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1. El6zmények

A lézertechnologia orvosi alkalmazasa gyors fejlédésnek indult. Az excimer lézerberendezéseket
példaul vilagszerte széles korben alkalmazzdk szemmitétekhez, és az utdbbi évtized soran a
magyarorszagi szemészeti gyakorlatban is bevezetésre keriiltek. Ma mar — csak Magyarorszdgon —
tobb ezer 1ézeres szaruhartya miitétet végeznek fotorefraktiv (PRK) és terapias (PTK) célbol.

Abban a megtiszteltetésben volt részem, hogy az 1991-ben Szegeden alakult elsé magyarorszagi
kutatocsoport tagja lehettem, melyben 1ézerfizikusok — Bor Zsolt, Szabo Gabor, Racz Béla és Hopp
Béla (Optikai és Kvantumelektronikai Tanszék) és szemész kollégak — Siiveges I1dik6, Mohay Judit és
Fiist Agnes (Szemészeti Klinika) vettek részt. Csoportunk vezetd szerepet jatszott Magyarorszagon a
193nm excimer lézer kisérleti szaruhartya miitéteknél tapasztalhato fizikai és biologiai hatasainak
vizsgalataban annak érdekében, hogy a lézer paraméterek a klinikai alkalmazasokhoz megfeleléen
beallithatok legyenek.

Az allatkisérletek soran szerzett kutatasi tapasztalataimat a klinikai gyakorlatra is kiterjeszthettem,
amikor 1993-t61 kozel két évet toltdttem a miinsteri Westfalien Willhelms Egyetem Szemészeti
Osztalyan. Tudomanyos érdeklédésem kozéppontjaban az alkalmazott kutatas allt a 193nm excimer
1ézer terapids és refraktiv célu, nagyszamu beteg esetében torténd alkalmazasaval kapcsolatban.

A Szegedi Egyetem Patologiai Intézetével kozosen végzett projekt keretében kisérleti nyulakon
vizsgaltuk a szaruhartya excimer 1ézeres kezelés utdni sebgyogyulasanak molekularis bazisat, kiilonds
tekintettel a ,,gap junction” csatornakon keresztiili kozvetlen sejt-sejt kommunikaciora. Egy Egyesiilt
Allamokban miikodé kutatocsoporttal folytatott masik egyiittmiikodés keretében pedig egy
forradalmian 1j 1ézerkésziilék tipus, az Nd-iiveg infravorés femtoszekundumos 1ézer klinikai
alkalmazasanak koriilményeit vizsgaltuk, amely tovabb javithatja a rendelkezésre alld szemészeti

1ézerkezelési protokollokat, valamint az 01j és hatékonyabb kezelési technikak bevezetésének esélyeit.

N

. A disszertacio célja

1. A 193nm excimer lézer biofizikai hatasmechanizmusainak alaposabb megértése a klinikai
alkalmazasok 1ézeres paramétereinek pontosabb beallitasa érdekében, ezaltal a 1ézeres kezelés
hatékonysaganak, biztonsagossaganak és reprodukalhatdésaganak optimalizalasa.

2. Annak feltarasa, hogy az emberi szaruhartya a kor elérehaladtaval valtozo fiziologiaja miatt milyen
lézer paraméter korrekciokra van sziikség a szandékolt ablacids rata eléréséhez és a sziikséges
myopiés korrekcidhoz.

3. A szaruhartya excimer lézeres ablaciot kovetd sebgyodgyuldsi folyamataban részt vevé molekularis

¢s sejtszintli mechanizmusok elemzése. A ,,gap junction” csatornakat formalé connexin izotipusok

¢s kozvetlen sejt-sejt kommunikacio lehetséges szerepének tanulmanyozasa és kapcsolata mas
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faktor expresszidjaval normal szaruhartya és a gyogyuld szaruhartya esetében.



