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1. Bevezetés és irodalmi attekintés

Az endokrin orbitopathia (EOP) autoimmun pajzsmirigy
betegségekhez tarsuld korkép. Elsd leirasa kozel kétszaz évre nyulik vissza,
pontos etiopathogenezise azonban jelenleg sem ismert. Az EOP a Graves-
Basedow kor (GB) leggyakoribb extrathyreoidealis megjelenési formaja. Az
EOP éves incidencidja nék esetén 16/ 100 000 f6, férfiak esetén 3/100 000 f6.
A betegség ndk kozott gyakoribb, azonban a sulyosabb forma a férfiakra
jellemzGébb.

A Dbetegségre hajlamositd tényezok koziil legjelentdsebb a
dohéanyzas. Amellett, hogy a dohanyosokban nagyobb eséllyel alakul ki EOP,
a dohanyz6 EOP betegek kevésbé reagilnak az immunoszuppressziv
kezelésre.

Az orbita folyamat kronikus autoimmun gyulladas, mely egyarant
érinti a retrobulbaris kotOszovetet és a kiils6 szemizmokat. A folyamatot
sejtes infiltracid kiséri, T lymphocytak, macrophagok és kis részben B
lymphocytak infiltraljak az orbita szdveteit. Az immunfolyamat dontéen
cellularis mechanizmusu, azonban a folyamat kivaltasaért felelds antigén
nem ismert. Az autoimmun folyamat szintere a retrobulbaris kotészovet, a
pathogenesisben legfontosabb szerepet jatszo sejtek pedig a fibroblastok. A
kotoszovet atalakulasa (Gn. remodelling) lymphocyta infiltracié és citokin
felszabadulas altal kivaltott fibroblast aktivacié kovetkezménye. Az aktivalt
fibroblastok kiilonboz6 citokineket szekretalnak, a megemelkedd interleukin
(IL)-1 és IL-6 koncentracié pedig hyaluronsav, prostaglandin E, és
gliik6zaminoglikan (GAG) szintézist valt ki. Az aktivalt fibroblastok maguk
is T lymphocyta felszaporodast kivaltd kemokineket termelnek (példaul a
RANTES ¢és IL-16), a gyulladas helyére vandorldé T lymphocytdk pedig

tovabb erdsitik a retrobulbaris kotészovetben zajléo autoimmun folyamatot.



Lymphocytak mellett az orbita kdtdszoveteinek macrophag infiltracioja is
megfigyelhetd. A macrophag eredetii citokinek fontos szerepet jatszanak az
EOP pathogenezisében. Az IL-1 valamint a TNF-a stimulaljak a fibroblastok
ICAM-1 (Intercellular Adhesion Molecule-1) expresszidjat és igy fokozott
GAG termelést valtanak ki. A fibroblastok altal termelt kollagén, GAG ¢és
hyaluronsav az extracellularis térben felszaporodik, ezaltal a kotészovet
ozmotikus nyomasa megné ¢és oedema alakul ki. Osszefoglalva, az
autoimmun folyamat hatasara proliferalo fibroblastok, a ko6tészoveti
alapallomany felszaporodds és a folyamat kovetkezményeként kialakulo
oedema egyiittesen vezetnek a retrobulbaris kotészovet tomegének
novekedéséhez, kivaltva az endokrin orbitopathia jellegzetes klinikai
megjelenését.

A betegség természetes lefolyasa soran a retrobulbaris gyulladas
fokozatosan megsziinik, az immunoldgiai aktivitas lecseng és a betegség
inaktiv, fibrotizal6 szakba megy at. Az orbita kotdszovetének autoimmun
folyamata jelenti a betegség kezdetét, ekkor altalaban latvanyos, manifeszt
klinikai tiinetek még nincsenek. Ez az EOP in. immunolégiailag aktiv szaka
(tovabbiakban: aktiv EOP). A klinikai kép ennél kés6bb, a betegség
kezdetétdl szamitott 6-24 honap kozott a legstlyosabb. Ezt kovetden egy
platd fazis alakul ki, mely 1-3 évig tart. Ot éves betegségtartam utan a
legtobb esetben az aktiv gyulladds megsziinik, és kialakul a koétdszovetes
atalakulédssal jaré inaktiv, Un. ,,fibrotizal6” szak. Ilyenkor mar autoimmun
folyamat nem zajlik, a szdvetekre a kovetkezményes hegesedés jellemzd. A
betegek nagy részének azonban még fennallnak, s6t sulyosbodhatnak is a
panaszai, klinikai tlinetei kifejezettebbé valhatnak. Az EOP sulyossaga ¢és
aktivitasa tehat nem szinonim fogalmak, az autoimmun folyamat kialakulasa
idoben megeldzi a klinikai tiinetek megjelenését, ezért a klinikai kép és a

betegség aktivitasa egymastol idében elkiilondl.



Az endokrin orbitopathia kevésbé sulyos formai is jelentésen rontjak
a paciensek életmindségét, mind fizikai mind pszichoszocidlis
vonatkozdsban. A terapiavalasztas kulcskérdése a folyamat immunoldgiai
aktivitasanak = megitélése, mivel az immunoszuppressziv  kezelés
(corticosteroid és/vagy retrobulbaris irradiacid) csak aktiv szakban hatésos,
mig tervezett kozmetikai illetve funkcionalis rehabilitaciés mitéti
beavatkozasok elvégzése csak inaktiv szakban javasolt.

Az endokrin orbitopathia aktivitasanak megitélésére szamos eljaras
ismert. Legelterjedtebb a Clinical Activity Score (CAS), mely az o6t
klasszikus gyulladasos jel kozil négy (fajdalom, duzzanat, vOrosség,
funkciokarosodas) szemészeti tiinetei alapjan meghatarozott pontrendszer. Ha
a CAS érték 4 vagy nagyobb, aktiv betegségre utal. A tiz vizsgalt pontbol
azonban 0t a szemhéjak illetve az eliilsé szegmentum allapotabol kovetkeztet
az autoimmun folyamat valodi helyének, a retrobulbaris kotdszovetnek az
allapotara, tovabbi ketté pedig a paciens szubjektiv panaszain alapul, sok
esetben ezzel , fellilbecsiili” a betegség aktivitasat.

A képalkoto eljarasok koziil az orbita magneses rezonancia (MR)
vizsgalata terjed el leginkabb az EOP aktivitasanak megitélésére, aktivitas
esetén a szemizmokon mért T2 relaxacids id6 megnytlik. Az MR azonban
nem magat a gyulladast, hanem a kovetkezményes oedemat mutatja ki és
nem a retrobulbaris kot6szovetben, hanem a kovetkezményesen érintett
szemizmokban. Eldnye, hogy pontos informaciot szolgaltat az orbita
anatomiai viszonyair6l, igy dekompresszidos miitét tervezésénél elvégzése
hasznos segitség. Az izotopdiagnosztikai technikik koziil az "In-octreotide
scintigraphia (Octreoscan) alkalmazhatésaga meriilt fel. A leképzés elve,
hogy a radiofarmakon a gyulladas helyszinére vandorld lymphocytak
szomatosztatin receptorahoz kotédik, igy a gyulladas helyén izotopdusulas

jon létre. Az Octreoscan eljaras elénye, hogy milkodési elvébdl ereddéen
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pontosan megjeloli a gyulladt szoveteket, hatranya, mely széles kori
elterjedését is megakadalyozta, a magas koltsége. A *Tc-DTPA komplex
egy 492 Da sulyu molekula, mely intravénas bejuttatds utdn — méretébol
adéodéan - a megnovekedett kapilldris permeabiltdssal rendelkez6
érszakaszon extravasalodik, mig normal kapillaris szerkezet esetén lumenen
beliill marad. Azokon a teriileteken, ahol gyulladas zajlik, a kapillarisok
permeabilitisa megnd, igy a ®MTc-DTPA extravasalodik. Az érpalyabol
kijutdo radiofarmakon az intersticialis folyadék polypeptidjeihez kotédve
»megjeloli” az aktiv gyulladas helyét. Az Octreoscan és DTPA SPECT
vizsgélatot 6sszevetve a mérési eredmények egymassal jol korrelaltak, am az
utdbbi lényegesen koltséghatékonyabb eljaras.

