivochalasist korfiiggd, degenerativ korképnek tartotta
(Watanabe 2004).

Watanabe ¢s munkatarsai 2004-ben 44 beteg 44 szemén végeztek
konnycsorgassal egyiitt jar6 szaraz szem panaszok miatt kotdhartya plasztikat. Ez az
eddig kozolt legnagyobb esetszamot felmutatdé tanulmany, azonban a betegek nem
csupan conjunctivochalasisban, hanem egyéb szemészeti megbetegedésben is
szenvedtek, példaul a kortdrténetben szerepelt csdkkent konnytermeléssel jard szaraz
szem betegség, Meibom mirigy diszfunkcid, pinguecula, vagy kotohartyat is érintd
szemészeti miitét. Mintaikban gyulladasra utalo eltérést nem talaltak, a kehelysejtek
szdmat normalisnak itélték és az elasztikus rostok lefutdsidban sem taldltak korosat.
Nyirokértagulatot mutattak ki 39 esetben, ennek alapjan a korképet degenerativ
eredetlinek tartottdk, amelynek okaként az alsé szemhéj altal a kotéhartya nyirokereire
hat6 mechanikus obstrukcidt feltételezték (Watanabe és mtsai 2004).

Francis és mtsai a kovetkezd évben adtak ki elsd Osszehasonlitd kozleményt
sajat eseteikrél. Az O vizsgalatukban 24 kotOhartya plasztikdn atesett beteg és 18
egészséges kontroll szerepel, utobbi mintakat sziirkehdlyogmiitéten atesett betegektdl
nyerték. Betegeik a conjuncivochalasis mellett szintén tarsbetegségekben is szenvedtek.
Az egészséges kontrollok kozott nem talaltak eltérést a kotOhartyamintakban. A koros
kotdhartyak szovettani elemzése sordn 4 esetben taldltak kronikus gyulladésra utald
jeleket és 3 esetben elasztikus rost elfajuldst. Mivel 6sszehasonlitoé vizsgéalat sordn nem
vonatkozdéan nem vontak le kovetkeztetéseket, azt multifaktorialis elvaltozasnak
tartottak (Francis és mtsai 2005).

Az irodalmat attekintve, kevés kozleményt talalhatunk a conjunctivochalasisban

megfigyelheté szovettani eltérésekrél. Altaldban a kronikus gyulladasra jellemzd
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szovettani eltérések mellett (hiperkeratozis, immunsejtek felszaporodasa, kehelysejt
veszteség) a nyirokkeringés zavarara és rugalmas rost elfajulasra utalo6 jeleket mutattak

ki (Francis és mtsai 2004, Watanabe ¢és mtsa 12004).
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4. CELKITUZESEK

41. A kotohartya hamsejtek HLA - DR expresszidjanak vizsgalata

conjunctivochalasisban

Vizsgalatunk soran arra a kérdésre kerestiik a valaszt, hogy conjunctivochalasisban
kimutathat6-e diffuz szemfelszini gyulladés olyan betegekben, akiknél nem ismert olyan
egy¢b szemészeti vagy daltaldnos megbetegedés, amely szemfelszini gyulladdshoz
vezethet.

Vizsgaltuk, hogy a fels6 bulbaris kot6hartya szemhéj altal takart - igy a kornyezeti
hatasoktol részben védett - részérél szarmazd impresszids citologiai mintdkbdl nyert
sejtek koziil levalasztva a kotOhartya hamsejteket, azok kifejezik-e felsziniikon a HLA-
DR molekulat, és ha igen, akkor az egészséges kontroll mintakhoz viszonyitva milyen
mértékben.

Vizsgaltuk tovabba, hogy van-e kiilonbség e tekintetben a kiilonb6zd sulyossagl esetek
kozott, azaz csak stlyos, konnyelvezetést késleltetd, vagy enyhe esetekben is
kimutathat6-e diffiz szemfelszini gyulladas jele ezzel a modszerrel. Az elvaltozas
sulyossadganak megéllapitasdhoz azt az ismert osztalyozasi sémat alkalmaztuk, amely a

lehetd legkisebb elvaltozast is mar figyelembe veszi.

42. A konny ozmolaritaisanak vizsgalata conjunctivochalasis Kkiilonboz6

sulyossagi eseteiben

Célul tiztiik ki, hogy felmérjiik, hogy a conjunctivochalasis okozhat-e eltérést a
konny ozmolaritdsaban olyan esetekben, ahol ezen elvaltozason kiviil mas szemészeti €s
altalanos betegség nem ismert.

Felmértiik, hogy az egészséges kontroll csoporthoz viszonyitva van-e eltérés a konny
ozmolaritasaban a conjunctivochalasisban szenveddkben.
Vizsgaltuk tovabba, hogy van-e kiilonbség az ozmolaritas tekintetében a kiilonb6z6

sulyossagu esetek kozott.
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Az ozmolaritds méréséhez olyan ,lab-on-a-chip” technikédval mikddé ozmométert
hasznaltunk, ami a konnygyljtés és mérés soran adodod problémékat leginkabb

kikiiszoboli.

4.3. Conjunctivochalasis ellenes miitéten atesett betegek kotéhartyamintajanak

szovettani elemzése

Szovettani vizsgalatunk célja az volt, hogy stlyos foka conjunctivochalasis miatt
kotdhartya miitéten atesett betegektdl szarmazd szdvettani mintdkban felmérjiik és
elemezziik azokat az elvaltozasokat, amelyek a betegség hatterében allhatnak.

Kerestiik a gyulladasra utal6 jeleket: az akut vagy kronikus gyulladasos sejtek jelenlétét,
megfigyeltik a kehelysejteket, a nyirokkeringés elégtelenségére utald jeleket és a
kotdhartya rostszerkezetét.

Arra a kérdésre kerestiik a valaszt, hogy a gyulladdsos jelek és a degenerativ

elvaltozasra utald jelek hogyan viszonyulnak egymashoz ezekben a mintakban.
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5. MODSZEREK

5.1.  Vizsgalati modszerek

5.1.1. Klasszikus konnyfilm vizsgalé modszerek

Schirmer | préba

A konnytermelés mértékét fejezi ki szdmszerien, mm-ben mérve, egységnyi id6
alatt. A probdhoz kereskedelmi forgalomban kaphato (Dr. Mann Pharma,
Bausch&Lomb, 135871, Berlin, Germany), standard méretii (0,5 x 30,0 mm) tesztcsikot
hasznaltunk. A Schirmer-papirt az alsé szemhéj kiilsé harmadaban, a kiilsé zughoz
mogé helyezve nyerte el. Helyi érzéstelenitd szemcseppet nem hasznaltunk. A
konnytermelés mértékét a papiron jelzett, mm beosztast skala segitségével olvastuk le a
vizsgalat kezdetét6l szamitott 5. percben (Siiveges 2004). Ez 1d6 alatt kevesebb, mint 10
mm-es atnedvesedést tekintettiink korosnak (Berta 1991).

Konnyfilm felszakadasi id6 mérése

Eredeti nevén tear film break — up — time (BUT) ismert klasszikus teszt. A
konnyfilmet el6zdleg fluorescein (Fluorescein Paper, Haag- Streit International)
festékkel megfestjiik, majd primer szemallasban, réslampas vizsgalat soran kobalt kék
filtert alkalmazva megfigyeljiik a normal pislogast kdvetden a precornealis konnyfilmen
megjelend festékmentes (sotét) foltok megjelenését. Az utolsd pislogastol az elsd
festékmentes folt megjelenéséig eltelt 1d6 adja a BUT értékét masodpercben kifejezve.
Korosnak a 10 mésodperc alatti értéket tekintettiik (Berta 1991, Németh 1985, Siiveges
2004)

Fluorescein festés

A fluorescein vizoldékony, vitalis festék, amely a konnyfilmben oldédva a
szemfelszin hadmsériilésein keresztiil a sejtkozotti térben akkumulalodik. A festddés
vizsgélata kobalt - kék filteren keresztiil torténik réslampds vizsgalat soran. A

konnyfilmet fluoresceinnel megfestettiik (Fluorescein Paper, Haag- Streit International),
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majd a felesleges festék eltavolitasa utan a festdédd pontokat vizsgaltuk a szaruhértyan,
valamint a nazalis €s temporalis bulbaris kotohartyan. Korosnak a 3 vagy tobb festddd
pontot értékeltiink a szemrésben az emlitett lokalizaciokon beliil egyenként (Korb és

mtsai 2002, Van Bijsterveld 1969).

Lisszamin - zold festés

A lisszamin - z6ld vizoldékony, vitalis festék, ami az elhalt sejteket és a mucust
festi meg a szemfelszinen. A vizsgalat soran eldére impregnalt teszt papirt hasznaltunk
(Lissamine Green Opthalmic Strips, 1, 5 mg lissamine green per strip, Rose Stone
Enterprises), majd réslampaval Van Bijsterveld szerint értékeltiik az eredményt (Van
Bijsterveld 1969).

5.1.2. Impresszios citolégia

Az impresszios citologia felszini sejtek gyljtésére (a ham 1-3 rétege, a kiérett
sejtek, valamint a szemfelszin egyéb felszines sejtjei, a kehelysejtek, immunrendszer
sejtjei) alkalmas eljaras, melynek soran a szemfelszinre olyan eszkozt helyeziink - ez
leggyakrabban celluloz alapu filter papir — amelyre a sejtek képesek kitapadni. Az igy
nyert sejteket transzport kdzegbe helyezve, tovabbi eldkezelést kovetden, tobbféle
eljaras segitségével analizalhatjuk. A kotohartya hamsejtek, kehelysejtek és gyulladasos
sejtek, valamint a szaruhértya és a limbus sejtjei 1s begylijthetdek ezzel a mddszerrel
(Calonge ¢és mtsai 2003). A filter papir porusmérete nem k6zOmbods a mintagyiijtés
szempontjabol. Minél nagyobb a pdrusméret, annal tobb sejt gyiijthetd, de a kisebb
porusméret a késdbbi vizsgalat soran részletgazdagabb elemzést tesz lehetdvé. A
legtobb szerzd altal ajanlott pérusméret intervallum 0,025 és 0,45 um kozott van, a
legjobb eredményeket pedig 0,22 pm poérusmérettel lehet elérni (Calonge és mitsai
2003). A filterpapiron keresztiil a szemfelszinre gyakorolt enyhe nyomassal a sejtek
kitapadasa eldsegithetd (Nelson €s mtsai 1983). A sejteket transzportkozegbe helyezve a
megfeleld koriilmények kozott a minta néhany 6ratol néhany napig terjedd iddtartamig

tarolhatd (Brignole- Baudouin és mtsai 2004, Barabino és mtsai 2009).
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5.1.3. Aramlasi citometria

Az aramlasi citometria a szuszpendalt sejtek olyan gyors, akar tobb paraméteres
vizsgalatara alkalmas laboratériumi mddszer, melynek sordn kevert sejtszuszpenzioban
az egyes sejtcsoportok szeparalhatok (FACS- fluorescens activated cell sorting),
analizalhatok fenotipusuk (pl. immunfenotipizalas) vagy funkcionalis allapotuk szerint
(pl. a sejtciklusban mely fazisban vannak) és kvantitativ mérések végezhetdk (pl.
sejtfelszini antigének meghatarozasa). A moddszer 1ényege, hogy a vizsgalni kivant
sejtek felszini vagy intracitoplazmatikus markeréhez (epitop) monoklonalis
ellenanyagot kdotiink, amihez fluorescein festék van kapcsolva. A fluorokrém-konjugalt
ellenanyagok direkt (direkt immunfluoreszcencia) és indirekt moddon (indirekt
immunfluoreszcencia) is kothetéek az epitopokhoz, utdbbi esetben egy primer
ellenanyaggal reagdltatjuk eldszor a sejteket, majd ehhez kapcsoljuk a masodik,
fluorokrom-konjugalt ellenanyagot. Igy felerésithetjiik a gyengén expresszalodo
ellenanyagok vizsgalata esetén a jelet. Egyszerre tobbféle hulldmhosszisagh fényt
kibocsajto festéket is hasznalhatunk (fluorescein-isothyocianat, FITC; phyocoerythrin,
PE; allophycocyanin, APC stb.), igy tobb paramétert is vizsgalhatunk egy idében. Az
egyes sejtek vizsgalata specidlis hidrodinamikai fokuszalast kovetden lehetséges az
aramlasi cellaban. Az emissziot monokromatikus argon lézerfény megvilagitas valtja ki,
és a kiilonbozd festekek altal kiilonbozd hullamhosszii fénykibocsajtast specialis
szenzorok érzékelik. A cellaban halad6 sejtekrél méret (forward scatter: FSC) és
struktara, granuldltsdg szerint (side scatter: SSC) kapunk informaciot. A kiilonb6zd
sejteket Un. kapuzassal valaszthatjuk el egymastol, igy kiilonithetjiik el, hogy az egyes
sejttipusok kiilon milyen aranyban expresszaljak a felszinlikon a vizsgalni kivant
molekulat (Baudouin és mtsia 1997, Brignole-Baudouin és mtsai 2004, Virgo és Gibbs
2012).