4. Egy forradalmi, ultragyors lézer tipus, az Nd-liveg femtoszekundumos lézer szemsebészeti
alkalmazasi lehet6ségének megteremtése in vitro vizsgalatok, allatkisérletek és korai klinikai
vizsgalatok alapjan.

5. Az 1-4. pont kutatdsi eredményeinek klinikai céli alkalmazasa, valamint a 1ézeres kezelési
protokollok validalasa egészségiligyi hatdsossaguk nagyszamu, fototerapias vagy fotorefraktiv

1ézeres mitéten atesett beteg esetében térténd megallapitasaval.

3. Osszefoglalas

3.1. Az excimer lézer szaruhartyara gyakorolt biofizikai hatasainak vizsgalata

Excimer lézer berendezést ugyan 1988 ota alkalmaznak a szaruhartya felszin mutéti kezelésére, a
egylittmiikodésben elemeztiik és vizudlisan vizsgaltuk az egyes 1ézeres impulzusok és a szaruhartya
felszine kozotti biofizikai kolcsonhatast. Nagy sebességli, <Insec iddbeli felbontdsu, lézer-alap
fotografias berendezést alakitottunk ki, mely arnyék-leképezésre is adaptalhato volt. E festéklézer
felhasznalasaval készitett sorozat felvételekkel tudtuk detektalni, vizualizalni az egyes lézer
impulzusok cornea szovet felszinén és a szem feletti 1égtérben okozott 16késhullamainak kialakulasat.
Tudomasunk szerint ezzel a modszerrel célzott szaruhartya felszinen mi tudtuk elsé izben bizonyitani
a tovabbterjed6 nagy amplitudéju felszini hullamok kialakulasat.

Tovabbi vizsgalataink az excimer 1ézer sebészeti alkalmazasara irdnyultak. Lézer paramétereket ex
vivo sertésszemeken vizsgaltunk, a gyogyulasi folyamatot pedig in vivo nyulszemeken
tanulmanyoztuk. Pasztazé elektronmikroszkopiaval mutattuk ki a 193nm UV lézer nagymértéki
térbeli pontossagat sertésszem szaruhartyan. A preklinikai vizsgalatok soran pozitiv Osszefiiggést
talaltunk az ablaciés mélység és a lézer impulzusok szama, valamint az ablacié sebessége és az
energiasiiriség logaritmusa kozott. Ezen eredmények alapjan ki tudtuk szamitani az abszorpcios
egyiitthatd értékét, valamint a biztonsagos szaruhartya miitéthez alkalmazhaté energia denzitas
(,,fluence”) tartomanyt. Tovabbi vizsgalatok soran, ex vivo birka és barany szaruhartyak csoportjainak
kezelésével, illetve polimetil-metakrilat (PMMA) teszt gyanta rendszer segitségével kimutattuk: 1. az
ablacios zona atmérdjének novekedésével az ablacios rata jelentdsen csokken; 2. nincs dsszefliggés az
ismétlési rata (max. 30Hz) és az ablacios rata kozott, ha az energiasiiriiség allando, és 3. allando

ablacios atmérd mellett pozitiv Osszefliggés van az energiasiirliség és az ablacios rata kozott.

3.2. Molekularis és morfologiai vizsgalatok lézeres ablaciét kovetéen gyogyuloé nyulszemen

A szaruhartydk vizudlis teljesitménye az excimer lézeres fotorefraktiv keratektomiat kovetden
nagymértékben fiigg a hamszdvet és a tamasztoszovet gyors €s koordinalt visszaépiilésétol, ami a
sejtek, extracellularis matrix, valamint az oldékony névekedési faktorok intim kdlcsonhatasain mulik.