Az endokrin orbitopathidhoz tarsuld szemfelszini valtozasok tobb
évtizede képezik kutatas targyat. Gilbard és munkatarsai figyelték meg, hogy
az EOP betegek konnyének ozmolaritisa megnd, és ez szemfelszini
valtozasokat okoz. A konny fehérje Osszetételének megvaltozasat Khalil és
munkatarsai irtak le elséként, a jelenség hatterében az EOP konnymirigyre
kifejtett hatasat feltételezték. Proteomikai vizsgalatok is alatdmasztjak a
konny fehérje Osszetételében bekovetkezd valtozasokat, azonban a
biomerkerek pontos azonositasa a jovo kutatasainak feladata.

A konnymirigy érintettségét endokrin orbitopathidban t6bb
megfigyelés is alatdmasztja. A pajzsmirigyhormonok kénnymirigyre kifejtett
direkt hatdsa ismert, mind szerkezetét, mind miikddését befolyasoljak. A
konnymirigy acinus sejtjei TSH receptort expresszalnak. A Graves-Basedow
koérban megjelend autoantitestek a konnymirigyben is koétddnek a TSH
receptorhoz, a kdnnymirigy autoimmun karosodasdhoz vezetve EOP esetén.
A kdénnymirigy valodi gyulladasat igazold lymphocyta infiltratiot octreotid

scintigaphias (Octeroscan) vizsgalattal is megerdsitették



2. Célkitiizések

2.1 A ®"Tc-DTPA SPECT vizsgalat alkalmazasa az EOP aktivitasanak
megitélésében

I. A ®"™c-DTPA SPECT alkalmazhatésiganak igazolisa az
immunoszuppressziv  kezelés hatdsossaganak eldrejelzésére endokrin

orbitopathidban

II. “"Tc-DTPA SPECT vizsgalat soran mért felvett aktivitis egészséges
orbitara vonatkozo6 normal értékének meghatarozasa

IIl. Azon véltozds mértékének meghatarozasa *™Tc-DTPA SPECT-tel
végzett kovetés esetén, mely a folyamat szempontjabol valdodi javulasnak
tekinthetd, nem pedig biologiai fluktuaciobol ered

IV. A ¥™Tc-DTPA SPECT felvett aktivitis gyakorlatban hasznalhat6
hatarértéknek a meghatarozasa, mely felett az EOP nagy valo6szintiséggel
aktivnak tekinthet6 és a corticosteroid kezelés varhatoan hatasos lesz

2.2.A konny citokin-, kemokin- és PAI-1 tartalmanak meghatarozasa
EOP és Graves-Basedow Kkor esetén

I. A betegség pathogenesisében szerepet jatszo citokinek, kemokinek,
valamint a plazminogén aktivator inhibitor-l (PAI-1) konnybdl torténd
meghatarozasaval az esetleges kiilonbség vizsgalata endokrin orbitopathiaban
valamint orbitopathiaval nem kisért Graves-Basedow korban szenvedd

betegekben

Il. A konnytermelés ¢és konny citokin egyensuly kozotti Osszefiiggés
vizsgélata EOP esetén

I1l. A dohanyzés, mint rizikofaktor hatdsdnak vizsgalata a konny citokin
Osszetételére EOP esetén, illetve EOP-val nem kisért Graves-Basedow
korban

IV. Osszefiiggés feltarasa a konnyfilm citokin profiljanak megvaltozasa és a
betegség immunologiai aktivitasa kozott



3. Betegadatok és modszerek

Vizsgalatainkban a Debreceni Egyetem Orvos ¢és Egészségtudomanyi
Centrum Szemklinikdjan valamint a Belgyogyaszati Intézet Endokrinologiai
Tanszék endokrin szakrendelésén megjelent betegek vettek részt. A betegek
kivalasztdsa az aktudlis szakmai iranyelveknek megfelelden tortént. A
kontroll személyek bevalogatdsa soran minden olyan szemészeti vagy
belgyogyaszati korallapotot kizartunk, melyek vizsgalatainkat bizonyitottan
vagy feltételezhetden befolyasolhattak volna. Tanulmanyainkat a Debreceni
Egyetem Orvos és Egészségtudomanyi Centrum Regionalis és Intézeti
Kutatasetikai Bizottsiga hagyta jova, azokat a Helsinki Deklaracid

normainak megfelelve végeztiik, a betegek tajékoztatott beleegyezésével.

3.1 A 99MTc-DTPA SPECT vizsgalat alkalmazasa az EOP
aktivitasanak megitélésében

3.1.1. Betegcsoportok

57 EOP-ban szenvedd beteg 114 orbitajat vizsgaltuk (44 nd, 13 férfi,
atlagéletkor 52.74+10.70 év).

A kontroll csoportot 17 beteg (13 nd, 4 férfi, atlagéletkor 48.12+11.99 év) 34
orbitaja alkotta. Valamennyien primer Raynaud syndroma miatt, alkar-kéz
microcapillaris keringés meghatarozasa céljabol estek at **™Tc DTPA SPECT
vizsgalaton, szemészeti €s endokrinoldgiai szempontbol egészségesek voltak.
Tovabbi kizarasi kritérium volt a korelézményben szerepld sinusitis illetve

rhinitis allergica.

3.1.2. Szemészeti és belgyogydszati vizsgalatok és terdpia
Az EOP betegek mindegyike igazolt Graves-Basedow korban szenvedett, és
a vizsgalat idején hormonalisan euthyreoid volt, vagy legfeljebb szubklinikus

hyperthyreosis allt fenn. A paciensek részletes szemészeti vizsgalaton estek
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at (visus vizsgalat, réslampas vizsgalat, ophthalmoscopia, szemnyomasmérés,
Hertel érték meghatarozas). Mindenkinél meghatdroztunk a Clinical Activity
Score-t (CAS), és csak a klinikai vizsgalat alapjan aktivnak (CAS > 4)
bizonyult betegeket vontuk be a vizsgalatba. Minden paciens a jelenleg
elfogadott protokoll szerint intravénas corticosteroid kezelésben részesiilt, az
atlagos kumulativ steroid doézisa 319342175 mg volt. A corticosteroid
kezelés mellett 11 paciens kiegészitd retrobulbaris irradiaciot is kapott 10x2

Gy dodzisban.

3.1.3.  ®"Tc DTPA SPECT vizsgdlat és kovetési idé

SPECT vizsgalat sordan 400-430 MBq *™Tc jelzett DTPA izotopot
(PromtCarry, Szeged, Magyarorszag) adtunk be a betegnek intravénasan,
majd a beadas utan 20 perccel 4 fejes Nucline Xring/4R késziilékkel (Mediso,
Budapest, Magyarorszag) Osszesen 128 wvetiileti képet detektaltunk. A
metszeti képek vizualis értékelése mellett a tranzverzalis szeleten az orbita
(region of interest) rajzoltunk. Annak érdekében, hogy a teljes orbita
terliletében végezzilkk a mérést, 6 egymast kovetd szeleten végeztik el
ugyanezt a kijelolést, igy egy 6x2.6 mm vastagsagu térbeli ROI-t kapva.
Ezekben kiszamoltuk az On. ,,felvett aktivitas” értéket.

A DTPA felvett aktivitas érték szamitasahoz a SPECT késziiléket el6zetesen
kalibraltuk. A fecskenddben az intravénds beadas el6tti €s utani izotop
aktivitast detektaltuk, tovabba a beadas idOpontjat is feljegyeztiik annak
érdekében, hogy az izotdp bomlasaval is korrigaljunk. DTPA felvett
aktivitasnak nevezziik azt az aktivitas értéket, melyet a korabban ismertetett
ROI-ban a szdvet, jelen esetben az orbita teriilete felvesz a beinjektalt
radiofarmakon mért és szamitott aktivitasabol (MBg/cm®).

Ezzel a moédszerrel képi és numerikus informaciot is nyeriink az orbitakrol.



Minden EOP beteg esetén két alkalommal végeztink *"Tc DTPA SPECT
vizsgélatot, elsdként az immunoszuppressziv kezelés megkezdése el6tt, majd
a kezelés befejezése utan 2-9 (atlagosan 5.07+2.37) honappal.

A kontroll csoportban a paciensek Raynaud syndroma miatt, alkar-kéz
microcapillaris keringés meghatarozasa céljabél estek at *™Tc DTPA SPECT
vizsgalaton, szemészeti és endokrinoldgiai szempontbdl egészségesek voltak.
Ezen betegek SPECT vizsgalata soran az orbita régiojardl is készitettiink
vetiileti képeket a fent részletezett modszerrel. A Kontrollcsoport betegein

egy alkalommal végeztiink SPECT vizsgalatot.

