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1. Roviditések jegyzéke

AMH - anti-Miiller hormon

AMPK - adenozin-monofoszfat-aktivalt protein kinaz
APC — antigén-prezentalo sejt

BMP — bone morphogenetic protein

BrdU — 5-bromo-2’-dezoxiuridin

CAS — klinikai aktivitas pontszdm

CD90 — thymocyta differencialddasi antigén 90
CEMIP — sejt-migraciot indukalo fehérje

CTGF — kotészoveti novekedési faktor

DMSO - dimetil-szulfoxid

DON — dysthyroid opticus neuropatia

DTPA- dietilén-triamin-pentaecetsav

ECM — extracellularis matrix

EDA-FN — extra domén A fibronektin

EGFR — epidermalis novekedési faktor receptor
EOP — endocrin orbitopathia

EUGOGO — European Group of Graves’ Orbitopathy
FBS — magzati borju szérum

FZD — Frizzled receptor

G6PD - gliik6z-6-foszfat dehidrogenaz

GAG — gliikozaminoglikan

GAPDH - glicerinaldehid 3-foszfat dehidrogenaz
GIcA — D-gliikoronsav

GlcNac — N-acetil gliilkozamin

HA — hialuronsav

HARE - hiauronsav endocit6zis receptor

HAS — hiauronsav szintaz

HY AL —hialuronidaz

IFN-y — interferon-y

IGF-1R — inzulin-szerii novekedési faktor-1 receptor
IL-1 — interleukin-1



IL-2 — interleukin-2

IL-6 — interleukin-6

IL-8 — interleukin-8

IL-15 — interleukin-15

IL-17 — interleukin-17

LAP — latencia asszocialt peptid

LLC —nagy latens komplex

LRP5 — alacsony stirtiségli lipoprotein-receptorhoz kapcsolodo fehérje 5
LRP6 — alacsony stirtiségli lipoprotein-receptorhoz kapcsolddo fehérje 6
LTBP — latens TGF-B- koto fehérje

LYEV-1 — nyirokrendszeri endothelialis hialuronsav receptor
MCP-1 — monocita kemoattraktans protein-1

PCR — polimeraz lancreakcio

PDGF — vérlemezke eredetli névekedési faktor BB

PG — prosztaglandin

PPARY — peroxiszéma-proliferator aktivalt receptor gamma
RHAMM - hialuronsav altal kézvetitett motilitas receptor
ROS — reaktiv oxigén gyok

SLC — kis latens komplex

TGF- B — transzformald novekedési faktor-3

TGF-B RI: transzformélo novekedési faktor-f receptor I
TGF-B RII: transzformal6 ndvekedési faktor-f receptor 11
Th1 — T-helper 1 limfocita

Th2 — T-helper 2 limfocita

Thyl — thymocyta differencialodasi antigén 1

TLR-4 —toll like receptor-4

TMEM2 — transzmembran protein-2

TNF-a — tumor nekrézis faktor-a

TPO — pajzsmirigy peroxidaz

TRADb — TSH receptor antitest

TSH — pajzsmirigy stimulalé hormon

TSHR — pajzsmirigy stimulalé hormon receptor

UDP — uridin-difoszfat-gliik6z

UDP - GlcNac — uridin-difoszfat-N-acetil-gliikozamin
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UGT - Uridine 5'-diphospho- gliikoronozil transzferaz

2. Bevezetés

Az endocrin orbitopathia (EOP) az orbita komponenseit — elsésorban a kotészovetet és
a kiils6 szemizmokat — érinté autoimmun gyulladas. F6 klinikai jellemz6i a szemizmok
megvastagodasa ¢és 0démassa valasa mellett az orbita szovetek térfogat-névekedése miatt
fellépd szemtiinetek. Az autoimmun folyamat els6édleges célpontjai az orbitdban talalhato
fibroblasztok. Az orbita és pajzsmirigy autoimmunitas kozotti pathogenetikai kapcsolat a
pajzsmirigy stimulaldé hormon receptor (TSHR) ellenes autoantitestek jelenlétének
tulajdonithato, hiszen a TSHR a pajzsmirigy follikularis sejtjein és az orbitdban talalhatod
fibroblasztok felszinén egyarant expresszalodik. A receptor autoantitestekkel torténd
stimulacidja olyan jelatviteli folyamatokat indit el, melyek kovetkeztében a fibroblaszt sejtek
proliferacioja és gyulladasos citokin termelése fokozodik, mig az orbitat infiltralo
immunsejtek altal termelt faktorok a gyulladasos allapot fenntartasa mellett, tovabbi
fibroblaszt aktivaciot valtanak ki.