Csupén néhany kisérletr6l szamoltak be, melyben a szaruhartya excimer lézeres kezelést kovetd
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szerepére a sebgyogyulas folyaman. Kisérletsorozatunkban excimer lézekezelést kovetden nyul
modellben vizsgaltuk a cornea gyogyulasi folyamatat, kiilonds tekintettel a ,,gap junction® csatornakat
formald connexin izotipusok expresszidjara, egyéb sejtkapcsold struktirak atrendezodésére, a
fiiggvényében. Kétféle connexin izotipust tudtunk kimutatni normal nyal corneaban a connexin43-at
€s a connexin 26-ot, utobbit elsdként. Mindkét izotipus a regeneracid soran mar nagyon koran, a
migrald és erésen proliferald hamsejtekben megjelent a sejtmembran EGFR magas szintje mellett.
Kezeletlen szaruhartya esetében a connexinek ugyanazon bazalis hamsejtek kiilonbozé régidira
lokalizalodott, a Cx26 (B2) csatornak a bazolateralis oldalan koncentralodott, mig a Cx43 (al)
izotipus a fels6 hamréteggel hataros sejtmembranokra. Mivel a kimutatott izotipusok, evolucios
szempontbdl kiilonbdzé Cx csaladba képvisel (a Cx43 al, a Cx26 pedig B2) heteromer funkcionalis
csatornak kialakitasara nem képesek, és szelektiven engedik at a ~<1kDa molekulakat. Ezért alternativ
lehetdségeket kinalnak a bazalis hamsejtek kozotti  kozvetlen sejtkdzi  kommunikécio

finomhangolésaban.

A sebgyogyulas folyaman mindkét Cx izotipus atmenetileg feliilszabalyozott volt, megjelentek a felso
sejtrétegekben is, ami a direkt sejt-sejt kommunikacié szerepére utal a szaruhartya sebgyogyulasaban.
kiilonosen sebgyogyulaskor. Korabban ugy gondoltak, hogy mind a normal, mind regeneralodo
szaruhartyahdmban a proliferalé sejtkészlet zomében csak a limbalis bazalis sejtrégiora korlatozodik,
ahol emelkedett EGFR expressziot is detektaltunk. Vizsgalataink azonban azt is kideritették, hogy
modelliinkben, a sejtproliferacié nem korlatozodik a limbalis teriiletre, hanem az Gjonnan képzédott a
sebre migrald hamsejtek is jelentds mértékben szaporodnak és magas szintli sejtmembran EGFR
expressziot is mutatnak. A migralo és farmakologiailag nem befolyasolt szaruhartya felhamsejtek
mitotikus aktivitasa munkank ujszer(i megallapitdsa, ami valosziniileg annak a jele, hogy az uj
hamsejtek iranti rendkiviili mértékii igényt a szaporodd limbalis készlet egyediil nem tudja kielégiteni
a seb viszonylag nagy mérete miatt. Eredményeink alapjan feltételezhetd, hogy a connexin
csatornakon megvalosulé direkt sejt-sejt (,,gap junction®) kommunikacio szerepet jatszik a corneaham
sebzést kovet6 helyreallitasanak szabalyozasaban, és a bazalis szaruhartyaham proliferacios kapacitasa

plasztikus, nem korlatozodik a periférias teriiletekre, amikor erdteljes regeneraciora van sziikség.

3.3. Az excimer lézer fototerapias és fotorefraktiv célu klinikai alkalmazasa

A fotorefraktiv keratektomia (PRK) hatékonysaganak javitasa érdekében tobb szaz kezelt betegiinknél
figyelemmel kisértiik a tartos refraktiv eredményt. Arra a kovetkeztetésre jutottunk, hogy a ~40 évnél
idGsebb betegeknél az effektiv ablacios rata a kor eldrehaladtaval aranyosan emelkedik, ezért a kezelés

elotti szaruhartya refrakcid alapjan kalkulalt tervezett korrekcid feliilkorrekciot okozhat. Ezzel



szemben a fiatalabb, legfeljebb ~30 év korili korcsoportban a kalkulalt tervezett korrekcid
alulkorrekciot eredményezhet. Ezek a megfigyelések a szaruhartya a kor elérehaladtaval csokkend
hidraltsagaval magyarazhatok, mivel negativ Osszefiiggés all fenn a lézer ablacids ratija és a
szaruhartya kotészovetének vizmegtard képessége kozott. A fizikus kollégaval egyiittmiikodésben
nomogramot dolgoztunk ki egy szamitasi egyenlet alapjan, amely Osszefoglalja ezeket az
Osszefiiggéseket, és segitséget nyujt a sziikséges kompenzacid értékének kiszamitasaban. Ennek

alkalmazasaval hatasosan csokkenthetd a feliil- és alulkorrekcio kockazata.