3.1.4.  Specialis szamitdsok és statisztikai feldolgozads

A kontrollcsoportot alkotd 34 orbita felvett aktivitds értékének, 95.
percentilisét tekintettilk a normal orbita DTPA felvett aktivitas értékének. A
betegesoportban a kiindulasi és kezelés utani felvett aktivitdas és CAS
értékeket Student féle parositott t probaval vizsgaltuk.

EOP betegek esetén a kiindulasi és az immunoszuppressziv kezelés utani
DTPA felvett aktivitas értékek kiilonbségébdl egy szarmaztatott, un. delta
értéket szamitottunk, tovabbi elemzéseinkhez ezt hasznaltuk (A DTPA =
kezelés elotti DTPA — kezelés utani DTPA). Pozitiv A DTPA a kezelés
hatasara bekovetkezd javuldsra utalt, mig valtozatlan vagy negativ A DTPA
esetén a folyamat immunoldgiai aktivitdsa nem valtozott.

Annak érdekében, hogy megvizsgaljuk a kiindulasi érték (elétte DTPA) és az
immunoszuppressziv kezelés hatasara bekovetkezd valtozas (A DTPA)
Osszefliggését, meghataroztuk a két érték kozotti korrelaciot. Ehhez elészor
linearis regresszios analizist végeztiink a kezelés elétti DTPA és A DTPA
értekeken. A kapott regresszidos egyenletbe helyettesitettik  a
kontrollcsoportunk értékei alapjan meghatarozott normal orbita DTPA fels6

felvett aktivitas értékét (95. percentilis), igy megkaptuk azt a A DTPA
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érteket, mely feletti valtozast valodi eltérésnek tartottunk, nem pedig a
bioldgiai rendszerb6l adodo bizonytalansadgnak.

Hasonléan végeztiink korrelacid szamitdsokat a CAS vs. ACAS, valamint
CAS ¢és A DTPA vonatkozasaban.

Statisztikai elemzés soran Kolmogorov-Smirnov tesztet, Student féle
parositott t probat, Spearman féle korrelaciot és linearis regresszids analizist
alkalmaztunk. Szamitasainkhoz a SAS for Windows 8.2 szoftvert hasznaltuk.

Az eredményt p<0.05 esetén tekintettiik statisztikailag szignifikansnak.

3.2. A konny citokin-, kemokin- és PAI-1- tartalmanak
meghatarozasa EOP és Graves-Basedow Kkor esetén

3.2.1. Betegcsoportok

Az EOP csoportot 27 beteg 54 szeme (21 nd, 6 férfi, atlagéletkor 43.4 +£15.2
¢év), a GB csoportot 9 beteg 18 szeme (8 nd, 1 férfi, atlagéletkor 46.8+11.7
év), a kontrollcsoportot (C) 12 egészséges alany 24 szeme (7 n6, 5 férfi,
atlagéletkor 38.6+13.8 év) alkotta.

3.2.2.  Szemészeti és endokrin vizsgdlatok

Minden beteg részletes szemészeti vizsgalaton esett at (visusvizsgalat,
réslampas vizsgalat, szaruhartya fluoreszcein festése, konnytermelés mérése
Schirmer teszttel, konnyfilm felszakadasi id6é (break up time, BUT)
meghatarozas, protrusio mérése Hertel exophthalmometer segitségével,
ophthalmoscopia).

A szem elils6 szegmentumanak vizsgalatara (kotohartya, caruncula,
szaruhartya, eliilsé csarnok vizsgélata) a konnygyljtés elott keriilt sor, a
réslampa fényerejét alacsonyra allitva, annak érdekében, hogy a reflexes
konnyezést elkeriiljiik. A tovabbi szemészeti vizsgéalatokra a konnyminta

vétele utan keriilt sor. Azokat a betegeket, akinél barmilyen szemfelszini
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vagy szaruhartya érintettség volt lathatd, kizartunk a vizsgalatbol. Minden
csoportban kizarasi kritérium volt minden olyan allapot, mely ismerten
befolyasolja a konny citokin tartalmat (szaruhartya hdmsériilés, szemcsepp
hasznalat, kiilonos tekintettel antiglaucomas készitményre, uveitis vagy
barmilyen kronikus szemészeti megbetegedés az elézményben, conjunctivan
vagy bulbuson végzett szemészeti miitét az anamnézisben). Konzervaloszer
mentes milkonny hasznalat megengedett volt, de a mintavétel reggelén ezt
sem cseppenthették a paciensek. Kontrollcsoportban kizaré tényezének
mindsiilt a csokkent kdnnytermelés és a megrovidiilt konnyfilm felszakadasi
id6. Minden EOP beteg esetén meghataroztunk a Clinical Activity Score-t
(CAS).

A paciensek pajzsmirigy hormon (TSH, {T4, fT3, TRADb) szintjének
ellendrzése vénas vérbol tortént a klinikai rutin soran alkalmazott modszerrel
(electrochemiluminescens immunoassay, Elecsys/Cobas Roche Diagnostics
GmbH, Mannheim, Németorszag), a konnygyljtés idépontjahoz szamitott 5
napos idéintervallumon beliil.

A paciensek belgyogyaszati anamnézisének felvétele soran kiilon figyelmet
forditottunk a dohéanyzasi anamnézis (korabbi vagy jelenlegi dohanyzas

id6tartama, naponta elszivott cigarettak szama) rogzitésére.

3.2.3. A konnymintik gyiijtésének metodikdja

A konnyminta vétele steril livegkapillaris segitségével tortént, az also
kdnnymeniscusbol. A konnygyljtést minden alkalommal ugyanaz a vizsgalo
végezte (UB). Atraumatikus mintavételre torekedtiink, kémiai vagy nasalis
ingerlést illetve felszin érzéstelenitést nem alkalmaztunk. Egyik paciens sem
hasznalt rendszeresen szemcseppet. A konzervaldszermentes mikonny
hasznalat megengedett volt, de a mintavétel napjan ezt sem alkalmazhattak a

paciensek. A mintavétel id6tartama 2 perc volt, a gyljtott kdnnymennyiséget
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feljegyeztiik. A mintakat centrifugalas nélkiil 15 percen beliil -70°C-on

fagyasztva taroltuk a tovabbi vizsgalatok elvégzéséig.

3.2.4.  Citokin, kemokin és PAI-1 meghatdrozdasa konnyben

A vizsgalt alkotok (TNF-a, IL-1B, IL-6, IL-18, IL-17A, 1L-13, RANTES és
PAI-1) meghatarozasat aramlasi citometria segitségével végeztiik. Az un.
multiplex bead array technika soran FlowCytomix™ Simplex Kit-et és az
chhez hasznaland6 FlowCytomix Basic Kit-et hasznaltuk a gyartd
utasitasainak megfeleléen (Bender MedSystems GmbH, eBioscience
Company, Bécs, Ausztria).

A méréshez a konnymintakat, illetve megfeleld higitasi sorban elkészitett
standard ,,cytokin mix” oldatot fluoreszceinnel jeldlt csapda gyongy elegyhez
(capture bead mixture) adtuk. Az elegyhez biotin konjugalt anti-citokin
antitestet (biotin-conjugate mixture) adtunk, és a mintakat fényt6l védve
microplate razo késziiléken 2 o6ran keresztiil inkubaltuk. A sziiré microplate-
eket ezutan specialis vakuum berendezés segitségével mostuk (MultiScreen
HTS Vacuum Manifold; Millipore, Billerica, Massachusetts, Amerikai
Egyesiilt Allamok). Ezt kovetden a mintikhoz adtuk a phycoerythrin
konjugalt streptavidin oldatot (streptavidin-PE solution) és a fentiek szerint
Gjabb 1 6ran keresztiil inkubaltuk. Ujabb mosast kovetéen a mintakhoz 150
ul puffer oldatot adtunk. Ezt kdvetden keriilt sor a mintak citokin, kemokin és
PAI-1  koncentracidjanak meghatdrozdsdra FACS Array cytometer
segitségével (BD Biosciences Immunocytometry Systems, San Jose,
Kalifornia, Amerikai Egyesiilt Allamok).