Az eredményeket abrazolhatjuk linedrisan vagy logaritmikus léptékben, koordinata
rendszerben vagy Un. dotplot hisztogramon, utobbi dbran minden pont egy sejtnek felel
meg. Biparaméteres hisztogramon abrazolhatjuk a sejtek méretéhez (FSC) viszonyitva a
struktirajukat (SSC). Abrazolhatjuk az egyes sejttipusok fluorescencidjanak atlagat

(atlagos fluorescencia intenzitas: MFI) a pozitiv sejtek szaméhoz viszonyitva, a pozitiv
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sejteket szazalékos aranyban a vizsgalt sejttipus mennyiségéhez viszonyitva, stb (Virgo
¢és Gibbs 2012).

Az aramlasi citometria az impresszios citologiai mintak gyors, nagyon szenzitiv €s
objektiv vizsgalati mdodszere a szemfelszini betegségek koroktananak vizsgalataban és a
kezelés monitorozasaban egyarant (Baudouin és mtsai 1997). A vizsgalt sejtszuszpenziod
esetlinkben az impresszids citologiai mintavétel sordn nyert szemfelszini sejteket

tartalmazta.

5.1.4. A konnyfilm ozmolaritasanak mérése

A konnyfilm ozmolaritasanak mérése a konny s6é — és fehérjetartalmanak
kvantitativ meghatarozasan alapul¢ eljaras (Benjamin 1983). Ebbdl kovetkeztethetiink a
konnyfilm  koncentracidjara. Ozmométer segitségével a minta elektromos
vezetdképessége meghatarozhatd és szamszeri értékké transzforméalhato.

A legujabb fejlesztésii ozmométerek, mint a TearLab Osmolarity System
(TearLab Corp., San Diego, CA), mar képesek gyorsan, kis mennyiségli minta (50 nl)
felhasznalasaval is mérést végezni (3. abra). Ezaltal csokkentheté a reflexes
konnytermelés higito hatasa a mintavételkor (Tomlinson és mtsai 2010, Benitez-del-
Castillo és mtsai 2009, Benelli és mtsai 2010, Sullivan és mtsai 2010, Versura ¢s mtsai
2010). A TearLab technologia egyetlen chipben koncentralja a laboratoriumi funkciokat
(,,Jab-on-a-chip”). A rendszer egy kézi eszkozt tartalmaz, amelybe a vizsgalo maga
helyezi be az egyszer hasznélatos, gyarilag egyenként csomagolt, polikarbonat chip
kartyat tartalmazo méréfejet. A mintagylijtés passziv kapillaris elven miikodik, a minta
azonnal a mérdcsatorndba jut, igy a parolgds hatdsa kizarhato. A mintagyljtés a
konnymeniszkusz temporalis rész€ébdl néhany masodpercet vesz igénybe, majd a
leolvasdba helyezve a chipet tartalmazo kézi fejet, a minta ozmolaritdsat a késziilék
kevesebb, mint 1 perc alatt szdmszerlien meghatarozza és azt a szamlalon kijelzi.
Ugyanitt jelzi ki az esetleges hibatizeneteket is. Az értéket mOsmol-ban adja meg. A
szaraz szem betegség sulyossaga hatfokozati skalan meghatarozhato (Lemp ¢és mtsai
2007) (1. tablazat).

A miiszer naponta egyszer kalibralando a megfeleld ellenérzé chip segitségével.

A rendszer nem steril.
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3. abra. A TearLab ozmométer (www.tearlab.com, 2014. 02.17.)

1. tablazat. A szaraz szem sulyossagi beosztasa a TearLab System segitségével (Lemp

¢és mtsai 2007, Benitez-del-Castillo 2009)

szaraz szem sulyossaga

ozmolaritas (mOsmol)

normal 275-301
hatarérték 302-312
1 313-323
2 324-332
3 333-345

4 345 +
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http://www.tearlab.com/

5.1.5. Hisztopatologiai festési eljarasok

Kotéhartya mitétek soran nyert kotéhartyamintat 10 %-0s pufferolt formalinba
helyeztiikk, majd ¢&jszakai (,,overnight”) fixaladst kovetéen paraffinba dagyaztuk.
Szovettani metszeteket készitettlink, melyeket hdrom kiilonb6zo festést kovetden
fénymikroszkoppal, 100-x—0s, illetve 600-X—os nagyitasban vizsgaltunk.

A hematoxilin-eozin festés soran a haematoxilin a sejtmagot ¢és a bazofil strukturakat
festi meg, az eozin pedig altaldnosan a citoplazma kontrasztfestésére alkalmas. A
sejteket a morfologidjuk alapjan kiiloniti el a vizsgald. Ezzel a modszerrel vizsgaltuk a
kotdhartyaham allapotat, a gyulladasos sejtek, valamint nyirokér tdgulatok jelenlétét is.
A PAS reakcido (perjodsavas- Schiff- festés) makromolekularis —szénhidrat
komponenseket fest meg (glikogén, hyalin, fibrin, nyak, porcalapallomény, racsrost,
bazalis membran, kolloid, amyloid, kollagén rost, sejtmag). Esetiinkben a hamban levd
kehelysejtek ardnyat hataroztuk meg azok mucin tartalméanak kdszénhetden.

A Hart- Van Gieson festés az elasztikus rostokat festi meg, segitségével azok

morfoldgidja jobban vizsgalhato.

5.2.  Etikai engedély

A Helsinki Deklaracid elveinek betartdsaval, a Semmelweis Egyetem Tudoményos
— ¢és Kutatasetikai Bizottsdga, valamint a Genovai Egyetem Etikai Bizottsdga altal
engedélyezett vizsgalati protokoll alapjan végeztik a kutatasainkat. A résztvevok a

beleegyez6 nyilatkozatot alairasukkal hitelesitették.

5.3.  Vizsgalati protokollok

5.3.1. A kotéhartya hamsejtek HLA — DR expresszidéjanak vizsgalata

conjunctivochalasisban

5.3.1.1. Vizsgalt betegcsoport
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A vizsgalatunkban 30 beteg (atlagéletkor: 57 év, SD: 21 év) és 7 egészséges
kontroll (atlagéletkor: 48 ¢év, SD: 16 ¢év) szerepelt. Az Onkénteseket a
conjunctivochalasis sulyossadga szerint négy csoportba osztottuk. Azt az ismert sémat
alkalmaztuk, amely a lehetd legkisebb elvaltozast is mar figyelembe veszi, ezért esett

valasztasunk a LIPCOF beosztasra (Hoh és mtsai 1995) (2. tablazat).

2. tablazat. A szemh¢jszéllel parhuzamos kotohartyaredok (LIPCOF) beosztasa Hoh
szerint (HOh és mtsai 1995)

a kotéhartyaredok
) ) a szaraz szem betegség
LIPCOF fokozat jellemzése primer
sulyossaga
szemallasban

0 nincs redo nincs szaraz szem

egyetlen redd, amely
kisebb, mint a normal
1 enyhe
konnymeniszkusz

magassaga

tobb redd, amely kisebb,
mint a normal

2 _ kozepesen sulyos

konnymeniszkusz

magassaga

tobb redd, ami meghaladja a
3 ‘ stlyos
normal konnymeniszkusz

A részvevOk mindegyike valamilyen fokil conjucntivochalasisban szenvedett,
szaraz szem panaszokkal vagy anélkiil. A LIPCOF osztilyozas szerint 9 enyhe, 11
kozepesen sulyos és 10 sulyos esetet kiilonitettiink el. A vizsgélatbol kizartuk azokat a
betegeket, akiknek egyéb ok miatt ismert szdraz szem betegsége volt, a szemfelszint
érintd mas betegségekben szenveddket, valamint azokat, akik a vizsgalatot megel6zden

barmilyen szemészeti mitéten estek at. Kizartuk tovabba azokat, akiknek a szemfelszin
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gyulladdsara hajlamosité altalanos betegség szerepelt az korelézményében. Ezeket

részletesen az 3. tablazat tartalmazza.

3. tablazat. Kizarasi kritériumok a kotohartya hamsejtek HLA — DR expressziojanak

vizsgélatakor conjunctivochalasisban

Szemészeti allapotok, mint kizarasi Altalanos allapotok, mint Kizarasi
kritériumok kritériumok
megel6z0 vagy folyamatosan megel6z6 vagy folyamatosan alkalmazott
alkalmazott barmilyen helyi kezelés altalanos gyulladascsokkentd kezelés
kontaktlencse viselés autoimmun — és reumas megbetegedések
allergia cukorbetegség és mas anyagcserebetegség
miitét a korelé6zményben pajzsmirigy — és egyéb endokrin betegség
egyéb szemfelszini gyulladas allergia

A vizsgalatokat a kovetkezd sorrendben végeztiik: réslampés vizsgalat soran,
kozepes erdsségli megvilagitdsban, primer szemallasban, néhany teljes pislogast
kovetden meghataroztuk a conjunctivochalasis stlyossagat Hoh szerint (Hoh €s mtsai
1995). Megfigyeltiik a nyirokkeringés elégtelenségére utald nyirokér tagulatokat, és a
chemosis jelenlétét. A klasszikus teszteket is elvégeztiik. Fluorescein festést kovetden
(Fluorescein Paper, Haag- Streit International) meghataroztuk a konnyfilm felszakadasi
idot, és megfigyeltiik a festédést. Lissamin - zold festést (Lissamine Green Opthalmic
Strips, 1, 5 mg lissamine green per strip, Rose Stone Enterprises) és Schirmer tesztet is
végeztiink (Van Bijsterveld 1969).
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5.3.1.2. Impresszios citologiai mintavétel

Az impresszios citologiai mintakat minden esetben azonos személy gytijtotte be,
legkorabban az utolsé fluorescein tartalmu vitalis festést kovetden 15 perccel, ezzel
megeldzve az esetleges interferenciat az immunfluorescens analizis soran (Baudouin és
mtsai 1997, Barabino ¢és mtsai 2009). A mintagyijtést helyileg hato érzéstelenitd
szemcsepp alkalmazéasat kovetden végeztilk. (Baudouin-Brignole és mtsai 2004,
Calonge ¢és mtsai 2004, Modis és mtsai 2007). Minden esetben két mintat vettiink a
fels6 bulbaris kotShartyarol, egy-egy polyehtersulfone filterpapir segitségével (Supor
200 Membrane Disc Filters, pérusméret: 0.2 mikron, atmérd: 13 mm, Pall Corporation,
USA). A polyehtersulfone filterpapirt steril, tompa végii csipesz segitségével helyeztiik
a kotohartya szemhéjak altal fedett felsd nazalis és fels¢ temporalis részére 3-5
masodperces enyhe nyomadst gyakoroltunk a szemfelszinre a filterpapiron keresztiil
(Baudouin és mtsai 1997, Calonge és mtsai 2004, Modis és mtsai 2007, Barabino ¢és
mtsai 2009). A mintakat ezt kovetéen azonnal transzportkdzegbe helyeztiik (2 ml, 10%
- os foetal borju szérumot (FCS) tartalmazé RPMI 1640 sejt kultra médium, 100 Ul/ml
penicillin, 100 Ul/ml streptomycin és 2 mmol glutamin) és + 4,0 °C homérsékleten
taroltuk a laboratoriumi feldolgozast megeldzden, maximum 4 -6 6raig (Barabino és

mtsai 2009).

5.3.1.3. A szemfelszinrdl nyert sejtek analizise aramlasi citometriaval

Az impresszios citoldgiai mintavétel soran nyert sejtek levalasat a filter papirrol
a transzportkdzeget tartalmazo kémcsd 10-15 perces razasaval segitettiik eld. Az igy
nyert sejtszuszpenzidt centrifugdltuk (1600 rpm, 8 min, 4,0 °C). A feliiltisz6 eltavolitasa
utan a sejteket Ujraszuszpendaltuk és négy azonos részre (100 pl) osztottuk. Az
immunfluorescens analizishez sziikséges festési eljarasokat standardizalt eljarassal
végeztiik el (Bauoduin és mtsai 1998, Brignole- Baudouin és mtsai 2004, Barabino és
mtsai 2009). A jeloléshez kétféle antitestet és a nekik megfeleld negativ kontrollokat
hasznaltuk. Mouse-anti-human-Cytokeratin19, clone K4.26 (szarmazas: Sigma-Aldrich,
St. Louis, MO, USA); goat-anti-mouse-IgG1 PE, mouse-anti-human-HLA-DR FITC és
isotype control mouse IgG2a FITC (szarmazas: BD Bioscience, San Jose, CA, USA).
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A kovetkezd CD sejtmarkereket hasznaltuk az analizis sordn:

anti-CD8 (IgG1) — T — limfocita marker;

anti-CD45 (IgG2a) — altalanos leukocita marker; Leucogate (anti-CD45 PE/anti-

CD14 FITC) (BD Bioscence, San Jose, CA, USA),

JT3a (anti-CD3 IgG2a) — T- limfocita marker,

€218 (anti-CD56 1gG1) — természetes 6l6sejt (NK sejt) marker,

HP2.6 (anti-CD4 lIgG2a) — T limfocita marker,

anti-CD19 IgG1 - B — limfocita marker.
A kotéhartyasejteket a leukocitaktol CK 19 (citokeratin 19) és CD 45 (cluster of
differentiation 45) pozitiv sejt kapuzassal kiilonitettiik el.
Az igy elOkészitett sejteket aramlasi citométer segitségével analizaltuk (FACS Calibur,
BD Bioscience, San Jose, CA, USA) a CELLQuestPro software segitségével (BD
Bioscience, San Jose, CA, USA).