Az aktivalt orbita fibroblasztok (OF) miofibroblaszt iranya differencialodason
mehetnek keresztiil, melynek soran amellett, hogy az aktin citoszkeleton atrendezddése révén
kontraktilisebbé valnak, az extracellularis matrix (ECM) termelésiikk is megvaltozik. A
fibroblasztokat koriilvevé ECM egyik f6 komponense a hialuronsav (HA), melyrdl ismert,
hogy nagy vizmegkotd képessége révén hozzdjarul az 6déma kialakuldsdhoz, jelentdsen
sulyosbitva ezzel az orbita folyamatot.

A transzformald novekedési faktor B (TGF-B) a miofibroblaszt fenotipus iranyaba
torténd differencialodas kulcsfontossagli regulatora €s egyben az ECM atrendezddés egyik
ismert szabalyozoja is. A TGF-f altal indukalt miofibroblaszt differencialodas hialuronsav-
anyagcserére gyakorolt hatasa és annak szerepe az EOP lefolydsaban még nem tisztazott.

A betegség hatterében 4ll6 autoimmun gyulladds kezelése céljabol a
gliikokortikoidokat (GC) évtizedek ota alkalmazzak elsd vonalbeli szerként. Igy fontosnak

tartottuk annak megismerését iS, hogy ezek a gyogyszerek milyen hatast gyakorolnak a

crer



3. Irodalmi attekintés

3.1. Az endocrin orbitopathia epidemioldgiaja

Az EOP az orbita komponenseinek autoimmun gyulladasa, mely elsésorban a
kotdszovetet és a kiilsé szemizmokat érinti’. Az esetek kozel 90%-4ban hyperthyreosishoz
tarsultan alakul ki, de ritka esetben euthyreoid allapotban vagy hypothyreoid autoimmun
thyreoiditis mellett is eléfordulhat. A Graves-Basedow korban szenvedd betegek 20-30%-
aban jelenik meg extrathyreoidealis szovédményként®. Az endokrin orbitopathia — a Graves-
Basedow korhoz hasonléan — ndék esetén gyakrabban fordul eld, de férfiaknal nagyobb
valosziniiséggel jelentkezhet sulyosabb forméaban. Eves, életkorra korrigalt incidencidja ndk
esetén 16/100 000, mig 100 000 férfira vetitve 2,9, becsiilt prevalenciaja 0,25%. Eletkor
szerinti eloszlasa a két nem esetén eltérd, noknél 40-44 éves kor, illetve 60-64 éves kor
kozott, a férfiak esetében pedig 45-49 és 65-69 éves kor kozott alakul ki leggyakrabban.® Az
EOP eldfordulasaval kapcsolatban megfigyelt életkori és nemi kiilonbségek okai azonban
tovabbra is tisztazatlanok.

Az EOP kialakulasat kiilonb6z6 kornyezeti tényezok is befolyasoljak, ideértve a
dohanyzast, a bél mikrobiom &sszetételének VéltozésaitA‘s, a magas szérum koleszterinszintet,
valamint a D-vitamin- és szelénhianyt®. Mind kozott kiemelt szerepet jatszik a dohanyzas’,
mely azaltal, hogy hozzajarulhat a szemiiregi hypoxia kialakulasahoz, a szabad gyokok altal
kivaltott retroorbitalis fibroblaszt proliferacio fokozodashoz®, jelentdsen névelheti az EOP
kockazatat. Emellett genetikai tényezOk, példaul a peroxiszéma proliferator-aktivalt receptor
gamma (PPARy), a PAI-1 és a pajzsmirigy-stimulaldé hormon receptor (TSHR) génjeiben
eléforduld egyedi nukleotid-polimorfizmusok is befolyasolhatjak az EOP kialakulasanak