Az adatok elemzéséhez a gyartdo altal javasolt BenderMedSystems
FlowCytomix™ Pro 2.4 szoftvert hasznaltuk. A standard gorbéket a gyartd
altal szolgaltatott referencia koncentracioknak megfeleléen szerkesztettiik

meg. A gyartd altal a detektalhatosag megadott alsd hatarai az alabbiak
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voltak: IL-1B 4.2 pg/ml, IL-6 1.2 pg/ml, IL-13 4.5 pg/ml, IL-17A 2.5 pg/ml,
IL-18 3.3 pg/ml, TNF-a 3.2 pg/ml, RANTES 25 pg/ml, valamint PAI-1
esetén 13.5 pg/ml. Tovabbi higitdsi standardok felvételével nagyobb

érzékenységet sikeriilt elérniink.

3.2.5.  Specidlis szamitdsok és statisztikai feldolgozds

A meghatarozott koncentraciokbol (pg/ul) és a gyiijtétt mennyiségbdl a
mintagyljtési id6t figyelembe véve un. release (felszabadulas) értéket
szamitottunk az alabbi képletnek megfeleléen. A késobbi adatfeldolgozashoz
a release értékeket (pg/2 perc) hasznaltuk.

bg
ul
gyUjtési idé (min)

konnyben mért koncentracio ( ) X gytjtott konnymennyiség(ul)

release =

A statisztikai szamitdsok sordn a release értékek logaritmikus
transzformacidja utan a populacio normal eloszlast kovetett. A citokin,
kemokin és PAI-1 release dsszehasonlitasara az egyes csoportok (EOP, GB,
C) kozott varianciaanalizist (analysis of variance, ANOVA) alkalmaztunk
Duncan post hoc elemzéssel kiegészitve.

Az egyes citokin, kemokin és PAI-1 szintek ¢és release értékek
Osszefliggésének vizsgalatara az életkorral, klinikai paraméterekkel (CAS,
konnytermelés, exophthalmus mértéke) valamint dohanyzéasi anamnézissel
(naponta elszivott cigarettak szama, kumulativ dohanyzas) Spearman féle
korrelaciot alkalmaztunk. A két szem kozti kiilonbség meghatarozasara
Student féle parositott t probat valamint Wilcoxon Matched Pairs tesztet
hasznaltunk.

A szamitasokhoz a SAS for Windows 8.2 szoftvert alkalmaztuk. A

statisztikai szignifikancia hatarat p<0.05 értékben hataroztuk meg.

14



4. Eredmények

4.1. A ¥"Tc-DTPA SPECT vizsgalat alkalmazisa az EOP

aktivitasanak megitélésében

4.1.1. Az egészséges orbita normdl DTPA felvett aktivitds értékének
meghatdrozdsa

A kontrollcsoport (Raynaud syndromas betegek) orbitainak atlagos DTPA
felvett aktivitas értéke 7.9+2.6 MBg/cm®nek adodott. Ennek alapjan
hataroztuk meg a normal orbita DTPA felvett aktivitds értékét, mely a
kontrollcsoport értékének 5 és 95 percentilise kozé esik. A kontrollcsoport
felvett aktivitas értékének 5. percentilise 4.73 MBg/cm® mig 95. percentilise
12.28MBg/cm® (CI 11.10-13.51) volt. Ennek alapjan feltételezhetjiik, hogy
12.28 MBg/cm? feletti DTPA érték korosnak tekintendd, ezen érték felett
valoszintileg kapillaris permeabilitas fokozodassal jaro gyulladas zajlik a

vizsgalt teriiletben (az als6 értéknek nincs bioldgiai relevanciaja).

4.1.2. Az EOP DTPA SPECT-el mért javuldsa az immunoszuppressziv
kezelés hatdsdara

Az EOP betegek atlagos kiindulasi DTPA felvett aktivitas értéke
(11.03+4.26MBg/cm®)  szignifikinsan ~ magasabbnak  bizonyult  az
immunoszuppressziv kezelés utani atlagos felvett aktivitasi értéknél
(9.84+3.51MBg/cm®, p<0.001).

Az EOP csoportban a kiinduldsi €s az immunoszuppressziv kezelés utani
DTPA felvett aktivitds érték kiilonbségébdl egy szarmaztatott un. delta
értéket szamitva (A DTPA), szoros korrelaciot talaltunk a kezelés el6tti
DTPA és a kezelés hatasara bekovetkezé DTPA valtozas (A DTPA) értékek
kozott (r=0.58, p<0.001).

15



4.1.3. EOP aktivitas CAS alapjan, valamint CAS és DTPA osszefiiggése
Minden EOP beteg esetében meghataroztuk a kiindulasi CAS értéket, mely
atlagosan 4.93+0.87 volt, illetve a kezelés utani CAS értéket mely 4.22 +
1.78-nak adddott, a javulas mértéke szignifikdnsnak bizonyult (p=0.009).
Fentihez hasonlé modon meghataroztunk minden orbita ACAS értékét is,
azonban ADTPA és ACAS kozott nem talaltunk statisztikailag igazolhato
korrelaciot (r=0.094).

4.1.4. A DTPA SPECT-el mért ,,valodi javulds” mértékének
meghatdrozdsa

Elemzésiink célja az volt, hogy meghatarozzuk a valtozas azon mértékét,
amit valodi javulasnak tartunk A DTPA vonatkozasaban. Linearis regresszios
analizist végezve a kezelés eldtti DTPA és A DTPA értékeken a f(x)=0.422x-
3.46 regresszids egyenletet kaptuk. Ezt figyelembe véve meghataroztuk a
kontrollcsoport értékei alapjan a normal DTPA felvett aktivitas felsd
hatéranak tekintett (12.28MBg/cm®) értékhez tartoz6 A DTPA értet, mely
1.72 volt; ennek megfeleléen az 1.72-nél nagyobb ADTPA javulast
tekintettiik valodi javulasnak. Az EOP csoportban a A DTPA éatlagos értéke
1.8943.08 volt.

4.1.5. DTPA SPECT prediktiv értéke az immunoszuppressziv kezelés
vdrhato hatékonysdaganak elorejelzésében

A vizsgalatba bevont 114 EOP orbitat két csoportra bontottuk annak alapjan,
hogy a kiindulasi DTPA felvett aktivitasuk magasabb volt-e a normal DTPA
felvett aktivitds felsé hatarértékénél (12.28MBg/em®). A két csoport
Osszehasonlitasakor az alabbi megfigyeléseket tettik. Az EOP
betegcsoportban 80 orbita kiindulasi DTPA felvett aktivitas értéke volt 12.28
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MBg/cm® alatti. Ezeknek a DTPA vizsgalat altal inaktivnak itélt orbitiknak
csupan 27.5%-a mutatott javuldst immunoszuppressziv kezelés utan. A 34
orbita koziil, melyek kiindulasi értéke 12.28 MBg/cm® feletti volt, azaz
DTPA alapjan aktivak voltak, 67.6%-a mutatott javulast terapia utan. Végiil
azon orbitik koziil, amelyeknek kiindulasi értéke 6.1 MBg/cm® alatti volt,
egy sem mutatott javulast a kezelés hatdsara. Fontos megjegyezni, hogy a
vizsgalatba csak a klinikai vizsgalat alapjan aktiv (CAS>4) eseteket
valogattunk be.

Ennek alapjan a 12.28 MBg/cm® feletti kiinduldsi DTPA felvett aktivitas
érték immunoszuppressziv kezelés eredményességére vonatkozd pozitiv
prediktiv értéke 76%, mig a 12.28 MBg/cm® alatti kiindulasi DTPA felvett
aktivitas érték negativ prediktiv értéke 78%.

4.2. A konny citokin-, kemokin- és PAI-1- tartalmanak
meghatarozasa EOP és Graves-Basedow kor esetén

4.2.1. A szemészeti vizsgdlatok eredményei

Szemészeti vizsgalat soran réslampas vizsgalattal nagy nagyitas alatt
vizsgaltuk az EOP és GB betegek eliilsé szegmentumat. Egyik esetben sem
talaltunk szaruhartya érintettséget, cornealis erosiot vagy ulceraciot illetve
fluoresznes festddést, mely a szaruhartya ham érintettségére utalna. Ezt
utobbi azért jelentOs, mert egy esetleges cornea folyamat befolyasolhatja a
konnyben 1évé citokinek szintjét.

A Schirmer teszt mind az EOP, mind a GB csoportban szignifikansan
csokkent konnytermelést mutatott a kontrollokhoz képest, azonban a két
csoport kozott nem volt szignifikans kiilonbség. A Schirmer teszt eredménye
az EOP csoportban 13.94+£10.07 mm, a GB csoportban 14.224+8.04 mm, a C

csoportban 19.374+9.17 mm volt.
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Az EOP csoportban a CAS atlagos értéke 3.82 +£2.0 volt, a masik két

csoportban CAS felvétele definicid szerint nem értelmezhetd.