5.3.1.4. Statisztikai analizis

Az egyes csoportok kozott a HLA-DR molekula expresszid6 mértékének
Osszehasonlitasat a Kruskal — Wallis teszt segitségével végeztik. A HLA-DR molekula
expresszidja, a Schirmer teszt és a konnyfilm felszakadas id6 kozotti Osszefiiggést a
Mann — Whitney U- teszttel vizsgaltuk, mig a HLA — DR molekula expresszidja és a

vitalis festések eredményét a Kendall — tau —b teszttel hasonlitottuk 6ssze.

5.3.2. A konny ozmolaritasinak mérése conjunctivochalasisban

5.3.2.1. Vizsgalt betegcsoport

Kutatasunk e részében 40 onkéntes vett részt (atlagéletkor: 59,1 18,6 év). A
résztvevoket 4 csoportra osztottuk a conjunctivochalasis stilyossaga szerint a LIPCOF
beosztas alapjan (H6h és mtsai 1995). Minden stlyossagi csoportba 10-10 beteget
valogattunk be. Tiz enyhe (LIPCOF I, atlagéletkor: 47,8 £ 18,3 ¢év), 10 kozepesen
sulyos (LIPCOF II., atlagéletkor: 64,3 + 25,0 év), 10 sulyos (LIPCOF II1., atlagéletkor::

24



62,3 £ 2,7 év) conjunctivochalasisban szenvedd beteg és 10 normal kontroll (LIPCOF
0., atlagélekor: 50,4 + 16,4 év) vett részt a vizsgalatban.

A Kkisérletb6l kizartuk azokat a betegeket, akiknek olyan helyi vagy szisztémas
betegségiik volt, ami ismereteink szerint a konnyfilm ozmolaritasat befolyasolhatta
(egyéb eretedii szaraz szem betegség, szemészeti mutét a kortdrténetben, a szemfelszin
gyulladdsdhoz vezetd altalanos betegség). Kizarasra keriiltek tovabba azok a betegek,
akik barmilyen 0sszetételli szemészeti készitményt hasznaltak a vizsgalatot megel6zo 5
napban, hogy elkeriiljik ezek kozvetlen vagy kozvetett hatasat a konnyfilm

ozmolaritasara (3.tablazat).

5.3.2.2. A vizsgalat menete

Minden vizsgalatot azonos helyiségben, azonos napszakban (délutan 14.00 és
16.00 ora kozott) és azonos, diffuz megvilagitasban végeztik el. A résztvevoktol
konnymintat gy(jtottiink, minden esetben a jobb oldali konnymeniszkusz temporalis
részébol a réslampas vizsgalatot megelozéen, hogy lehetdség szerint minimalisra
csOkkentstik a fényhatas altal kivalthato reflexes konnytermelés higitd hatasat a konny
ozmolaritasara (Nelson és mtsai 1986, White és mtsai 1993). A résztvevOket harom
egymast kovetd, teljes pislogdsra kértilk. Ezt kovetdn primer szemadllds mellett, a
konnymeniszkusz temporalis részébdl egyetlen mintat vettiink, a szemfelszin érintése
nélkiil, ezzel is csokkentve a reflexes konnyezés lehetdségét. A mintdk ozmolaritasat
TearLab (TearLab Corp., San Diego, CA, USA) késziilékkel hataroztuk meg. A mérést
nem ismételtiik meg, minden esetben egyetlen mérést végeztiink, hogy elkeriiljiik az
ismételt mérések altal stimulalt reflexes konnytermelést (Benjamin és mtsai 1983, Farris
¢s mtsai 1986).
Réslampés vizsgalat sordn meghataroztuk a conjunctivochalasis jelenlétét ¢és
sulyossagat a LIPCOF teszt segitségével (Hoh és mtsai 1995). Ezt kovetden elvégeztiik
a klasszikus szaraz szem teszteket is. Fluorescein festést kovetden (Fluorescein Paper,
Haag- Streit International) meghatiroztuk a konnyfilm felszakadéasi 1dot, és
megfigyeltiik a festddést. Lissamin-zold festést (Lissamine Green Opthalmic Strips, 1, 5
mg lissamine green per strip, Rose Stone Enterprises) és Schirmer tesztet is végeztiink

(Van Bijsterveld 1969).
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5.3.2.3. Statisztikai analizis

Az egyes csoportokban mért konny ozmolaritas értékeket a Kruskal-Wallis teszt
és a Mann-Whitney — U proba segitségével vetettiik 6ssze. Az ozmolaritas értékeket és a
Schirmer proba, valamint a konnyfilm felszakadasi id6 értékeket a Mann-Whitney — U
teszttel hasonlitottuk Gssze. A vitalis festések €s az ozmolaritas értékek Osszevetését a

Kendall-tau-b teszttel végeztiik (SPSS for Windows, Version 15.0, Chicago, IL, USA).

5.3.3. A kotéhartyamintak szovettani elemzése conjunctivochalasisban

5.3.3.1. Vizsgalt betegcsoport

Esetsorozatunkban conjunctivochalasisban szenvedé betegek kothartya
kimetszését kovetden végeztiik el a kotdhartyamintak szovettani vizsgalatat. Hat beteg
tiz szOvettani mintajat vizsgaltunk meg (4 nd, atlagéletkor: 68 év és 2 férfi, atlagéletkor:
53 ¢év). A betegek minden esetben Onkéntesen vettek részt a Tudomanyos ¢&s
Kutatasetikai Bizottsag altal engedélyezett vizsgalatban. A betegek a miitéti és
vizsgalati beleegyezd nyilatkozatot minden esetben alairasukkal hitelesitették.

A vizsgaltakbol kizartuk azokat a betegeket, akik korabban szemészeti miitéten estek at,
barmilyen akut vagy kronikus szemfelszini gyulladdsban szenvedtek a kdézelmultban
vagy ismert volt olyan altalanos betegségiik, amely a szemfelszin gyulladdsahoz

vezethet (3. tablazat).

5.3.3.2. A vizsgalat menete

A mitéti beavatkozast megeldzden szemészeti vizsgalatot végeztiink. Gondos
anamnézis felvételt kovetden réslampas vizsgalattal tajékozodtunk a szemhéjszéllel
parhuzamos kotohartya reddk jelenlétérdl és stlyossagardl (Hoh és mtsai 1995). Ezt
kovetden a szemészeti beavatkozasok eldtt szokasos szemészeti vizsgalatot végeztiink.
A miitéti beavatkozds sordn a limbustol legaldbb 2 mm tavolsdgban sarlo alaku
kimetszést végeztiink a reddk teriiletében (Meller és mtsai 1998). A keletkezett

kotOhartyasebet 2 beteg esetén varratokkal (10,0- as nylon), 4 beteg esetén
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kétkomponensli szovetragasztéval (Tissucol Duo®, Baxter, Bécs, Ausztria) zartuk. A
szovetmintanak minden esetben legalabb egy atmérdjében 1,0 mm méretet el kellett
érnie, de a miitét soran — a kotéhartya redundancia megsziintetése érdekében — minden
esetben ennél nagyobb kotéhartyarész kertlt eltavolitdsra. A betegek a mutét utan

gyulladascsokkentd és antibiotikus cseppkezelésben részesiiltek.
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4. édbra. A conjunctivochalasis kiilonb6z6é miitéti tecnikai Meller és mtsai szerint.

o

Esetiinkben az A jelii abra szerint végeztiik a kotéhartya kimetszést és a B jelii abra

szerint zartuk a sebet varratsorral (Meller €s mtsai 1998).
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A kothartya megemelése és ragasztasa

kotéhartya kimetszése

5.4bra. A conjunctivochalasis miitéti technikdja Koranyi szerint. A kimetszést kovetéen

a sebzaras kétkomponensii szovetragasztoval torténik (Koranyi 2005)

Az igy nyert kot6hartyamintat 10 %-os pufferolt formalinba helyeztiik, majd éjszakai
(overnight) fixalast kovetden paraffinba dgyaztuk. Szovettani metszeteket készitettiink,
melyeket harom kiilonb6z6 festést kovetdéen fénymikroszkoppal, 100-x—0s, illetve 600-
X—0S nagyitasban vizsgaltunk. Hematoxilin-eozin festéssel vizsgaltuk a kot6hartya ham
allapotat, a gyulladasos sejtek jelenlétét és mennyiségét haromfokozatl skalan, ahol egy
kereszt enyhe, ketté mérsékelt, harom pedig sulyos gyulladast jelentett. Megfigyeltiik
nyirokér tagulatok jelenlétét is, PAS reakcioval pedig a hamban levé kehelysejtek
aranyat. Hart- Van Gieson festés utan vizsgaltuk az elasztikus rostok allapotat. Minden

festési eljarast 3-3 metszeten alkalmaztunk (4. tablazat).
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4. tablazat: Az alkalmazott festési technikdk és a vizsgalt struktirak

conjunctivochalasisban

festési eljaras vizsgalt strukturak
kotohartya hamsejtek
Hematoxilin - eozin gyulladasos sejtek
nyirokerek
PAS kehelysejtek
Hart — van Gieson elasztikus rostok
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6. EREDMENYEK

6.1. A kotohartya hamsejtek HLA-DR expressziéja conjunctivochalasis

kiillonb6z6 sulyossagu eseteiben

A betegek atlagéletkora a normal csoportban 36,5 (SD:21.9) év volt. A LIPCOF
I-es csoportban 40,0 (SD:11,3) év; a LIPCOF II-es csoportban 72,5 (SD: 17,6) év; a
LIPCOF lll-as csoportban 65,0 (SD: 1,41) év volt.

Az impresszids citologiai mintakbdl nyert sejtpopuléciobol, aramlasi citometria
soran, a kotOhartya hamsejtek felszinén a HLA — DR molekula expresszidja CK 19
kapuzassal elkiilonitve jol vizsgalhato volt. A kotdhartya hamsejtek atlagos HLA — DR
expresszidjdnak mértékét az 5. tdblazat mutatja az egyes csoportokban a pozitiv

kotohartya hamsejtek szazalékos aranyaban kifejezve.

5. tdblazat. Az atlagos HLA - DR expresszid normal kontrollokban és
conjunctivochalasis kiillonb6zd stlyossagu esteiben a pozitiv kotéhartya hamsejtek

szézalékaban kifejezve.

median
atlagos HLA — DR
CCh mértéke (els6 kvartilis-utolso
expresszio (%) .
kvartilis)
normal 3,32 1,45 (1,01-12,25)
enyhe (LIPCOF 1.) 14,18 4,88 (3,1-43,97)
kozepesen silyos
10,98 6,1 (3,83-33,04)
(LIPCOF ).

sulyos (LIPCOF II1.) 40,89 35,93 (25,93-79,65)
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Az analizis eredménye szerint sulyos conjunctivochalasisban szignifikdnsan
nagyobb mértékii volt a HLA — DR molekula kifejez6dése a kotohartya hamsejteken a
normal kontroll csoport mintaihoz viszonyitva (Kruskall- Wallis teszt, p= 0.0011).
Enyhe ¢és kdzepesen sulyos esetekben a normal kontroll csoporthoz képest nem talaltunk

eltérést ebben a paraméterben (6. abra).
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6. abra. A kotohartya hamsejtek HLA — DR molekula expresszioja normal

kontrollokban és a conjunctivochalasis kiilonboz6 sulyossagu esteiben
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Az alabbi hisztogramokon az dramlasi citometria soran végzett sejtanalizis eredményeit
lathatjuk minden vizsgalt betegcsoport egy jellegzetes esetének bemutatasan keresztiil.
A vizszintes tengelyen a HLA-DR pozitivitds mértéke lathato, a fiiggdleges tengelyen
pedig a CK 19 pozitiv sejtek aranya tizes nagysagrendben kifejezve, illetve a szazalékos
aranyban is kiemelve (7. abra). A sulyos (LIPCOF III) betegcsoportban a tobbi
csoporthoz képest nagyobb mértékii az eltolddas az x tengelyen a hamsejtek (CK 19

pozitivitas) kozott.

normal LIPCOF | LIPCOF II LIPCOF Il

~{838% " 4% 62%  “{728% BI%] “19%

Cytokeratin-19

7. abra. A HLA — DR molekula expresszi6 bemutatdsa a kotOhartya hamsejteken az
egyes betegcsoportok egy — egy jellemz6 mintajan keresztiil (az FL1-H szir6 filteren a
HLA-DR pozitivitds mértékét, a FL2-H csatornan pedig a CK-19 jeldlt kdtohartya

hamsejtek aranyat jeloltiik).