Azt is megfigyeltiik, hogy a nagyobb ablacios atméré kevesebb mellékhatast — pl. fényudvart illetve
regressziot — 0koz, viszont a megnévelt atméré okozta mélyebb ablacié miatt a homalyképzddés
kockazata is nagyobb. Az excimer lézert terapias célokra is alkalmaztuk, a kovetkezo felszini
szaruhartya megbetegedések kezelésére 252 szem esetében: recidiv er6zid, Kalcifikacioval jard
(,,band*) keratopatia, eptielialis bazalis membran (,map-dot-fingerprint®) disztrofia, kristaly
lerakodassal jaro (crystalline) disztrofia, amyloidosis, hegek vagy pterigium. A PRK-val szemben a
PTK nem standardizalt eljaras, és szamos esetben csupan a tlinetek kezelésére kertiil sor. A hyperopias
hatas kockéazatdnak csokkentése érdekében modositottuk korabbi sebészeti stratégidnkat oly modon,
hogy a lehetd legnagyobb ablacids zonat leginkabb feliileti PTK-val kombinaltuk. Ugy talaltuk
tovabba, hogy a diclofenac natrium eredményesen csokkenti a miitét utani fajdalmakat és a szisztémas
fajdalomcsillapitas sziikségességét a PTK és a PRK utan, nem késlelteti a sebgyogyulast, és igy

elkeriilhetd a kontaktlencse hasznalata.

3.4. Az ultragyors femtoszekundumos lézerrel végzett allatkisérletek és klinikai vizsgalatok

Napjainkra a 1ézerrel végzett in situ keratomileusis (LASIK) valt a leggyakrabban végzett refraktiv
sebészeti technikava, ahol a lebenykészités megel6zi a szaruhartya kotészovetének excimer lézeres
A mechanikus microkeratomos lebenykészités a LASIK komplikaciok tobbségének okozodja. Ennek
kikiiszobolése érdekében magas ismétlodési sebességii femtoszekundumos 1ézer kifejlesztésére keriilt
sor, szamitogépes vezérlésii pasztazo optikai kozvetité rendszerrel. A femtoszekundumos 1ézer
egyértelmli el6nybkkel jar a lebenykészitésnél: ide tartozik példaul a lebeny méretének és
mélységének rugalmas adapticidja és a bels6 szemnyomas nem kivant megndvekedésének
elmaradasa. Mindezek a megfelelébb reprodukalhatésag és a posztoperativ lebenystabilitds, a
magasabb foku klinikai biztonsag, illetve a kisebb fajdalom és kevesebb mellékhatas reményét igérik.
Abban a kitlintetd helyzetben volt részem, hogy elsé izben tesztelhettem ezt a forradalmian Uj
1ézerberendezést, allatkisérletekben és a kés6bbi emberi alkalmazas soran, miutan megkaptuk az FDA
(Food and Drug Administration, USA) engedélyét, nagyfok és részlegesen tompalaté szemeken
végezethetd klinikai vizsgalatokra. Sikeriilt optimalizalnunk a preparalast és a felszin mindségét, a

femtoszekundumos 1ézerrel végzett oldalvagas és az elkészitett lebenyek megmarado kapcsolatanak



szerkezetét, tovabba sikerrel alkalmaztuk a Pulsion FS1 késziiléket femtoszekundumos 1ézeres

keratomileusis (FLK), IntraLasik, intracornealis gytrii beiiltetéséhez vagott alagat (ICR) és egy

egyediilallo refraktiv sebészeti beavatkozas az intrastromalis ablacio (ISPRK) céljara. Az utdbbi

beavatkozas az ultragyors femtoszekundumos lézer azon kiilonleges tulajdonsagan alapul, amely

lehet6vé teszi a szaruhartya kotOszovetében tett miitéti metszések elvégzését anélkiil, hogy a felszines

ham karosodna.