4.2.2. Konnymintdk citokin, kemokin és PAI-1 meghatdrozds eredményei

4.2.2.1. Release és koncentrdacio kiilonbség az egyes betegcsoportok kozott
Az EOP és kontroll (C) csoport kozott szignifikans kiilonbséget talaltunk az
IL-1B, IL- 6, IL- 13, IL-17A, IL-18, TNF-a ¢s RANTES release értékében, az
EOP csoportban a release értékek medianjai szignifikansan magasabbak
voltak (p<0.05).

A GB és C csoport kozott, valamint az EOP és GB csoport kozott azonban
egyik vizsgalt citokin vagy kemokin esetén sem talaltunk statisztikailag
szignifikans eltérést a release értékekben. Emellett azonban megfigyeltiik,
hogy a GB csoportban valamennyi vizsgalt érték a kontrollcsoporténal
magasabbnak, az EOP csoporténal azonban alacsonyabbnak bizonyult.

PAI-1 vonatkozasaban a release érték mind az EOP, mind a GB csoportban
szignifikdnsan magasabbnak bizonyult a kontroll csoporthoz viszonyitva.
Ugyanakkor PAI-1 esetén az EOP és GB csoportok ko6zotti kiilonbség is
szignifikinsnak bizonyult. Tehat a PAI-1 release legmagasabb az EOP
csoportban volt, GB csoportban kdzepes, a C csoportban legalacsonyabbnak

bizonyult, minden csoport kdzott a kiilonbség szignifikans volt.

4.2.2.2. Osszefiiggés a vizsgalt release értékeK kozott

Minden esetben erds pozitiv korrelaciot talaltunk, amikor az egyes citokinek
release értékeket paronként hasonlitottuk Ossze. Az elemzést itt az Gsszes
mintdn, mint egy populdcion végeztikk, mivel a citokinek egymadsra vald
hatasat kivantuk vizsgalni betegségtdl fiiggetleniil. A korrelacios koefficiens
0.66 és 0.97 kozott valtozott, p<0.01 volt minden esetben. A legerdsebb
korreléaciot IL-1p és RANTES (r= 0.96 p<0.001), valamint az IL-1f3 és az IL-
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1 citokin csalad citokinjei (IL-18: r=0.97, p<0.001, IL-17A: r=0.89, p<0.001)
vonatkozésaban talaltuk.

Pozitiv korrelacidt talaltunk az Gsszes vizsgalt citokin és kemokin release
értéke és a konnybe szekretalodo PAI-1 értéke kozott (IL-1p-ra vonatkozodan:
r=0.23 p=0.002, IL-6-ra vonatkozdéan: r=0.31 p=0.001, IL-13-ra
vonatkozoan: r=0.30 p=0.001, IL-17A-ra vonatkozoan: r=0.23 p=0.015, IL-
18-ra vonatkozdan: r=0.24 p=0.012, TNF-a-ra vonatkozdan: r=0.29 p=0.002
valamint RANTES-ra vonatkozdan: 1=0.23 p=0.014).

4.2.2.3. Arelease értékek osszefiiggése az életkorral

Eletkor vonatkozasaban citokinek esetén csupan IL-17A esetében talaltunk
korrelaciot, itt az Osszefiiggés gyengének és negativnak bizonyult (r= -0.21,
p<0.05). PAI-1 vonatkozasaban is gyenge negativ korrelaciot talaltunk az
életkorral (r= -0.24 p<0.05). Az elemzést itt az Osszes mintan, mint egy
populacion végeztilk, mivel az életkor citokinekre vald hatasat kivantuk

vizsgalni betegségtol fiiggetleniil.
4.2.2.4. Pajzsmirigy hormonszintek vizsgadlata

A rutin endokrinologiai vizsgalat soran elvégzett szérum pajzsmirigy
stimulald hormon, szabad pajzsmirigy hormon szintek, valamint TSH-
receptor stimulalé antitest vonatkozasaban (TSH, fT3, fT4, TRADb) nem volt
szignifikans kiilonbséget az EOP és GB csoport betegei kozott, ami arra utal,

hogy a csoportok kozotti egyéb eltérések nem a pajzsmirigy funkcid

kiilonboz6ségébol szarmaztak.

4.2.2.5. A konnytermelés és a release értékek dsszefiiggése
A konnytermelés (Schirmer teszt) és citokin release vonatkozasaban az alabbi
Osszefiiggéseket talaltuk. A kontroll csoportban pozitiv korrelacio volt

megfigyelheté minden vizsgélt citokin és kemokin (IL-1 B: r=0.53, p=0.002,
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IL-6: r=0.46, p=0.01, IL-13: r=0.50 p=0.005, IL-17A: r=0.54 p=0.002, IL-18:
r=0.54 p=0.002, TNF a: r=0.52 p=0.003 és RANTES: r=0.56 p=0.001)
valamint PAI-1 (r= 0.40 p=0.002) vonatkozasaban. Ezzel ellentétben sem az
EOP, sem a GB csoportban nem talaltunk szignifikdns korrelaciot a citokin
vagy kemokin release és a konnytermelés mértéke (Schirmer teszt) kozott.
PAI-1 release-re vonatkozoan az EOP csoportban megfigyelhet volt egy

gyenge pozitiv korrelacio (r=0.28 p=0.04).

4.2.2.6. A dohanyzas és a release értékek osszefiiggése

A 27 EOP beteg koziil 10 volt korabbi vagy jelenlegi dohanyos. A kumulativ
dohanyzasi mennyiség 78309+53631 db cigaretta volt (a dohanyzassal
eltoltott évek alatt Osszesen elszivott cigarettak szama), atlagosan napi
14.73+6.61 db cigarettat szivtak el az EOP betegek. A 9 GB beteg koziil 6
volt korabbi vagy jelenlegi dohdnyos. Itt a kumulativ mennyiség
85166+101169 db cigaretta volt, atlagosan napi 11.67+£10.81 cigarettaval. A
kontroll csoportban nem volt aktivan vagy korabban dohanyzé paciens. Nem
talaltunk szignifikans Osszefiiggést a citokin release értékek valamint a
dohanyzas ténye (igen/nem) kozott, illetve az elszivott cigarettak
mennyiségével sem az egyes betegcsoportokban. Abban az esetben sem
talaltunk a dohanyzas és a citokin release vonatkozasaban dsszefiiggést, ha az
Osszes beteget egy csoportként vetettiik Ossze a dohdnyzasi adatokkal,

fiiggetleniil EOP vagy GB kor meglététdl.

4.2.2.7. Az EOP immunologiai aktivitasanak osszefiiggése a release
értékekkel

Az EOP CAS szerinti aktivitdsinak vizsgédlata soran az alébbi
Osszefliggéseket talaltuk. Szignifikdns pozitiv korrelacié volt megfigyelhetd
az EOP csoportban a CAS és az IL-6 release (r=0.27, p <0.05), az

exophthalmus mértéke (Hertel exophthalmometerrel mérve, mm-ben
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kifejetve) és az IL-6 release (r=0.34, p<0.05) valamint a PAI-1 release és
CAS (r=0.24, p=0.03) kozott.
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5. Megbeszélés

Az endokrin orbitopathia pajzsmirigy betegségekhez tarsuld
autoimmun korkép. A betegség lefolyasa soran a kezdeti autoimmun
gyulladast (aktiv szak) az orbita szdveteinek heges atalakulasa valtja fel
(inaktiv szak). A kezelési stratégia kialakitasa soran kulcskérdés, hogy a
betegség immunologiailag aktiv vagy inaktiv. Az autoimmun folyamat térben
¢és részben id6ben is elkiiloniil a klinikai tiinetek megjelenésétdl. Az aktivitas
megitélésére korabban alkalmazott eljarasok hasznalhatosaga kiilonb6zo
okokbol korlatozott. A klinikai gyakorlatban jelenleg a CAS felvétele a
legelterjedtebb modszer az EOP aktivitasanak megitélésére. A modszer
elénye, hogy a paciens anamnézise és rutin szemészeti vizsgalata soran
megitélhet. Hatranya, hogy sok esetben ,,feliilbecsiili” az aktivitast, mivel a
tiz vizsgalt pontbol 6t a szemhéjak illetve az eliilsé szegmentum allapotatol
fiigg, igy az orbitara vonatkozé informativ értéke csak kdzvetett lehet.