Osszehasonlitottuk a hagyomanyos tesztek eredményeit a kotdhartya hamsejtek
HLA — DR expressziojanak mértekével. Azoknal a betegeknél, akiknél a kotohartya
hamsejtek HLA — DR expresszidja magasabb szdzalékban fordult eld, a klasszikus
tesztek kozilil mindkét altalunk alkalmazott vitalis festési eljaras, a fluorescein festédés
(Kendall — tau —b teszt, r= 0.36, p=0.009) és a lissamin — zold festédés (Kendall — tau —
b —teszt, = 0.30, p = 0.027) mértéke is fokozottabb volt.
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A Schirmer - proba eredménye és a HLA — DR expresszid6 mértéke kozotti
Osszefliggést vizsgalva a betegek értékeit akkor tekintettiik korosnak, ha legalabb az
egyik szemen mért Schirmer proba értéke kisebb volt 10 mm-nél. A koros és nem
koros betegek kozott Mann-Whitney-teszttel szignifikans eltérést kaptunk, a Schirmer
proba szerint koros betegeknél a HLA-DR szignifikansan kisebb volt (p=0.009).

A konnyfilm felszakadasi id6 és a HLA — DR expresszid mértékét 6sszehasonlitva a
kovetkezoket lattuk: ha a BUT-ot akkor tekintettiilk korosnak, ha legalabb az egyik
szemen 10 masodpercnél kisebb volt, akkor a BUT szerint koros és nem koros betegek
HLA-DR szintje kozott nem volt szignifikans kiilonbség (Mann-Whitney-proba,
p=0.45). Ha viszont a BUT ¢és HLA-DR értékek kozotti Kendall-tau-b nem paraméteres
korrelacidt szamitottunk ki, akkor a korrelacido 0.46, ami mérsékelt erdsségli pozitiv
kapcsolatot jelez, szignifikdns volt (p=0.0001). Az adatokat részletesebben
megvizsgalva, a latszolagos ellentmondas ugy oldhaté fel, hogy a BUT értékek csak a
nagyobb, nem koros értékek mellett mutattak szignifikansan pozitiv korrelaciot a HLA-
DR szinttel. Tovabba nagyon alacsony volt a koros BUT-tal rendelkez6k szdma a nem
korosokéhoz képest (6 eset), igy a korrelacidoval kimutatott kapcsolathoz képest a
betegeket csoportositva mar nem jott Ki azonos eredmény.

Nyirokkeringési zavarra utalo jelet (nyirokértagulat) és kotohartya chemosist a
réslampas vizsgalat soran nem tapasztaltunk egyetlen esetben sem. Az elvégzett un. ,,lid
laxicity test” eredménye minden esetben normal tartomanyban volt (< 8 mm), kivéve
egy beteget a LIPCOF beosztas szerint stilyos betegcsoportban, akinek az als6 szemhé;j
lehuzasakor 9 mm-es megnyulast tapasztaltunk, de nem itéltiik ectropiumnak, sem

floppy eyelid szindromanak.

6.2. A konny ozmolaritasa a conjunctivochalasis kiilonb6zo sulyossagu eseteiben

A normadl kontroll csoportban az atlagéletkor 50,4 (SD: 16,4) év volt. A LIPCOF
I-es csoportban az atlagéletkor 47,8 (SD:18,3) év volt; a LIPCOF II-es csoportban 64,3
(SD: 25,0) év volt; a LIPCOF IlI-as csoportban pedig 62,3 (SD:24,7) év volt.

Az egyes betegcsoportokban mért atlagos ozmolaritas mértékét a 6. tablazat

mutatja.
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6. tablazat. A konny ozmolaritdsanak mértéke normal kontrollokban és

conjunctivochalasis kiilonb6zo sulyossagu esteiben

CCh mértéke atlagos ozmolaritas (mOsmol/l) SD
normal 290,3 8,28
enyhe (LIPCOF 1.) 296,3 9,95
kozepesen stlyos
P Y 297,9 6,82
(LIPCOF I1).
silyos (LIPCOF IIL.) 315,8 16,56

A kdnnymintdk ozmolaritdsa az altalunk hasznalt TearLab ozmométerrel mérve,

sulyos conjucntivochalasisban szenvedd betegeknél szignifikdinsan magasabb volt a

normal kontroll csoport konnymintaihoz viszonyitva (Kruskal- Wallis teszt, p= 0.0007).

Az enyhe és kozepesen sulyos betegcsoportban ilyen eltérést nem tudtunk kimutatni,

konnymintaik ozmolaritdsa nem tért el jelentdsen a normal kontroll csoporthoz képest

(8. abra)
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8. abra. A konny ozmolaritasa a kiillonb6z6 betegcsoportokban

A hagyomanyos vizsgalati mddszerek (konnyfilm felszakadasi id6, fluorescein —

és lisszamin — zo6ld festddés, Schirmer proba) eredményét és a TearLab késziilékkel

mért ozmolaritas mértékét osszehasonlitottuk.

Azoknak a résztvevoknek, akiknek réslampas vizsgdlat soran a konnyfilm

felszakadasi idejét korosnak mértiik (< 10 sec), szignifikansan nagyobb volt a

konnymintajukbol meghatarozott ozmolaritasa is (Mann — Whithney — U teszt, p=0.018)

(9 .abra).
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9. abra. A konny ozmolaritdsa normal és koros konnyfilm felszakadasi id6 esetén (a

normal és koros konnyfilm felszakadasi 1d6 kozott a hatarérték 10 sec).

Az egyes csoportokban meghatirozott lisszamin- zold festddés esetén is azt
tapasztaltuk, hogy azoknak a betegeknek, akiknek a lisszamin — zold festédését

korosnak itéltik meg, a konnyfilm ozmolaritdsat is magasabbnak mértiik (Mann —

Whithney — U teszt, p = 0.023) (10. abra).
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10. ébra. A konnyozmolaritdsa normal és koros lisszamin - zold festddéshez képest (O:

nincs festddes, 1: pozitiv festddés van Bijsterweld szerint)

Nem talaltunk azonban pozitiv Osszefiiggést a Schirmer préba eredményében ¢€s a
fluorescein festddés mértékében a konnymintdk ozmolaritdshoz képest a vizsgalatban

részvevOknél.

6.3. A kotéhartya mintak szovettani jellemzoi stlyos conjunctivochalasisban

Minden betegnél - réslampas vizsgalt soran diagnosztizalt - stulyos (LIPCOF III.)
fokti conjunctivochalasis indikalta a miitétet. A kotéhartya kimetszése megfeleld
lokalizacioban tortént ¢és a kapott minta elegendd volt a sorozatmetszetek

elkészitéséhez. Eredményeinket az 7. szamu tablazatban 6sszegeztiik.
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7. tablazat. Sulyos fokt (LIPCOF II1.) conjunctivochalasisban szenvedd betegek

szOvettani mintdinak elemzése soran nyert adatok (i: igen, n: nem, +, ++ : a gyulladas

sulyossaga haromfokozatu skalan, ahol agy egy kereszt az enyhe, a ketté a mérsékelt

gyulladast jelzi — sulyos gyulladas nem volt)

hematoxilin eozin PAS Ha.rt ven
Gieson
elasztikus
azonositd | hamhiperplazia | akut | kronikus | nyirokértagulat | kehelysejtek rost

karosodas
1/2902 i n + i norm i
1/2903 i n + i norm i
2/3466 i n n n kevés i
2/3467 n n n n kevés i
314737 i n + i norm i
4/6941 i i 3 i kevés i
416942 i ++ ++ i kevés i
5/8157 i n + i norm i
6/8532-1 i n 3 i kevés i
6/8532-2 i n + i kevés i

A vizsgalt mintak koziil egy beteg egy mintajanak kivételével mindegyikben

megfigyeltiik a kotéhartya hdm hiperplaziat és parakeratozis jeleit (11. abra). Akut

szemfelszini gyulladasra utalé polimorfonuklearis leukocita besziirddést két mintdban

talaltunk, amelyek egy betegtdl szarmaztak. Kronikus gyulladasra utald plazmasejt €s

limfocita felszaporodds ezzel szemben egy beteg két mintdjanak kivételével minden

esetben kimutathaté volt (12. abra), mint ahogy ennek a betegnek a kivételével a
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nyirokerek tagulata is minden esetben megfigyelhetd volt (11. dbra). Harom betegnél a

kehelysejtek aranya a hamban csokkent (13. dbra).

11. abra. Enyhe hamhiperplazia és kronikus gyulladas, valamint tagult limfatikus
kapillarisok (csillaggal jelolve) sulyos conjunctivochalasisban (hematoxilin - eozin, 100

X- 0s nagyitas)
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12. 4bra. Leukocitas és limfocitas besziirddés (nyil) parakeratotikus hamban sulyos

conjunctivochalasisban (hematoxilin - eozin festés, 600 x- os nagyitas).
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13. ébra. Csokkent mennyiségii kehelysejt a kotéhartya hamban sulyos

conjunctivochalasisban (nyil, PAS reakcid, 600 x - os nagyitas).
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Az elasztikus rostok Hart-Van Gieson festés utdn minden esetben

feltoredezettnek mutatkoztak €s lefutdsuk egyenetlenné valt (14. 4bra).

s N

14. 4bra. Feltoredezett, rendezetlen lefutast elasztikus rostok (nyilak) stilyos

conjunctivchalasisban (Hart van Gieson festés, 600 x - os nagyitas).

Esetsorozatunkban a kotShartyamintdk szovettani elemzése soran kronikus
gyulladdsra utald eltérések és degenerativ eredetre utald elvaltozdsok egyarant
megfigyelhetdek voltak, de mig gyulladdst nem minden esetben tapasztaltunk, addig a

rugalmas rostok degenerativ elvaltozasait minden mintaban tapasztaltuk.
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7. MEGBESZELES

7.1. A kotohartya hamsejtek HLA — DR expresszioja conjunctivochalasisban

Kutatésaink soran elsdként vizsgaltuk a CK 19 jelolt kot6hartya hamsejtek HLA —
DR expressziojat a CCh kiilonbdzd sulyossagi eseteiben. A kotdhartyasejteket
impresszids citologiai mintavétel segitségével gyiijtottiik a felsé bulbaris kotdhartyarol.
A szemhéjak altal takart részen Kisebb a kornyezeti hatasok kozvetlen befolyasa a
szemfelszinre a szemrés teriiletéhez képest, ez lokalizacié alkalmas a diffiz
szemfelszini gyullad4ds kimutatdsara (Rolando és mtsai 2004). A kapott mintakat
aramlasi citometriaval analizaltuk. Eredményeink a LIPCOF osztalyozas szerint a
kiilonb6z6 betegesoportokban, a vizsgalat koriilményei kdzott azt mutatjak, hogy stlyos
CCh-ban a kotohartya hamsejtek fokozottabban expresszaljak felsziniikkon a HLA — DR
molekulat a normal kontroll csoporthoz képest és az enyhe és kdzepesen sulyos CCh
esetekhez képest egyarant.

Vizsgélataink soran azt a CCh osztalyozasi modszert alkalmaztuk, ami mar a
lehet legkisebb eltérést — egyetlen, finom redé képzodését - is figyelembe veszi
klinikailag (Hoh €és mtsai 1995, Németh és mtsai 2012). Az osztalyozas alapja az alsé
konnymeniscus magassagahoz mért lokalizacio, valamint a redék szdma. Hoh és mtsai
az altaluk LIPCOF (“Lidkantenparallele Conjunctivale Falten) tesztnek elnevezett
osztalyozasi sémat sajat munkaikban nagy megbizhatosaggal alkalmaztdk szaraz szem
betegség diagndzisaban (H6h és mtsai 1995). Mas osztalyozasi sémak is ismertek, de
ezek nem kiilonitenek el ilyen enyhe eseteket (Meller és mtsai 1998, Yokoi és mtsai
2003). Meller és mtsai altal kozolt osztalyozasi séma alapja a lokalizacio, az alsé
konnymeniszkuszhoz vald viszony, az als6 konnypont okkluzidé megléte vagy hianya, a
redok valtozéasai a szemmozgéasok hatasara (lefelé nézéskor fokozodo tiinetek) és a
red6k provokalhatosaga az also szemhéjra gyakorolt nyomassal (Meller és mtsai 1998).
Yokoi és mtsai a szemhéjszéllel parhuzamos kotdhartyareddket haromfokozatu beosztas
alapjan értékelték a konnymeniszkuszhoz vald viszony és a pislogas okozta fokozodas
alapjan (Yokoi és mtsai 2003, Ward ¢és mtsai 2010). Enyhe esetben, a LIPCOF 1.
csoportban, csupan egyetlen redét lathatunk a konnymeniszkuszon beliil. Szamunkra

azért volt fontos a lehetd legenyhébb esetek elkiilonitése is, mert arra a kérdésre is
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kerestiik a valaszt, hogy kimutathatdé —e szemfelszini gyulladds abban a korai
stddiumban, amikor még csupan egyetlen kotohartyaredét lathatunk. A LIPCOF
besorolas nem ad szamszerii értéket a normal konnymeniszkusz magassagara
vonatkozoan. A korképben altalunk is fontosnak tartott konnymeniszkusz mikodésének
megzavarasara helyezi a hangsulyt. Eszerint nem sziikséges a CCh-ban az also
konnypont okkluzidval direkt megvalosulnia a konnyelvezetés akadalyozottsaganak,
elegendo, ha csupan a konnymeniszkusz miikodése akadalyozott.