A tézis ijdonsagot jelent6é eredményei:

1.

Lézerfizikus kollégakkal egyiittmiikodésben igazoltuk a 193 nm excimer lézer impulzusok
szaruhartya felszinére gyakorolt biofizikai hatasait, igy a szaruhartya felszinén és a levegOben
terjedd 16késhullamokat.

Pozitiv 0sszefliggést talaltunk az ablacids rata és mind a szandékolt refrakcids korrekcid, mind a
betegek életkora kozott. A Kidolgozott szamitasi egyenlet alapi nomogram a gyakorlatban
megfeleld segitséget nyljt a modositott korrekcios értékek meghatdrozdsaban, ezaltal a feliil- és
alulkorrekciok elkeriilésében.

Az allatkisérletek soran els6ként mutatnunk ki a szaruhartyaban connexin26 izotipust ,,gap
junction” csatornakat. A Cx26 a bazalis cornea ham bazolateralis membranban lokalizalodott, mig
a Cx43 ismert izotipus ugyanezen sejtek apikdlis membranjan koncentralodott. Az eltérd
molekularis alcsoportba tartozd izotipus ( Cx43/al, a Cx26/B2) szelektiv permeabilitassal,
alternativ lehetdséget kinal a bazalis hamsejtek kozotti kozvetlen sejtkozi kommunikacioban.
Elsoként észleltiik, hogy a sebgyogyulas folyaman mindkét connexin izotipus atmeneti
feliilszabalyozodasat, atmeneti megjelenésiiket a felsobb hamsejtrétegekben, ami a connexin (,,gap
junction”) csatornakon torténé kozvetlen sejt-sejt kommunikacid szerepét felveti a szaruhartya
sebgydgyulasaban.

Bizonyitékot talaltunk els6kként arra, hogy a sebgydgyulas folyaman a bazalis szaruhartya felham
proliferacios kapacitdsa igen rugalmas, nem korlatozodik a periféridas limbalis ham teriiletére,
akkor, amikor er6teljes gyogyulasra van sziikség. Kimutattuk, hogy a sebre migralo hamsejtek is
proliferalnak, mik6zben magas sejtmembran EGFR fehérje expressziot mutatnak, ami valoszintileg
a sejtciklust tamogatja.

Az els6k kozott teszteltik és alkalmaztuk az ) ultragyors femtoszekundumos lézert szaruhartya
sebészeti  alkalmazasokhoz:  IntraLasik  modszerben — szaruhartya  lebenykészitéshez;
Femtoszkundumos Lézer Keratomileusis modszerben a cornea lebeny alol a stromabol kisméretii
lencse eltavolitatasahoz nagyfoku rovidlatas korrigalasara; corneéalis bemeneti nyilas és alagit
készitéséhez intracornealis gyiirii beiiltetéshez, valamint intrastomalis refraktiv mitétekhez. Az 1j
lézer alkalmazasaval, joval kevesebb operacio-kozbeni és -utani komplikacié fordult elé a
hagyomanyos modszerekkel szemben. A sebgyogyulas és a latasélesség visszanyerése gyors és

fajdalommentes volt.
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keratectomiaval (Magyar Szemorvostarsasag Kongresszusa, Budapest, 1996.08.29-31, Abst. 25)
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R: A femtosecond Laser Keratome: Preliminary Clinical Results (20" Anniversary World Summer
Refr Surg Symposium of the ISRS, Miami, FL USA, July 16-18, 1999. Abstract 59)
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Székhaz, 1999. 05. 8)

Ratkay-Traub I: Svyatoslav N. Fyodorov Tribute (Invited Memorandum for 2000 ISRS Annual
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