Vizsgalataink a betegség aktivitdsanak vonatkozasaban két iranyra
oszlottak. FElséként a nuklearis medicina technikai koziil egy tjabb
radiofarmakonnal, “™Tc-DTPA izotoppal végzett SPECT vizsgalat
alkalmazhatosagat vizsgaltuk. Masrészt a konnyfilm  Osszetételének
megvaltozasara dsszpontositottunk, az aktiv és inaktiv EOP betegek, illetve a
Graves-Basedow korban szenved6k konnydsszetételét vizsgalva. Olyan
markert kerestiink, melynek megjelenése, szintjének megemelkedése vagy
esetleg csokkenése Osszefiiggésben all a betegség aktivitasaval.

A nuklearis medicina altal alkalmazott képalkoto eljarasok nem 1;j
keletiiek az EOP aktivitisanak diagnosztikajaban. Az 'In-octreotide
radiofarmakonnal ~ végzett ~SPECT  (Octreoscan) a  lymphocyta
felszaporodassal jaré gyulladéas detektalasan alapul. Eldnye, hogy miikodési

elvébdl eredéen magar6l a folyamat meglétér6l vagy hianyarél ad
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informaciot, hatranya, mely széles korii elterjedését is megakadalyozta, a
magas koltség.

A ¥"Tc-DTPA (dietilén triamin pentaacetat) SPECT ezen teriileten
torténd alkalmazhatosagaval kapcsolatos elsd kozlések munkacsoportunktol
szarmaztak. A *™Tc-DTPA  komplex a megnovekedett kapillaris
permeabiltassal rendelkez6 érszakaszon extravasalodik, mig normal kapillaris
szerkezet esetén lumenen beliil marad. Immunologiailag aktiv EOP betegek
esetén a ™Tc-DTPA az orbita kotdszdveteiben extravasalodik, az
intersticialis folyadék polypeptidjeihez kotddve ,megjeldli” az aktiv
gyulladas helyét. A *™Tc-DTPA dusulésa az inflammatio helyén SPECT
moddszerrel detektalhatdé. Korabbi vizsgdlataink megmutattdk, hogy az
Octreoscan és a DTPA SPECT vizsgalat eredményei egymassal jol
korrelalnak, azonban az utdbbi 1ényegesen koltséghatékonyabb eljaras.

Az EOP aktivitasanak megitélésére hasznalt modszerek vizsgalata
sordn bevett kutatasi stratégia, hogy az immunoszuppressziv kezelés
hatasossagat, és annak eldre jelezhet6ségét itélik meg az adott modszerrel. A
kezdeti aktiv szakban alkalmazott immunoszuppressziv kezelésre a folyamat
jol reagal, mig az inaktiv szakban adott terapia mar hatastalan. Ennek alapjan
feltételeztiik, hogy azon betegek, akiket a klinikai rutin soran hasznalt
eljarassal (CAS) aktivnak mindsitiink és nemzetkozi ajanlasnak megfeleld
algoritmus szerint kezeliink, reagalni fognak az immunoszuppressziv
kezelésre. Az Aaltalunk vizsgalt leképzési technikaval (DTPA SPECT) a
betegeket kezelés elbtt és utan megvizsgalva, ki tudjuk valogatni azokat az
eseteket, akik valdban jol reagalnak a kezelésre; ezek az orbitak kiindulaskor
nyilvanvaloan aktivak voltak.

Az egészséges orbita normal DTPA felvett aktivitasa korabban nem
volt ismert. Elsé célunk ennek az értéknek a meghatarozasa volt, melyhez

olyan pacienseket valasztottunk, akik mind szemészeti, mind endokrinologiai
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szempontbdl egészségesek (idealis kontrollcsoport). A kontroll csoportba
olyan Raynaud syndromas, rutin *"Tc DTPA SPECT vizsgilatra keriild
betegeket valogattunk, akik szemészeti és endokrin szempontbdl
egészségesek. Ezen betegek alkar-kéz SPECT vizsgalata soran az orbita
teriiletérol is készitettiink felvételeket, ezt tekintettiilk a normal orbita DTPA
SPECT képének és felvett aktivitasanak. A kontrollcsoport felvett aktivitas
értékeinek 95. percentilisében hataroztuk meg az egészséges orbita normal
értékének felsd hatarat (12.28MBg/cm®). Az el8bbi érték feletti orbitékat
tartjuk aktivnak, az ez alattiakat inaktivnak EOP esetén. Ezen
feltételezéstinket kivantuk alatamasztani az EOP betegek kovetéses
(prospektiv) vizsgalataval.

Vizsgalatainkba 57 EOP beteget vontunk be, minden esetben az
immunoszuppressziv kezelés el6tt, majd azt kdvetden atlagosan 5 honappal
végeztiink ismételt DTPA SPECT vizsgalatot. Az immunoszuppressziv
kezelés indikacidjat, igy a f6 bevalogatasi kritériumot is a klinikai
vizsgalattal meghatarozott aktivitas, azaz a 4 vagy afeletti CAS érték
jelentette. Ennek alapjan érthetd, hogy a kiindulasi és kezelés utani DTPA
felvett aktivitas érték kozott szignifikans kiilonbséget talaltunk, az utdbbi
bizonyult alacsonyabbnak.

Az immunoszuppressziv kezelés hatasossaganak vizsgalatahoz
fontos ismerniink, hogy mekkora az a valtozas A DTPA vonatkozdsdban
(ahol A DTPA a kiinduldsi és kezelés utdni DTPA felvett aktivitas
kiilonbsége), amit mar valédi javulasnak tekintiink. A valoédi javulas
meghatdrozasahoz a lineéris regresszids analizis modelljét hasznaltuk (A
DTPA>1.72)

A kiindulasi DTPA értékek vonatkozdsdban az orbitdk mintegy
nagyobb része, 70%-a volt az altalunk meghatarozott normal érték

(12.28MBg/cm?) alatt, azaz DTPA tekintetében inaktiv. Kiilondsen érdekes
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ez az arany, ha figyelembe vessziik, hogy a vizsgalatba csak a CAS alapjan
aktivnak itélt eseteket valogattunk be. Rdadésul, ezen DTPA alapjan inaktiv
orbitdk 72.5%-a nem mutatott javulast a kezelés hatasara, ami indirekt médon
ugyancsak az autoimmun folyamat inaktivitdsanak bizonyitéka. A CAS
felvétele soran valdszintileg ,,tulbecsiiljiik” az aktivitast. Ennek tobbféle oka
is lehet. Az inaktiv EOP betegeknek heves szubjektiv panaszai lehetnek,
masrészt a betegek sokszor tobbszori rakérdezés ellenére sem tudjak
megkiilonboztetni a szemgolyd mogotti illetve szemmozgasra jelentkezd
nyom6 fajdalmat a szemszarazsag okozta diszkomfort szurd jellegli éles
fajdalmatol. Ennek a két tiinetnek a figyelembevétele az ilyen esetekben két
ponttal tévesen emeli a CAS értékét. A CAS ,talbecslését” okozhatja
tovabba, hogy a tiz pontbdl tovabbi 6t a szem jarulékos szerveire (szemhéjak)
és az eliilsé szegmentumra (conjunctiva, caruncula) vonatkozik, melyeknek
oedemaja, hyperaemiaja a visszamaradt nagyfoku protrusio kovetkezménye
is lehet az inaktiv szakban. Alatamasztja a feltételezésiinket, miszerint tobb
olyan bevalogatott paciens volt, akinél a CAS kiindulasi és kezelés utani
értéke kozott volt szignifikans csokkenés, de a CAS és ACAS (kezelés elotti
és utani CAS érték kiilonbsége) kozott nem talaltunk olyan Osszefiiggést,
mint DTPA vonatkozasaban. A A DTPA és A CAS kozott sem talaltunk
statisztikailag igazolhat6 korrelaciot.

Eredményeink arra utalnak, hogy a *"Tc DTPA SPECT vizsgélat
alkalmas az immunoszuppressziv kezelés hatdsanak elérejelzésére, azaz az
aktivitds megitélésére endokrin orbitopathidban. Azon betegek, akiknek
kiindulasi értéke 12.28MBg/cm® felett van, varhatban jol reagilnak a
terapiara, mig ez alatt terapias elony nem varhato, csupan a kezelés esetleges
mellékhatasaival kell szamolnunk. A vizsgalat pozitiv prediktiv érteke 76%,

negativ prediktiv érteke 78%.
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Vizsgalataink masodik részében az EOP esetleges hatésait
vizsgédltuk a konny 0Osszetételére. Az endokrin orbitopathidhoz tarsuld
szemfelszini valtozasok tobb évtizede képezik kutatas targyat. Elsdként a
kénny ozmolaritasanak emelkedését figyelték meg. A kovetkezményes
szemfelszini valtozasok a konnyfilm felszakaddsi id6 (BUT) és
konnytermelés csokkenését, cornea epithel sejtjeinek karosodasat okozzak.