Az impresszios citologiai mintavétel napjainkban a szemfelszini betegségek
koroktananak kutatdsdban és a terapia monitorozasiaban egyarant széles korben
alkalmazott sejtgytjtési eljaras (Baudouin és mtsai 1997, Calonge és mtsai 2003,
Versura és mtsai 2009). Elénye a tobbi sejtgylijtési technikdhoz képest (pl. brush
citoloégia), hogy gyors, kevéssé invaziv — akar felszini érzéstelenités nélkil is
alkalmazhaté — és a mintavétel sordn nem karositja a sejteket. Napjainkban el6térbe
keriilt a kronikus szemfelszini gyulladas, a szaraz szem betegség, a limbuselégtelenség,
a szemfelszini neoplazia és egyes mikroorganizmusok kimutatasaban is (Calonge és
mtsai 2003, Singh és mtsai 2005). A nemzetkdzi irodalom szerint impresszios citologiai
mintavétel soran a filterpapiron keresztiil a szemfelszinre gyakorolt nyomassal a sejtek
kitapadasa eldsegithetd. Tobb szerzd is vizsgalta kiilonbozd eszkozokkel (iivegpalca,
tompa végli csipesz) a filterpapirra gyakorolt nyomas hatasat (Nelson és mtsai 1983,
Martinez és mtsai 1995, Tseng 1985). Vizsgéalatunkban mi a mintavétel soran tompa
végli csipesz segitségével 5-10 masodpercig gyakoroltunk enyhe nyomast a
filterpapiron keresztiil a szemfelszinre (Modis és mtsai 2007, Tseng 1985).

Ahhoz, hogy elegendd mennyiségli sejtet nyerhessiink megfelelé transzportkozeg
kivalasztasa volt szlikséges. Az impresszios citologiai mintavétel egyik problémaja volt
korabban, hogy viszonylag kevés szamu sejtet eredményezett ahhoz, hogy aramlasi
citometria soran tobb sejtmarkert is vizsgalni lehessen az adott sejtmintdn egyszerre. A
Baudouin és mtsai altal alkalmazott osszetételt (PBS + 0.05% -os paraformaldehid)
Barabino és mtsai szerint modositva olyan transzport kdzeget hasznaltunk (2 ml, 10% -
os foetal borju szérumot (FCS) tartalmazé6 RPMI 1640 sejt kultira médium100 Ul/ml
penicillin, 100 UI/ml streptomycin és 2 mmol glutamin), melynek segitségével nagyobb
mennyiségli sejthez juthattunk az 4aramldsi citometriai vizsgalathoz az impresszios

citologiai mintdkbol. A moddszer hatranya, hogy a paraformaldehiddel tartositott
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sejtekhez  képest, amelyek tobb napig tarolhatoak, az daltalunk hasznalt
transzportkézegben néhany ora elteltével a sejtszam csokkenhetett, ezért a mintakat 4 -6
oraval a begyljtést kdvetden analizalni kellett. Elonye viszont, hogy az eredmény, amit
kozoltiink, nagyobb szamu sejtet tartalmazoé mintak vizsgalatan alapszik (Baudouin és
mtsai 1997, Barabino és mtsai 2010).

A sejteket ezt kovetden dramlasi citometriaval analizaltuk. Az aramlasi citometriat
elséként 1997-ben alkalmazta Baudouin ¢és mtsai impreszids citologiai mintak
elemzésére (Baudouin és mtsai 1997). Mara bizonyitottan jol alkalmazhatd, gyors és
objektiv eljaras az impresszios citologia sordn nyert szemfelszini sejtek néhany
rétegének (kotohartya hamsejtek, limfocitak) vizsgalatira és a terdpia monitorozasara
egyarant (Calonge és mtsai 2003, Brignole- Baudouin és mtsai 2004, Barabino és mtsai
2010). Segitségével fluorokrémmal konjugélt felszini és intracitoplazmatikus
markereket vizsgalhatunk kvalitativ és kvantitativ médon (Brignole- Baudouin és mtsai
2004, Calonge és mtsai 2004). Ezzel az eljarassal a szemfelszin kronikus gyulladasos
allapotaiban (szaraz szem betegség, kronikus conjunctivitis, allergia) a HLA — DR
expresszid szignifikdns novekedése a CK 19 jelolt kotdhartya hamsejteken mar
bizonyitast nyert (Calonge ¢és mtsai 2003). A kotéhartya hamsejt populacio és a
limfocita sejt populacié CK 19 és CD 45 kapuzassal biztonsaggal elkiilonithetd, igy a
HLA —DR pozitivitds a hamsejteken elkiilonitetten vizsgalhaté (Barabino €s mtsai
2010). Ennek az a jelentdsége, hogy a kotShartya hamsejtek eredetileg nem, csak
kronikus szemfelszini gyulladas esetén expresszalnak a felsziniikon HLA — DR
molekulat (Brignole és mtsai 1999, Tsubota és mtsai 1999).

Az immun patomechanizmusi kronikus szemfelszini gyulladds és annak szerepe a
CCh-ban eddig nem tisztazott. A szem un. immunprivilegizalt szerviink, azaz az
immunrendszer miitkodése modifikalt a szdveti homeosztazis fenntartdsa érdekében.
Azonban ennek hatranya, hogy nincs olyan antigén elsoprd, erdés immunvalasz a
ferz6zéses megbetegedésekben, kdnnyen kialakulhatnak autoimmun patoechanizmust
gyulladdsos folyamatok ¢és a tumorsejtek elleni védekezés sem olyan, mint a
szervezetben mashol (Forrester és mtsai 2012). Autoimmun eredeti gyulladas szamos
szemfelszint, kozvetlenebbiil kotohartyat érintd betegség alapja (allergia, szdraz szem
betegség, kronikus kotéhartyagyulladas, stb.). Az autoimmun gyulladas soran valamely

antigén specialis sejtfelszini receptorokhoz kotddve, kiilonbozd jelatviteli utvonalakon
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keresztiil, gyulladdsos meditatorok felszabadulasahoz vezet. Az antigén konstans
jelenléte a szemfelszinen amellett, hogy fenntartja a kaszkadrendszer miikodését,
beinditja az apoptdzist, karositva a hamsejtek ujraképzddését.

Conjuncivochalasisban szdmos szerzo tartja alapvetd eltérésnek az immuneredetii
gyulladést (Acera és mtsai 2000, Wang és mtsai 2007, Erdogan-Poyraz és mtsai 2009)
mtsai 2000, Li és mtsai 2000, Yokoi és mtsai 2005). Acera és mtsai kimutattak
conjunctivochalasisban - ¢és a szemfelszin kiillonboz6 kronikus — gyulladasos
megbetegedéseiben (blepharitis, allergids conjunctivitis, szdraz szem betegség) - a
szemfelszin sejtjei altal termelt gyulladasos citokinek (IL- 1, IL- 6, TNF —a)
amelyeknek az immunrendszer miikodése sordn a sejtek kozti kapcsolatokban van
fontos szabalyoz6 szerepiikk, a sejtek kozotti un. ,kommunikaciés molekuldk™.
Funkci6juk elsdsorban a szabalyozds és egyes effektor funkcidk kivitelezése az
immunologiai, gyulladasos folyamtok soran (Falus 1996). Masok kimutattak az
extracellularis  matrixot  bontd  enzimek (MMP  csalad) felszabadulésat
conjunctivochalasisban konnyben, kotOhartya fibroblaszt tenyészetben és human
szovettani mintak immunhisztokémiai festésével (Meller és mtsai 2000, Li €s mtsai
2000, Ward és mtsai 2010, Guo ¢és mtsai 2012, Acera ¢és mtsai 2013). A matrix -
metalloproteinazok egy enzimcsaldd, amely az extracellularis matrix, a kollagén —és
elasztikus rostok degenerdciojaért felelés kiilonb6zd megbetegedésekben (pl.
szaruhartya sebgyogyuldsa, de nem szemészeti korképekben is, mint a cutis laxa) és a
daganatos invazioban. Ezeket az enzimeket tobbféle sejt is termeli, esetiinkben a
kotOhartya fibroblasztok, kiilondsen INF-y és TNF —a stimulacio hatisara (Meller és
mtsai 2000). Kronikus szemfelszini gyulladasban a membrana basalis (BM) fehérjéit
bontjak (pl. elasztin, 1. ¢és IV. tipustt kollagén, occludin), ezaltal recidivalo
hamsériilésekhez vezetnek. A kotohartya kiilonbozd gyulladasos folyamataiban nem
azonos mechanizmusok dominalnak. Conjucntivochalasisban a kdtéhartya fibroblasztok
altal termelt MMP-1, 3, és 9 szintjének novekedése a BM 1-es €s 4-es tipust kollagén és
rugalmassaganak csokkenéséhez, ezaltal feltételezhetben a reddképzdédéshez vezet

(Acera és mtsai 2000, Meller és mtsai 2000, Li és mtsai 2000). Az MMP-9 tovabbi
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gyulladasos citokinek felszabaduldsat stimulalja (IL-1 B, IL- 6), amelyek a konnyben
akkumulalédnak tovabb a CCh miatt zavart konnyelvezetés sordn a kronikus gyulladést
tovabb erdsitve (Acera és mtsai 2008).

Napjainkban a HLA — DR molekula szerepe a szemfelszini gyulladasban a kutatasok
kozéppontjaba keriilt. Az MHC — molekuldk genetikailag meghatarozott ,,sajat”
antigének, sejtfelszini fehérjék. Legfontosabb feladatuk az antigénekbdl szarmazo
peptidek bemutatdsa a T limfocitdknak. Utobbiak csak az MHC — molekulakkal egyiitt
képesek az antigén felismerésére (Falus 1996). Az MHC II. osztalyba tartoz6 HLA —
DR fehérje exogén antigének hatasara a programozott sejthalal beinditasaban is fontos
szerepet jatszik. Immunszupressziv szerekkel expresszidja gatolhatd (Versura €s mtsai
2011). Az utdbbi idében a szemfelszin autoimmun patomechanizmust gyulladdsaiban
¢s a kapcsolddd apopotdzisban is szdmos tanulmany vizsgalta. Ezek kimutattak, hogy a
normalisan az immunkompetens sejtek felszinén kifejez6d6 molekula a kotéhartya
hamsejteken is megjelenik pl. Sjogren szindromaban (Tsubota 1999) és a szemfelszin
mas, kiilonbozd eredetli kronikus gyulladdasos megbetegedéseiben is (allergia, széraz
szem betegség, kronikus kotdhartyagyulladas) (Baudouin és mtsai 1997, 2000, Brignole
és mtsai 2000, Barabino és mtsai 2010). Autoimmun patomechanizmusu szemfelszini
gyulladasban a HLA — DR ¢és tobb mas immun — és apoptdzis marker (CD 40, Fas, APO
2,7) 1s kifejezddik a kotOhartya hamsejtek felszinén (De Saint Jane €s mtsai 1999,
Boucier és mtsai 2000, Brignole és mtsai 2001). Az apopotdzis olyan genetikailag
programozott folyamat, amelyben a sejtfelszini specialis receptorokhoz k&tédo ligandok
beinditjak a sejt genetikailag kodolt pusztulasanak folyamatat kiilonbozd jelatviteli
utvonalakon keresztiil. A specialis sejtfelszini receptorok harom f6 csoportjanak egyike
TNF- receptor csalad, a HLA — DR molekulaval kapcsoltan miikddik. A kotédo ligand
pedig elsdsorban az INF — ¥, de mas citokinek is lehetnek. Az INF-x glikoprotein, ami a
szervkilokddésben, a hiperszenzitivitasi reakciokban és a gyulladasos folyamatokban is
részt vesz. A citotoxikus T — limfocitak és a természetes 616sejtek termelik. Szamos mas
szerepe mellett a HLA — DR molekula, a Fas rendszer és az intracellularis adhézios
molekula — 1 (ICAM-1) expressziojat is segiti. A HLA — DR molekula jelent6s
szereppel bir az immunvalasz elinditdsaban. Beinditja a helper T —sejtek és az
antigénprezentalo sejtek miikodését azokhoz kapcsolodva ICAM-1 molekulan keresztiil.