A konny a szemfelszini egyensuly fenntartasanak igen fontos eleme.
A szemfelszinen zajlé véltozasok a gyulladasos reakcidkban résztvevd sejtek
(lymphocytak, macrophagok) aktivalodasaval jarnak, melyek kiilonb6zd
egyensulyanak valtozasat az adott napszak, illetve a szemhéjak nyitott vagy
zart allapota is befolyasolja. A kdnny citokin tartalmat tobb szemészeti illetve
szisztémas betegség is befolyasolhatja. A dohanyzas, mely az endokrin
orbitopathia ismert rizikofaktora, passziv formaban is emeli a konny
proinflammatorikus citokin szintjét. Kozel azonos valtozasokat irtak le a
konny Osszetételében egészséges dohanyzé emberek ¢és endokrin
orbitopathias betegek esetén.

A konny fehérje Osszetétele EOP esetén megvaltozik, melynek
hatterében a szemfelszini valtozasok mellett az EOP konnymirigyre kifejtett
hatasa is all. Proteomikai vizsgalatok alatamasztottdk a konny fehérje
Osszetételében bekovetkezd valtozasokat, de a folyamatban résztvevd
molekulak még azonositasra varnak.

Vizsgalatunk targya az volt, hogy megfigyeljilk a huméan kénnyfilm
valtozésait, kiilonbozé citokinek (TNF-a, IL-1pB, IL-6, 1L-18, IL-17A és IL-
13), a RANTES kemokin és PAI-1 vonatkozasaban EOP esetén. Elemeztiik,
hogy befolyasolja-e a konny ilyen jellegli Osszetételét maga a Graves-

Basedow kor, illetve az aktiv és inaktiv orbitopathia.
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A vizsgalatokat un. multiplex bead array technikaval végeztiik,
mellyel é4ramlési citometria segitségével egyszerre szamos paramétert
vizsgalhatunk. Egy szekretalt fehérje konnybe vald szekrécios rataja (release)
sokkal pontosabb indikator, mint a koncentracio, kiillondsen mivel a
konnytermelés sebessége egyénenként igen eltérd. A konnyalkotok 2 perc
alatti termelédése (release, pg/2 min) az irodalomban tobb helyen hasznalt
paraméter, elemzéseinkhez ezt a paramétert ¢s mértékegységet hasznaltuk.

Graves-Basedow korban a szovetek TNF-o, IL-1B és IL-6
koncentracidja megnd, a szérumban pedig az IL-6 szintje emelkedett. Ezzel
ellentétben, vizsgalataink soran nem talaltunk szignifikans kiilonbséget a GB
betegek és kontrollok konnye kozott a fenti citokinek vonatkozasaban. Ebbol
arra kovetkeztetiink, hogy EOP esetén a proinflammatorikus citokinek
megjelenése a konnyben nem a GB kor, hanem magéanak az orbitopathianak a
kovetkezménye. A kdnnybe szekretalodo citokinek €s kemokinek forrasa
szamos; a konnymirigy és a kotShartya jarulékos konnymirigyei, a
fibroblastok és a szemfelszinre vandorl6 immunokompetens sejtek mind
felelések a kiillonbozé citokinek felszabadulasaért. A konnymirigy
érintettsége az EOP autoimmun folyamataban jol ismert. A kotOhartya és
episclera gyulladasa az EOP klasszikus klinikai tiinetei el6tt is kialakulhat.
Ujabban a szemfelszin érintettségét az autoimmun folyamat direkt
mechanikai hatdsanak. A kot6hartya korai érintettségét Graves-Basedow
korban a manifeszt EOP el6szobajanak tartjak.

Az EOP betegek konnyében szignifikansan magasabbnak talaltuk a
TNF-a, IL-1B, IL- 6, IL-18, IL-17A, IL-13 és RANTES release értékét a
kontrollcsoporthoz viszonyitva.

A TNF-o és IL-1B macrophag eredetli citokinek és az EOP

pathogenesisében kulcsszerepet jatszanak, felszabadulasuk fokozza a
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retrobulbaris kotdszovet fibroblastjainak ICAM-1 expresszidjat és GAG
termelését. A konnybe nagyobb mértékben szekretadlodd TNF-a és IL-1B
felveti ezek szerepét a konnymirigyben és a szemfelszinen is. Az IL-1B
aktivalja a fibroblastokat, melyek ennek hatasara a kemokineket termelnek
(mint példaul a RANTES), tovabbi lymphocyta vandorlast kivaltva. Ez
magyarazhatja az EOP betegek konnyében mért magas RANTES release
értékét. Erds korrelaciot talaltunk az IL-1B és RANTES, valamint IL-1f és
IL-18 release értékeiben. Korabban mind EOP, mind GB betegek
szérumaban emelkedett IL.-18 koncentraciot irtak le, ezzel ellentétben az IL-
18 release csak az EOP betegek konnyében bizonyult szignifikdnsan
magasabbnak a kontrollokéhoz képest, a GB paciensek konnyében nem.

IL-6 vonatkozdsidban tobb mint kétszeres release emelkedést
tapasztaltunk az EOP betegek konnyében a kontrollcsoporthoz viszonyitva. A
CAS értékek és az IL-6 release pozitiv korrelaciot mutatott. Ez arra enged
kovetkeztetni, hogy Osszefliggés van a betegség aktivitasa és az IL-6 konnybe
vald szekrécioja kozott. Az IL-6 és EOP Osszefliiggése nem 1) keletd,
kordbban a szérum IL-6 koncentracido emelkedésérél mind EOP, mind GB
kor esetén beszamoltak. A konny IL-6 koncentracioja Sjogren syndroméaban
is megemelkedik. Bar az endokrin orbitopathia szaraz szemmel jar, de ennek
oka részben a csokkent kdnnytermelés (uigynevezett nem-Sjogren tipusu
szaraz szem) részben pedig az exophthalmus miatti fokozott kdnnyparolgas.
Az EOP 6nmagaban nem tarsul Sjogren syndromaval. Sjogren syndromaban
a konny IL-6 tartalma lényegesen magasabb, mint Gin. nem-Sjogren tipusu
szaraz szem esetén. A konnytermelés vizsgalata céljabol mindkét
betegcsoportunkban (EOP és GB) és a kontrollcsoportban is Schirmer tesztet
végeztiink. Eredményeink az irodalmi adatokkal egybehangzéak, mind az
EOP, mind az orbitopathia nélkiili GB koros paciensek konnytermelése

alacsony a kontrollcsoporthoz képest. Megfigyeléseink alatdmasztjak a
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feltételezést, hogy az EOP esetén megemelkedett citokin release nem csupan
a csokkent konnytermelés kovetkezménye, mivel a konnytermelés a kontroll
csoportban erds pozitiv korrelaciot mutatott minden vizsgalt citokin release
értékével, de sem az EOP, sem a GB csoportban nem talaltunk osszefiiggést
egyik citokin vonatkozasaban sem a konnytermeléssel. Nem volt 6sszefiiggés
a megemelkedett citokin release és a csokkent konnytermelés kozétt. Eppen
ellenkezdleg, bar a konnytermelés mennyisége mind EOP mind GB kor
esetén csokken, a citokin felszabadulds mértéke mégis emelkedett,
feltételezhetben az autoimmun folyamat kdovetkezményeként. Mindez
alatamasztja azt a feltételezésiinket, hogy a klinikai aktivitassal jol korrelald,
EOP esetén szignifikdnsan megemelkedd IL-6 release a kdnnyben nem a
szemszarazsag, hanem valoban az immunoldgiai aktivitas indikatora.

Az IL-13 egy T helper-2 citokin, melynek foként az IgE medialt
immunitasban van szerepe. Kronikus szemfelszini gyulladas esetén, ha ahhoz
a szaruhartya érintettsége is tarsul, a konnyben az IL-13 szintje
megemelkedik. A Graves-Basedow koros betegek mintegy harminc
szazalékaban a szérum IgE szint magas. Vizsgalataink soran az EOP betegek
konnyében észlelt emelkedett 11.-13 release dsszefiiggésben lehet a betegekre
jellemz6 magasabb szérumszinttel. Valosziniibb azonban, az, hogy a
szemfelszini és szaruhartya érintettség kovetkeztében alakult ki. Bar a
vizsgalatban nem vettek részt olyan betegek, akiknél a szaruhartydn nagy
nagyitassal hAmhiany, vagy fluorescein fest6dés lett volna megfigyelhetd, de
a korabbiakbdl kovetkezik, hogy EOP esetén klinikai tiinetek hidnyéaban is
szamolnunk kell szemfelszini karosodassal, hiszen maga az autoimmun
folyamat érinti a szem eliils6 szegmentumat.

Az dsszes vizsgalt marker vonatkozasaban (TNF-o, IL-10, IL- 6, IL-
18, IL-17A, IL-13 és RANTES) megfigyeltiik, hogy release értékiik az EOP

csoportban a kontrollokénal szignifikdnsan magasabb volt. Ugyanakkor sem
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az EOP betegek és a Graves-Basedow koros paciensek, sem a Graves-
Basedow koros paciensek és a kontrollcsoport kozott nem talaltunk
szignifikans eltérést egyik citokin release értékében sem. Megfigyeltiik
azonban, hogy a release érték a GB csoportban intermedier értéket mutatott
az EOP és a kontrollcsoport értékei kozott. Ismert, hogy GB korban a
szemfelszini érintettség sok esetben megeldzi a klasszikus EOP tiineteinek
kialakulasat. Feltételezhetjitk, hogy a GB csoportban tobb olyan beteg is
lehetett, akinél klinikailag az EOP még nem igazolt, de mar zajlik a
retrobulbaris autoimmun gyulladas (,,szubklinikus” EOP). Ahogyan a
szemfelszini érintettség is korabban megjelenik, a proinflammatorikus
citokinek felszabadulasa is megeldzheti a tiinetek megjelenését, igy korai jele
lehet az orbita érintettségének Graves-Basedow korban. Feltételezéseink
szerint egyes esetekben a szubklinikus orbita érintettség Graves-Basedow
kérban késébb sem manifesztalodik, mig mas esetekben valdédi endokrin
orbitopathia alakul ki, az arra jellemz6 kotOszoveti atalakuldssal, mely a
konnyben is reprezentalodik.

PAI-1 release tekintetében szignifikans emelkedést talaltunk, mind
az EOP, mind a GB csoportban a kontrollokhoz viszonyitva. Az altalunk
vizsgalt markerek koziilt a PAI-1 volt az egyetlen, ahol a konnybe valod
release vonatkozasaban a GB és kontroll csoport kozott is tudtunk
szignifikans kiilonbséget igazolni. A PAI-1 feltételezéseink szerint a szoveti
remodelling soran betoltott szerepével vesz részt a pathogenesisben. Erés
pozitiv korrelaciot talaltunk az Osszes vizsgalt citokin és PAI-1 release
vonatkozasaban, mely alatdmasztja a citokinek PAI-1 expressziora gyakorolt
hatasat. Az EOP aktivitasat tekintve, hasonloan az IL-6 release-hez, PAI-1
release vonatkozasaban is korrelaciot talaltunk a CAS értékkel. Jelenleg nem
feltételezziik, hogy a PAI-1 release a kdnnyben a betegség aktivitasanak

indikatora lenne. A PAIl-1 szerepe a szemfelszin homeosztazisanak
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fenntartasaban ismert. Ugy véljiik, hogy az altalunk mind Graves-Basedow
korban, mind EOP esetén talalt szignifikansan magasabb PAI-1 release a
szemfelszinen zajléo korabban ismertetett folyamatok eredménye. Az eliilsd
szegmentum érintettség tiinetei reprezentalodnak a CAS-ban, magyarazva a
talalt 6sszefiiggést. A szignifikans PAI-1 release emelkedés a GB csoportban
valdsziniileg a korabban részletezett szubklinikus orbita betegség
kovetkezménye.

A dohanyzas az endokrin orbitopathia jol ismert befolyasolhato
rizikofaktora. Mar a passziv dohdnyzds is emeli a konnyfilm
proinflammatorikus citokin tartalmat. Ezzel ellentétben vizsgalataink soran
nem talaltunk &sszefliggést a dohanyzas és a konny citokin tartalma kozott.
Nem volt dsszefliggés sem az EOP, sem a GB csoportban sem az elszivott
cigarettdk szamara, sem a dohanyzas tényére (igen/nem) vonatkozoan.
Hasonloan Salvi és munkatarsai sem tudtik igazolni a dohdnyzas hatasat a

Eredményeinket o0sszefoglalva megallapithatjuk, hogy endokrin
orbitopathiaban a konnyfilm citokin Osszetétele megvaltozik, az altalunk
vizsgalt paraméterek (TNF-a, IL-1B, IL-6, IL-18, IL-17A, IL-13 ¢és
RANTES) szekrécidja megemelkedik. A PAI-1 release mind endokrin
orbitopathias, mind Graves-Basedow koros paciensek kdnnyében magasabb,
arra utalva, hogy klinikailag detektalhato szemtiinetek nélkiil is szamolni kell
,,szubklinikus” orbita érintettséggel. Ismereteink szerint munkacsoportunk
el6tt korabban nem végeztek tanulmanyokat az EOP betegek kdnnyfilmjének
citokin tartalmarél. Igazoltuk, hogy a konnyben mért IL-6 release és a CAS
érték egymassal Osszefligg, igy a konny IL-6 release mérése az aktivitas
indikatora lehet endokrin orbitopathiaban.

Munkank soran mind a képalkoto eljarasok, mind a laboratériumi

paraméterek kozott sikeriilt olyan 0j modszert talalnunk, mely hasznos lehet

31



az endokrin orbitopathia aktivitasanak megitélésében. A *™Tc DTPA SPECT
vizsgélat napjainkban mar a klinikai gyakorlat szamara is elérhetové valt. A
konnyfilm vizsgélata a molekularis biologia technikéainak fejlédésével egyre
egyszertibbé ¢és elérhetébbé valik. Egy mindennapi gyakorlat szdmara
elérheté modszer kidolgozdsa azonban még tovabbi vizsgalatokat igényel és

a jovo kutatasainak feladata.
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6. Az uj eredmények 6sszefoglalasa

6.1.  A¥"Tc-DTPA SPECT vizsgalat alkalmazisa az EOP
aktivitasanak megitélésében

I. lgazoltuk, hogy a %*™Tc¢ DTPA SPECT vizsgilat alkalmas az
immunoszuppressziv kezelés varhaté hatdsanak elérejelzésére endokrin

orbitopathiaban.

II. Meghatéroztuk az egészséges orbita, azaz a **"Tc DTPA SPECT vizsgalat
normal felvett aktivitds értékének felsé hatarat, mely 12.28MBg/cm®-nek
adodott.

Ill. Meghataroztuk azt a felvett aktivitds értéket, mely felett az
immunoszuppressziv kezeléstdl valodi terapias eredmény varhatd, azaz az
endokrin orbitopathia immunoldgiailag aktivnak tekintendd.

6.2. A konny citokin-, kemokin- és PAI-1- tartalmanak
meghatarozasa EOP és Graves-Basedow Kkor esetén

I. Igazoltuk, hogy a vizsgalt citokinek és kemokin release értéke
megemelkedik az EOP betegek konnyében.

Il. Megfigyeltik, hogy a vizsgalt paraméterek Graves-Basedow koros
paciensek konnyében is emelkedett tendenciat mutatnak. PAI-1
vonatkozasaban ez az emelkedés a kontrollcsoporthoz képest elérte a
statisztikai  szignifikancia hatarat. Ezzel alatamasztottuk az obrita
szubklinikus érintettségének elméletét szemtiinetek nélkiili Graves-Basedow
korban.

Il. Igazoltuk, hogy a csdkkent konnytermelés nincs hatassal a konnyfilm
citokin tartalmara EOP esetén, a bekovetkez6 valtozasok a konnymirigyben
¢és szemfelszinen zajlé folyamat kdvetkezményei.

IV. Osszefiiggést talaltunk a betegség immunologiai aktivitasat jellemzd
CAS ¢és a konnyben mért IL-6 release kozott. Ez alapjan feltételezziik, hogy

az IL-6 release az aktivitas indikatora endokrin orbitopathiaban.
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