Ezeknek a fehérjéknek az allando expresszidja a szemben nem csupan a szaruhdrtya
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atiiltetés utan, hanem a kronikus gyulladasos folyamatokban is jelen van (De Saint Jane
¢s mtsai 1999). Jelenléte a szemfelszin kronikus gyulladésaban sulyos kdnnyhidnyhoz,
vezet a nem autoimmun szaraz szem betegségben is (Brignole és mtsai 2000, 2001). A
HLA — DR expresszidjat hamsejteken tobb citokin is szabalyozza. Az IFN — ¥ mellett a
TNF — a is noveli. Utobbi a HLA — DR expresszid mellett a CD 40 és Fas expressziojat
is. A HLA — DR maga is stimulalja a Fas — és CD 40 rendszereket, amelyek kiilonb6z6
anyagcsere utvonalakon (Fas — Fas-ligand - rendszer, CD 40 rendszer) keresztiil a
hamsejtek apoptodzisahoz vezetnek (Brignole és mtsai 1998, 2000). Nem tisztazott, hogy
a hamsejtek ilyenkor részt vesznek-e az antigén prezentacioban, de az igen, hogy az
immunvalaszban és a tovabbi gyulladdsos sejtek toborzasdban igen (Versura és mtsai
2011). Kimutattadk, hogy lokalis immunszupressziv terdpiara (Cyclosporin A) ezeknek a
mediatoroknak (HLA — DR, CD 40, CD 40 ligand) a felszabadulasa csokkent (Brignole
¢s mtsai 2001).

fgy kapcsolodik a szemfelszin immun eredetii kronikus gyulladasos folyamataiban a
HLA — DR molekula és a gyulladasban szerepld citokinek, a kollagén és rugalmas

A hiperozmolaris konny, a hiperozmolaris stressz szerepe nem valaszthato el ¢lesen
ezektdl a folyamatoktol, mert a HLA — DR fokozott expressziojat a kotOhartya
hamsejteken a hiperozmolaris stressz is kivaltja (Versura és mtsai 2011, Muselier-

Mathieu és mtsai 2013).

7.2. A konny ozmolaritiasa conjunctivochalasis Kkiilonb6z6 stilyossagu eseteiben

A hiperozmolaris stressz kérdése napjainkban a szemfelszini gyulladast vizsgéld
tanulmanyok fokuszpontjdban van (Lemp és mtsai 2007, Baudouin és mtsai 2013). Az
ozmolaritds az oldatban taldlhato valamennyi oldott részecske molalis
koncentraciojanak  Osszege térfogatra vonatkozatva (mOsmol/l). A  kdnny
ozmolaritasanak vizsgélatarol azt tartjdk, hogy klinikai koriilmények kozott a
legmegbizhatobb vizsgalati moddszer a konnyfilm elégtelenségre visszavezethetd
betegségekben (Khanal és mtsai 2008, Lemp és mtsai 2010, Sullivan és mtsai 2010).

Eredményeink a LIPCOF osztdlyozas szerint elkiilonitett betegcsoportokban azt
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mutattak a vizsgalat koriilményei kozott, hogy a stlyos CCh-ban szenvedd
betegcsoportban nyert konny ozmolaritdsa szignifikdnsan magasabb a normal
kontrollokhoz és az enyhe és kdzepesen stulyos esetekhez képest egyarant.

A CCh osztalyozasi modszerek koziil ebben az esetben is azt valasztottuk, ami mar a
lehetd legkisebb eltérést is figyelembe veszi klinikailag. A cél azonos volt az el6z0
tanulmanyhoz képest, arra voltunk kivancsiak, hogy mar egyetlen red6 is okozhat — e
eltérést az ozmolaritasban (Hoh és mtsai 1998).

Az ozmolaritas mérésére szamos modszert kozoltek az elmult évtizedekben (a
konny fagyaspont valtozasan alapuld eljaras, ,,g6znyomasos ozmométer”, a konny
elektromos vezetoképességen alapuld eljaras) (Ogasawara és mtsai 1996, Savigni és
mtsai 2008, Tomlinson és mtsai 2010). A konnygytijtés €s a mintdk feldolgozas sordn
azonban tobb probléma adddott a hagyomanyos modszereket alkalmazva. Ezek a
konnygytijtés soran a reflexes konnytermelés, a viszonylag nagy mennyiségli minta
igénye - amit kiilondsen nehéz gytijteni azokban az esetekben, amikor a kdnnytermelés
egyébként is csokkent - valamint a parolgas befolyasolo hatasa (White és mtsai 1993,
Benelli és mtsai 2010). A feldolgozdshoz sokszor laboratoriumi koriilményekre volt
sziikség (Gilbard és mtsai 1978, 1979, Farris és mtsai 1986, Savigni ¢s mtsai 2008).
Mindezen hatranyok felvetették az igényt olyan gyors €s egyszerli vizsgaloeljaras
kifejlesztésére, amelynek segitségével kis volumenli mintabdl, révid 1d6 alatt, egyszerii
modszerrel, zart rendszerben, csaknem valds idejii mérés végezhetd. Igy jutottuk el
napjainkban a ,,Jab — on — a- chip” technikéval mlikodé ozmométerekig. Munkéank soran
a TearLab ozmométert hasznaltuk, ami egy ,,lab- on- a- chip” elven miikodd berendezés
és a konny ozmolaritasdnak vizsgalatdban megbizhatéan alkalmazhaté (Benitez del
Castillo és mtsai 2009, Lemp €s mtsai 2010, Tomlinson 2010).

A kotOhartyaredok ¢és a konny ozmolaritdsanak mértékét Miller és mtsai is
Osszevetették Un. ,,gdznyomasos” ozmométer segitségével szaraz szem betegek és
normal kontroll csoport kozott. Azt talaltdk, hogy a kénny ozmolaritdsa magasabb a
kozepesen stlyos szaraz szemii betegeknél a normal kontrollokhoz képest, de nincs
kiilonbség kozottiik a kotohartyareddk szamaban (Miller és mtsai 2003). Esetiinkben 8
sulyos CCh-ban szenvedd beteg konnymintajaban mértiink magasabb ozmolaritast, ami
a TearLab késziilékkel mérve az irodalomban meghatarozott hatarértéket (312

mOsmol/l) meghaladta (Lemp és mtsai 2010). Az enyhe és kozepesen sulyos esetek
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egyikében sem mértiink magasabb ozmolaritast. Tehat a kotohartyaredok szdmahoz
viszonyitva mi jelentds kiilonbséget taldltunk ezzel a moddszerrel mérve a konny
ozmolaritasanak mértékében.

A hiperozmolaris stressz szerepe szemfelszini kronikus gyulladasos allapotokban
sokat tanulmanyozott jelenség. A hiperozmolaris stressz beinditja a szervezet
immunvalaszat, fokozza a gyulladasos mediatorok (pl. HLA — DR) felszabadulasat a
karosodott hamsejtekbdl, és stimuldlja az ECM bontd enzimek mitkdodését (matrix —
metalloproteindzok) (Li és mtsai 2004, Li és mtsai 2006, Versura és mtsai 2011,
Baudouin és mtsai 2013). Emellett beinditja a szemfelszin sejtjeiben a programozott
sejthalalt, ami egyes szerzOk szerint a kehelysejtek szamanak csokkenéséhez vezet
(Baudouin és mtsai 2013), mésok szerint az izolalt hyperozmolaritast a kehelysejtek
képesek toleralni, azaz szamuk ilyen koriilmények kozott nem csokken (Moore és mtsai
2011). Az igy kialakuld circulus vitiosus kozponti eleme a hiperozmolaritas. Ez nem
egyszerlien a konnyhiany vagy a fokozott parolgas kovetkezménye, hanem a LFU
barmely részének valtozasabol (ide sorolhatoak a kotOhartyareddk is — a szerzd) és a
konnyfilm 0Osszetételének megvaltozasabol is adodik (Baudouin és mtsai 2013). A
konny ozmolaritdsdnak novekedéséhez vezethet a konnytermelés csokkenése €s azonos
konnytermelés mellett az Osszetételének megvaltozasa, valamint a konnyelvezetés
akadalyozottsdga is. A konny fehérje Osszetételének megvaltozasat tobb szerzd is
vizsgélta. A konnymirigybdl és a jarulékos konnymirigyekbdl gyulladds soran
felszabaduld, hiperozmolaritast okoz6 fehérjék mellett (lizozim, lakoferrin, szérum
albumin) elkiilonitettek kifejezetten a CCh-ra jellemzé konnyben levé fehérjéket is
(Farris és mtsai 1986, Acera és mtsai 2011). Ismert, hogy a konnyfilmben normalisan is
jelen vannak pro- és antiiflammatorikus citokinek (IL- 1, IL-6, IL -8 stb.), amelyek a
konnyfilm egyik legfontosabb feladataban, a szemfelszin védelmében szerepelnek
(Fodor és mtsai 2006, Carreno ¢és mtsai 2010). Ezeknek a citokineknek a gyulladasban
megnd a mennyiségiik, ami a kdnny ozmolaritdsanak novekedése¢hez vezet (Farris és
mtsai 1986, Solomon és mtsai 2001, Tomlinson és mtsai 2006, Lee és mtsai 2014).

A hagyomdnyos tesztek és a konny ozmolaritas osszefiiggésének vizsgalata soran a
konnyfilm felszakadasi id6 és a lisszamin — zold festddés mértéke kozott talaltunk
szignifikans Osszefiiggést. Ha feltételezziik, hogy a hiperozmolaris stressz a

szemfelszini sejtek karosoddsdhoz ¢és apoptodzisahoz vezet akkor érthetd, hogy a
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karosodott sejtek lisszamin — zold festéssel kimutathatéak. A konnyfilm barmely
csokken. A feliileti fesziiltség csokkenése a BUT csokkenéséhez vezet. A konnyfilm
felszakadasanak rovidiiléséhez altalaban fokozott parolgas is tarsul, ez okozhatja a
konny ozmolaritasdnak novekedését (Nichols és mtsai 2006) A Schirmer teszt és a
fluorescein festddés és az ozmolaritds kozott nem talaltunk Osszefiiggést. Gilbard és
mtsai hasonld eredményre jutottak, szignifikdns pozitiv korrelaciot taldltak az
ozmolaritas és a rose — bengal festddés kozott (ami szintén az elhalt sejteket mutatja ki).
A Schirmer teszt és az ozmolaritas kozott nem taldltak 6sszefiiggést (Gilbard és mtsai
1978,1979). Miller és mtsai nem talaltak 6sszefiiggést a LIPCOF és a klasszikus tesztek
kozott, de pozitiv korrelaciot mutattak ki a ozmolaritas €s a szemfelszini festodés kozott
(Miller és mtsai 2003). Van der Meid és mtsai egészséges résztvevokon a Schirmer
probahoz hasznalt papirbol vontak ki centrifugalassal a konnyet és analizaltdk a benne
levé citokineket, majd vizsgaltak azok Osszefliggését az ozmolaritassal, a Schirmer
proba eredményével és a BUT-tal. Eseteikben a Schirmer proba eredménye és az
Meid és mtsai 2012). Méasok nem talaltak Osszefiiggést a TearLab késziilékkel mért
ozmolaritds €s a hagyomanyos szdraz szem tesztek kozott (Szalai €s mtsai 2012).
Természetesen felmeriil, hogy a hagyomdnyos klinikai teszteket minden szerzd
masképp hasznalja és értékeli (pl. Schirmer proba érzéstelenitéssel és anélkiil, vitélis
festések kiértékelésére hasznalt kiilonboz0 pontrendszerek hasznélata), ebbdl
adodhatnak kiilonbségek a tanulméanyok eredményei kozott. A klinikai tesztek kozott
nincs egyetlen, ami a szemfelszini gyulladasban, kiilondsen a szaraz szem betegségben
Oonmagaban hasznalhatd lenne a diagnézis felallitasara. Azonban a napjainkban
hasznalatos tesztek kozott (BUT, Schirmer, vitalis festések) a TearLab késziilékkel mért
ozmolaritas mérése az, amelynek a legnagyobb a specificitdsa és szenzitivitasa a szaraz
szem diagndzisaban (Lemp és mtsai 2010). Természetesen nem feltétleniil cél egyetlen
tesztet alkalmazni a szemfelszin immun eredetli gyullad4sainak diagnosztikajaban, de
mindenesetre figyelemre méltd, hogy a hagyomanyos tesztekhez képest a
hipeozmolaritas kimutatasa megbizhatobb modszer klinikai koriilmények kozott.

A széraz szem betegségben a konny ozmolaritasdnak napi ingadozasa, a bazalis

¢s reflexes konnytermelés sordan nyert konny ozmolaritasa és a két szem kozotti
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variabilitas nagyobb mértékli az egészséges kontrollokhoz képest (Farris és mtsai 1986,
Lemp ¢és mtsai 2010). Vizsgaltunk soran ezért azonos napszakban, azonos koriilmények
kozott és csupan egyetlen méréssel igyekeztiink kikiiszobolni az ebbdl adodo
hibalehetdségeket. A két szem kozotti kiilonbséget a szaraz szem diagndzisaban
jelentésnek tartjdk és a konnyfilm instabilitasabol ad6do reflexes konnytermelésnek
tulajdonitjdk (Lemp és mtsai 2010). Tanulményunkban mi igyekeztiink kizarni a
reflexes konnytermelés befolyasat az eredményre €s elsdsorban arra voltunk kivancsiak,
hogy a CCh kiilonboz6 stddiumaiban van —e kiilonbség a kdnny ozmolaritdsadban, igy
nem vizsgaltuk a két szem kdzotti ozmolaritas kiilonbségét.

A konny ozmolaridtdsnak normal értéke és a koros ozmolaritas kozotti
hatarértéket kiillonboz6 szerzok, kiilonb6z6 modszerekkel mérve hasonlonak talaltak, a
hatarértéket Tomlinson és mtsai metaanalizisében 315, 6 mOsmol/l értékben hataroztak
meg (Tomlinson és mtsai 2006). Az altalunk hasznalt késziilékkel mérve Lemp és mtsai
a hatarértéket 312 mOsmol/l értékben hataroztak meg (Lemp és mtsai 2010). Eszerint a
mi betegcsoportjaink koziil csupan a stlyos CCh-ban szenveddk kozott voltak magas

ozmolaritast betegek, ott azonban két kivétellel mindannyian.

7.3.  Conjunctivochalasis ellenes miitéten atesett betegek kotéhartyamintajanak

szovettani jellemzoi

A conjunctivochalasisban szenvedd betegek kotohartyajanak szovettanaval a
nemzetkozi irodalomban csupan néhany kozlemény foglalkozik. Az elsé kozlés Denti
nevéhez fiizédik 1930-bol, amelyben egy 50 éves ndbeteg kotohartya plasztikat kovetd
szovettani elemzését olvashatjuk. Denti a kotOhartya hamon elvaltozast nem tapasztalt,
azonban a kotdhartya alatti kotszovetben az elasztikus rostok feltdredezését igen.
Gyulladasra utal6 eltérésekrdl nem szamolt be, mindezek alapjan a conjunctivochalasist
korfliggd, degenerativ korképnek tartotta (Watanabe és mtsai 2005).

Watanabe és munkatarsai 2004-ben 44 beteg 44 szemén végeztek konnycsorgassal
egyiitt jar6 szaraz szem panaszok miatt kotohartya plasztikat. Bar ez az eddig kozolt
legnagyobb esetszdmmal jard tanulméany, azonban a betegek nem csupan

conjunctivochalasisban, hanem egy€b szemészeti megbetegedésben is szenvedtek
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(hiposzekretiv szaraz szem betegség, Meibom mirigy diszfunkcio, pinguecula,
kotohartyat is érinté mitét az anamnézisben). Mintaikban gyulladésra utalo eltérést nem
talaltak, a kehelysejtek szamat normalisnak itélték és az elasztikus rostok lefutdsaban
sem talaltak korosat. Mikroszkdpikus nyirokértagulatot mutattak ki 39 esetben, ennek
alapjan a korképet degenerativ eredetlinek tartottdk, amelynek okaként az als6 szemhé;j
altal a kotohartya nyirokereire haté mechanikus obstrukciot feltételezték (Watanabe és
mtsai 2005). Eseteikben az emlitett tarsbetegségek mindegyike okozhatott szemfelszini
gyulladast.

Francis és mtsai ugyanebben az évben adtak ki elsdé dsszehasonlité kdzleményt sajat
eseteikrdl. Az 6 vizsgalatukban 24 kotohartya plasztikan atesett beteg és 18 egészséges
kontroll szerepel, utobbi mintdkat szilirkehdlyogmiitéten atesett betegektdl gytjtottek.
Betegeik a conjuncivochalasis mellett szintén tarsbetegségekben is szenvedtek. Az
egészséges kontrollok kozott nem taldltak eltérést a kotohartyamintakban. A
conjunctivochalasis miatt végzett kotohartya plasztika a kdtOhartya also bulbaris részén
tortén. A koros kotOhartydk szovettani elemzése sordn 4 esetben taldltak kronikus
gyulladésra utald jeleket és 3 esetben elasztikus rost elfajulast. Mivel dsszehasonlitd
vizsgalat soran nem talaltak eltérést az egészséges €s beteg csoportok mintai kozott, a
korkép etioldgidjara vonatkozéan nem vontak le kovetkeztetéseket, azt multifaktorialis
elvaltozasnak tartottdk (Francis és mtsai 2005). Az emlitett tarsuldo korképek itt is
vezethettek a szemfelszin kronikus gyulladasahoz.

A conjunctivochalasis koroktandban szamos tényezOrél beszdmoltak mar. A
kordbban mar részletezett gyulladasos ¢s ECM degeneraciohoz vezetd okok mellett
ismert az elmélet, hogy a szemfelszin fokozottan ki van téve a kornyezeti hatdsoknak,
kiilonos tekintettel az UV sugarzasra és az ennek kovetkeztében kialakuld solaris
keratosishoz hasonl6 elvaltozas éallhat a hattérben (Murube és mtsai 2005). A szdvettani
eltérések valoban hasonloak, a hadm hiperkeratotikus lehet, gyulladdsos sejtek
(plazmasejtek, limfocitdk) infiltralhatjak a szoveteket és a nyirokerek tagulata figyelhetd
meg (Francis és mtsai 2005). A szemh¢jak altal a kotOhartyara kifejtett mechanikus
obstrukcio is oki szerepet jatszhat egyes megbetegedésekben (allergia, szaraz szem
betegség) ¢és eredményezheti a nyirokerek tagulatat és a kovetkezményes kotOhartya
degeneraciot (Watanabe ¢és mtsai 2004). A kehelysejtek ardnya a kotOhartya
hamsejtekhez képest 5-20 % egészségesekben (Pflugfelder ¢s mtsai 2004). A kronikus
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szemfelszini gyulladasban kimutathat6 kehelysejt veszteség concjunctivochalasisban is
megfigyelheté. Az elasztikus rostok elvaltozasai megtalalhatoak az élettanilag
normalisnak tekinthetd, korral jar6 elvaltozasok kozott és nem korfliggd degenerativ
korképekben is, mint a cutix laxa (Watanabe és mtsai 2005).

Eseteinkben a mitéti indikdci6 minden alkalommal a stlyos conjunctivochalasis
volt. Betegeinknek egyéb szemészeti elvaltozadsa, amely akut vagy kronikus
szemfelszini gyulladdshoz vezethetett nem volt és kordbban szemészeti beavatkozason
sem estek at. Sulyos conjunctivochalasis szovddhet szaraz szem szindrémaval, azonban
kronikus szemfelszini gyulladas nélkiil is kimutathaté volt. Ezen szempontok alapjan
feltételezhetonek  tartjuk, hogy  eredményeink  jellemzéek  lehetnek a
conjunctivochalasisra. Vizsgalatunkban a kis esetszam és a szemikvantitativ értékelés
miatt statisztikai elemzésre nem volt lehetdség. Tovabba korai stddiumban levo betegek
szOvettani mintait sem hasonlitja 0Ossze a sulyos, mar panaszokat okozd
conjunctivochalasisban taldlhaté elvaltozadsokkal, mivel a korai stddiumban levd
betegek rendszerint nem keriilnek miitétre. Arra azonban, hogy a kotOhartya szerkezete
megvaltozik a mar ismert modon, ujabb eredményeket szolgaltat egy egységesebb
betegcsoportban. A tanulmany jelentdsége az, hogy olyan vélogatott szovettani mintakat
tartalmaz, amely betegek sem szemészeti sem olyan altalanos betegségben nem
szenvedtek, amelynek a szemfelszini gyulladds és az elasztikus rost degeneracid
részjelensége lenne, illetve kordbbi szemészeti beavatkozason sem estek at, ami a
kotéhartya szerkezetét megvaltoztathatta volna. Tovabba ijabb eredményeket szolgaltat
arra, hogy conjunctivochalasisban az elasztikus rost degeneracié szovettanilag

igazolhat6 gyulladasos sejtszaporulat nélkiil is kimutathato.

7.4. Az altalunk vizsgalt paraméterek osszefiiggései

A CCh az esetek nagyobb részében nem okoz tiineteket vagy a szemfelszini
diszkomfortérzés hatterében nem keriil felfedezésre. Az elégtelen konnyfilm okozta
tarsuld szaraz szem panaszok jelentkezhetnek el@szor: az idegentest érzés, égd érzés,
irritacio, a fluktualo latoélesség, homalyos latas, ami conjunctivochalasisban lefelé

nézéskor (pl. olvaséds) fokozddik (Di Pascuale és mtsai 2009). Sulyos esetben a
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konnycsorgas lehet a vezetd tiinet. Ez lehet intermittalé vagy folyamatos panasz. Utdbbi
esetben a redék az alsé konnypontot elzarva okozhatnak valodi okkluziot is (Liu és
mtsai 1986, Kanski 2003), de a szemhéjszélre kiér6 redék okkltzio nélkiil is kivezetik a
konnyt a szemfelszinr6l. A szaruhartydn a bulbaris k&tOhartya sulyos érintettsége
keratitis punctata superficialist okozhat (Yokoi és mtsai 2003). Sulyos esetben dellen
képzddéssel is szamolni kell (Meller és mtsai 1998). Mivel a bulbaris kdtdhartya lazan
kapcsolodik a sclerahoz, a subconjunctivalis erek pislogés vagy a szemhéjak dorzsolése
kovetkeztében konnyebben rupturdlnak, igy subconjuntivalis suffusio alakulhat ki (Di
Pascuale és mtsai 2004).

A conjunctivochalasis réslampas vizsgdlattal felismerhetd. A szaraz szem
diagnosztika eszkoztaraval a tarsuld konnyfilm eltérések és szemfelszini tiinetek
vizsgalhatok. A réslampds vizsgalat soran a kovetkezoket figyeljiikk meg: pislogasi rata,
konnymeniszkusz, konnyfilm, kotohartyaredok, kotohartya chemosis, nyirokerek
tagulata, konnypont elhelyezkedése, viszonya a konnymeniszkuszhoz, a szemhéj hibas
allasai, gyulladasa, egyéb eltérései. A reddk nézetéskor valtoznak, lefelé nézéskor
fokozodnak, felfelé nézéskor el is tlinhetnek. Az ismert klasszikus vitalis festéseket
alkalmazhatjuk CCh vizsgalatakor is. Ezek lathatobba teszik a redoket és kapcsolatukat
a konnymeniszkusszal. Fény deriilhet a tarsuld szaruhartya — és kotOhartya
hamhianyokra. A fluorescein a konnyben olddédva a hamhidnyokon keresztil az
intercellularis térbe keriil és ott akkumulalodik. Segitségével mérjiik fel a konnyfilm
felszakadasi id6t is. A lisszamin — zold az elhalt hamsejteket festi meg.

Az altalunk vizsgalt betegcsoportokban a sulyos conjunctivochalasisban szenvedd
betegek impresszios citologiaval nyert mintajaban a kotOhartya hamsejtek HLA — DR
expresszidjanak mértéke szignifikdnsan magasabb volt a normal kontroll csoporthoz
képest. A nemzetkdzi irodalmi adatokat figyelembe véve eszerint sulyos
conjunctivochalasisban immun patomechanizmusu, kronikus szemfelszini gyulladas
valoszinlisithetd. Hipotézisiink szerint ennek hatterécben a konnyfilm ¢és a
konnymeniszkusz megzavarasa kovetkeztében kialakuld kvalitativ konnyelvaltozasok
allhatnak. Ezt tAmasztja ald az az eredmény is, hogy sulyos conjunctivochalasisban a
betegek konnymintdinak ozmolaritdsa szignifikansan magasabb volt a normal
kontrollokhoz képest. Amint mar korabban kimutattak, a hiperozmolaris stressz maga is

a HLA — DR fokozott expresszidjahoz vezet a kotohartya hamsejteken. A két folyamat
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egymassal Osszefliggésben tovabb erdsitheti a szemfelszini gyulladast. Eseteinkben
tehat a szemfelszini gyulladds gyanujat stulyos conjunctivochalasisban két kiillonbozo
modon is sikeriilt kimutatni.

A tanulmany érdekessége, hogy nem talaltunk ilyen eltérést a kdzepesen stlyos és az
enyhe betegcsoportokban a normdl kontrollokhoz képest. Sem a HLA — DR
expresszidja nem novekedett a kotéhartya hamsejteken, sem a betegek konnymintainak
ozmolaritasa nem tért el szignifikdnsan a normal kontroll csoporthoz képest. Az el6z6
gondolatmenet szerint haladva, a nemzetk6zi irodalom eredményeit is figyelembe véve,
ezekben az esetekben nem talaltunk diffuz szemfelszini gyulladasra utald eltéréseket
ezekkel a vizsgalati mddszerekkel mérve. Hipotézislink szerint magyarazat lehet a
jelenségre, hogy az enyhe és kozepesen sulyos esetekben a kdnnymeniszkusz egysége
nem bomlik meg olyan mértékben, hogy az a konny érdemi elvezetési zavarahoz
vezethetne a konnypont felé. Az enyhe esetben egyetlen redé latszik a
konnymeniszkuszon beliil, a kozepesen sulyos esetekben pedig tobb redd, de a
konnymeniszkuszon belill, tehat a konnyelvezetés dinamikdja nem sériil olyan
mértékben, mint a silyos esetekben (Németh és mtsai 2012).

A conjunctivochalasis pathogenezisében korabban kimutattdk az ECM bonto
enzimek (matrix- metalloproteindzok) szerepét, ami a red6k kialakulasdhoz vezethet.
Mivel a HLA — DR és mas gyulladasos citokinek is fokozhatjak a nemzetkozi irodalom
szerint ezeknek az enzimeknek a felszabadulasat, valamint az enzimek mukddése is
fokozhatja a gyulladas kialakuldsat tovabbi citokinek felszabadulasan keresztiil, igy a
mi vizsgalataink alapjan nem donthetd el egyértelmiien, hogy a reddképzddés az
elsddleges elvaltozas vagy a diffiz szemfelszini gyulladas vezet red6képzddéshez. Az
mindenesetre érdekes megfigyelés, hogy enyhe és kdzépsulyos esetekben, amikor tehat
kotdhartyaredok mar megfigyelhetéek, még ezekkel a modszerekkel szemfelszini
gyulladast kimutatni nem tudtunk.

Felmeriil a kérdés, hogy a hagyoméanyos Koppenhagai Kritériumok (Manthorpe és
mtsai 1989) szerint voltak-e szaraz szemii betegek a betegcsoportokban az elvégzett
vizsgélatok alapjan, ami befolyasolhatta az eredményt, mivel Sjogren szindromaban és
nem Sjogren szindrémahoz tarsuld szaraz szemben is korabban kimutattdk a HLA- DR
és a hiperozmolaris konny szerepét is. Vizsgalataink soran a HLA — DR expressziojanak

vizsgélatakor a LIPCOF II. és LIPCOF III. csoportokban két —két beteg volt, aki a
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klasszikus tesztek alapjan szaraz szem betegnek bizonyult. A kdnny ozmolaritdsanak
vizsgalatakor a kdzepesen stlyos és sulyos betegcsoportban kettd beteg volt, aki széraz
szem betegnek bizonyult a hagyomanyos tesztekkel vizsgalva. Ezek a betegek nem
szenvedtek Sjogren szindromaban (I1d. kizarasi kritériumok). A hagyomanyos kénnyfilm
vizsgdld modszerek relevancidja napjainkban csokken. Azok a valtozasok a
szemfelszinen és a konnytermelésben, amelyek mar eltéréseket okoznak a hagyoményos
vizsgalati modszerekkel, sokszor eldrehaladott gyulladast jelentenek. A korszeriibb
vizsgaldomodszerek — amelyek a napi diagnosztikdban ugyan nem mindig
alkalmazhatdak - mar a gyulladas jelenlétét korai fazisban is képesek kimutatni, igy a
betegség kortanarol egyre tobbet tudhatunk. Ez a sikeres kezelés feltétele is (Brignole és
mtsai 2001).

A szovettani mintakat vizsgalo esetsorozatunkban szintén kimutathatéak voltak
azok az eltérések, amelyek a nemzetkdzi irodalomban is a conjunctivochalasis
koroktanaban szerepet jatszanak, mint a kronikus gyulladas jelenléte és az elasztikus
rostok karosodasa. A kis esetszdm nem enged altaldnos kovetkeztetéseket, azonban az
eredmények aldtdmasztjdk az alapvetd hipotéziseket és érdekes megfigyelés, hogy
kronikus gyulladas nélkiil is jelen lehet az elasztikus rost degeneracio CCh-ban.

Osszefoglaldsként elmondhatjuk, hogy vizsgilataink eredményeit a nemzetkdzi
irodalommal 0Osszevetve tobb kiilonb6zd, de egymassal szoros kapcsolatban levd
modszerrel is kimutattuk az immun patomechanizmusu gyulladas és a rugalmas rostok
karosodéasanak lehetdségét CCh-ban, tovabba gondolatébresztd megfigyelésnek tartjuk,
hogy az altalunk hasznalt osztilyozasi sémat alkalmazva enyhe €s kozepesen sulyos
esetekben nem talaltunk erre utald jeleket. Tovabbi célzott vizsgalatok sordn

eredményeink kiterjeszthetéek €s pontosithatoak.
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8. KOVETKEZTETESEK, UJ EREDMENYEK

8.1. A kotéhartya hamsejtek HLA — DR expresszidja conjunctivochalasisban

Vizsgalatunk soran kiilonb6z6 stulyossagu conjunctivochalasisban szenvedd betegek
¢s normal kontroll csoport felsd bulbaris — igy a kdrnyezeti hatasoktol részben védett -
kotohartyajardl impresszios citoldgia segitségével sejteket gyijtottiink. A betegek
kortorténetében nem szerepelt olyan egyéb szemészeti vagy altalanos megbetegedés,
amely szemfelszini gyulladdshoz  vezethet. Az elvaltozds  sulyossdganak
megallapitdsdhoz azt az ismert osztdlyozasi sémat alkalmaztuk, amely a lehetd
legkisebb elvaltozast is figyelembe veszi. A mintabol CK 19 jeldlés segitségével a
kotdhartya hamsejteket levalasztva vizsgaltuk azok HLA — DR expresszidjanak
mértékét aramlési citométerrel. A sejtanalizis soran elséként irtuk le, hogy a sulyos
conjunctivochalasisban szenvedd betegek kotohartya hamsejtjei szignifikdnsan nagyobb
mértékben expresszaljak felsziniikon a HLA — DR molekulat a normal kontroll csoport
sejtmintdibol nyert kdtéhartya hamsejtekhez viszonyitva. A kdzepesen sulyos és enyhe

esetekben azonban ugyanezt az eltérést nem tapasztaltuk.

8.2. A konny ozmolaritasa conjunctivochalasis kiilonb6zé silyossagu eseteiben

Elsdként vizsgéltuk conjunctivochalasis kiilonb6z6 sulyossagi eseteiben a kdnny
ozmolaritasanak mértékét olyan betegeken, akiknél ezen az elvaltozason kiviil mas
szemészeti €s altalanos betegség nem szerepelt a kortorténetben. Az ozmolaritas
méréséhez olyan ,,lab-on-a-chip” technikaval miikodé ozmométert hasznaltunk, ami a
konnygytjtés és mérés soran adodo problémakat leginkdbb kikiiszoboli. Az egészséges
kontroll csoporthoz viszonyitva szignifikdnsan nagyobb ozmolaritdst mértiink a stlyos
conjunctivochalasisban szenvedé betegek konnymintaiban. Ugyanezt az eltérést a

kozepesen sulyos €s enyhe betegcsoportban nem talaltuk.
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8.3.  Conjunctivochalasis ellenes miitéten Atesett betegek kotéhartyamintajanak

szovettani jellemzoi

Stulyos fokt conjunctivochalasis miatt kotOhartya mutéten atesett betegektdl
szarmazo szovettani mintakat elemezve kerestilk a kotOhartyaban a gyulladasra utalo
jeleket, az akut vagy kronikus gyulladasos sejtek jelenlétét a mintaban, megfigyeltiik a
kehelysejteket a kotohartya hamjaban, a nyirokkeringés elégtelenségére utald tagult
nyirokkapillarisokat €és a kotOhartya rostszerkezetét. Eseteinkben kronikus gyulladasos
minden mintdban megfigyeltiik. Tapasztaltuk tovabba a kehelysejtek szamanak

csOkkenését és nyirokértagulatot is.
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9. OSSZEFOGLALAS

A conjunctivochalasis a bulbaris kotOhartya olyan tartds szerkezetvaltozasa,
melynek kovetkeztében reddket vet a szemhéjszél mentén. Kiilonboz6 sulyossagu
eseteiben a konnyfilm dinamikajanak megzavarasatél a konnycsorgésig terjedden
paraméterei. Koreredetét illetden két fontos elvaltozast tartanak szdmon a nemzetkozi
irodalomban, a szemfelszin immun eredetli, kronikus gyulladasat és a kotohartya
rugalmas rost szerkezetének megvaltozdsit. A  két folyamat egymaéssal
Osszekapcesolodva egymast erdsiti. Jelenleg nem tisztazott, hogy melyik mechanizmus
alakul ki elséként.

Munkank soran conjunctivochalasis kiilonboz6 sulyossagu eseteiben vizsgaltuk
a kotéhartya hamsejtek HLA — DR expresszigjat. Ezt a molekulat az immunkompetens
sejtek fejezik ki felszinlikon kiilonb6zé immunfolyamatok soran. A kotOhartya
hamsejtek csak a szemfelszin immun eredetli gyulladasaban fejezik ki felsziniikon.
Eseteinkben a sulyos foklli conjunctivochalasisban szenvedd betegek kotOhartya
hamsejtjei fokozottabban expresszaltak felsziniikon a HLA — DR molekulat a normal
kontroll csoporthoz képest. A kozepesen stlyos és enyhe csoportokban nem talaltunk
hasonlo6 Gsszefiiggést.

A konnyfilm 0Osszetételének megvaltozdsa az ozmolaritds megvaltozasdhoz
vezet. A hiperozmolaris stressz kozvetleniil és kozvetve is karositja a szemfelszin
sejtjeit, azokbol tovabbi gyulladdsos medidtorok felszabaduldsat kivaltva és a hamsejtek
apoptozisahoz vezetve, kronikus szemfelszini gyulladast tart fenn. A hiperozmolarités
¢és szemfelszini gyulladas egymast erdsit6 folyamat. Vizsgalataink soran
conjuntivochalasis kiilonb6z6 stlyossagu eseteiben ,,lab —on —a chip” technikan alapuld
ozmométer segitségével kimutattuk, hogy sulyos conjunctivochalasisban a kdnny
ozmolaritasa szignifikdnsan magasabb a normal kontroll csoporthoz képest. Kozepesen
sulyos és enyhe esetekben ezt a kiilonbséget nem tudtuk kimutatni.

A szemfelszin gyulladasa és a rugalmas rostok szerkezetének megvaltozasa
szOvettani mintdkban is vizsgalhatd. Esetsorozatunkban stlyos conjunctivochalasis

miatt kotéhartya miitéten atesett betegek szovettani mintdjat elemezve azt talaltuk, hogy
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a kronikus gyulladasra utald jelek nem minden mintaban tapasztalhatdak, de a rugalmas

rostok szerkezetének megvaltozdsa minden altalunk vizsgalt mintdban lathat6 volt.

10. SUMMARY

Conjunctivochalasis is redundant, loose bulbar conjunctival folds interposed
between the globe and the eyelid. Different grades of this condition lead to tear film
instability and cause changes of quantitative and qualitative parameters of the tear film
and epiphora in severe cases. Several various hypotheses have been referred about the
pathogenesis of CCh, but the most reported two etiological theories are immune based
inflammation of the conjunctiva and breakdown of elastic fibres in the redundant
conjunctiva. These are the most important pathogenetic mechanism responsible for the
development of CCh.

In our study, conjunctival cytological samples were collected from the upper, bulbar
conjunctiva and they were analysed by flow cytometry to evaluated HLA-DR
expression of the conjunctival epithelial cells. Normally, HLA-DR molecule is
expressed by the antigen presenting cells, however, in immune based ocular surface
inflammation conjunctival epithelial cells express HLA — DR on their surface. In our
cases, patients with severe CCh, HLA —DR was overexpressed in the conjunctival cells
relative to normal eyes and mild or moderate cases.

Variation of the qualitative or quantitative parameters of the tear film or tear film
instability leads to tear hyperosmolarity. Hyperosmolar stress causes cytokine release
from the ocular surface cells and apopotosis. This vitious circle influences permanent
ocular surface inflammation.

Our results confirm that patients with severe CCh have a higher tear osmolarity
relative to normal eyes and mild or moderate cases of CCh.

Immune based inflammation of the conjunctiva and degeneration of the elastic
fibers in subconjunctival tissue were evaluated in our case — series. Patients with severe
CCh were operated and redundant conjunctival tissue were excised. Histopathological
samples were analysed after staining. In our cases, inflammatory cells (limfocytes,
plasma cells), lymphangiectasia and reduced goblet cell density were evaluated most of

cases. However, elastic fiber degeneration was detected all of our conjunctival samples.
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