Val(')szinﬁségét.9'11

3.2. Az endocrin orbitopathia klinikai képe, stadiumbeosztasa és diagnosztikaja

Az EOP tiinetei valtozatosak lehetnek. Az egyik legkorabban és leggyakrabban
eléforduld panasz a retrobulbaris nyom6 fajdalom, emellé azonban szamos egyéb tiinet IS
tarsulhat, beleértve az exophthalmust, mely az EOP legjellegzetesebb tiinete, a kettdslatast, a
felsé szemhéj retrakciodjat, a szemhéj és a kot6hartya vorosségét, az expozicios keratopathiat,

a szaruhartyafekélyeket, valamint sulyos esetben a dysthyroid opticus neuropatiat (DON),



amely az latoideg kompresszidjanak kévetke:zménye.12 Az EOP sulyossiaga enyhe,
kozépsulyos, silyos vagy latast veszélyeztetd lehet.”® A latasvesztéssel fenyegetd forma az
esetek 3-5%-aban fordul el8,** azonban enyhébb lefolyas esetén is jelentSsen ronthatja a
betegek életminc'iségét.15

Jellegzetes tiineteinek megjelenése foként az orbita szovetek autoimmun
gyulladasabol és szerkezetének atrendezddésébdl fakad, ami érintheti talnyomorészt a
kotészovetet (I tipusi betegség) vagy a kiilsd szemizmokat (II. tipusu betegség),
leggyakrabban mindkettét.’® A betegség kiilonbozd fenotipusainak kialakulasat befolyasold
tényezok nagyrészt ismeretlenek, ugyanakkor feltételezhetd, hogy a dohanyzas noveli az |.
tipusu betegség kialakulasanak kockazatat.'’

Az European Group of Graves Orbitopathy (EUGOGO) kritériumrendszere a
betegeket sulyossdg szerinti alcsoportokba sorolja®®. Enyhe EOP esetén a betegek
életmindségét az EOP csekély mértékben befolyasolja, ¢és nem indokolt az
immunszuppresszié vagy miitéti kezelés. Az alabbiak koziil altalaban egy vagy tobb tiinet
jelentkezik naluk: 2 mm-nél kisebb felsé szemhéj retrakcid, enyhe szemhéj és/vagy
kotOhartya érintettség, a populacios atlagot legfeljebb 2 mm-rel meghaladd exophthalmus.
Kettdslatas nem alakul ki, vagy csak naponta néhany oran at jelentkezik, és a szaruhartya
érintettség lokalis eljarasokkal, szemcseppel, szemkendccsel kezelhet. Kozepesen stlyos €s
sulyos EOP esetén nem all fenn lataskarosodas veszélye, viszont a betegség olyan mértékben
befolyasolja a betegek életmindségét, hogy a sziikséges kezelés (immunszuppresszio,
szemészeti miitét) kockazata vallalhatd. Ebben a stilyossagi csoportban a felsorolt tiinetek — 2
mm-nél nagyobb felsé szemhéj retrakcid; kdzepes vagy sulyos szemhéj €s/vagy kotOhartya
érintettség; populacios atlagot 3 mm-rel meghaladd exophthalmus; atmeneti vagy tartos
kettoslatas — koziil legalabb egy jelen van. Latasvesztéssel fenyegetd, stilyos EOP esetén
opticus neuropathia vagy szaruhartyafekély all fenn.

A betegek vizsgalatakor az orbitak allapota részletesen az ATA (Amerikai Pajzsmirigy
Tarsasag) tlinet-és sulyossagi klassziﬁkéci()jalg alapjan jellemezhet6 (1. tablazat). Az
aktualisan meghatarozott ATA-statusz jol tiikrozi a betegség sulyossagat és lehetdséget nyujt

, , . 20
a valtozasok kovetésére.



Az EOP tiineteinek ATA szerinti klasszifikacioja

Szam | Tiinet Leiras
0 Nincs Panasz, tiinet nincs
1 Enyhe Hyperthyreosisos szemtiinetek: Graefe-tiinet, tag szemrés,

exophthalmus < 2mm

2 Lagyszovet-eltérés | Conjunctiva hyperaemia, szemhéjoedema, caranculaduzzanat

0-nincs, a-kisfoku, b-kozepes, c-sulyos

3 Exophthalmus Ha a Hertel-érték a normal fels6 hatarat 3mm-el meghaladja

0-nincs, a-3-4mm, b-5-7mm, c-ha > 8mm

4 Szemizmok A kiils6 szemizmok érintettsége altalaban kettdslatassal
0- nincs, a- csak sz¢lso tekintési helyzetben,

b- a bulbus mozgasa korlatozott, c- fixalt bulbus

5 Corneaérintettség 0-nincsen, a-pontozott, b-fekély, c-homaly, perforatio

6 Visusromlas 0-nincs, a- latotérdefektus, V 0.4-1.0, b- VV0.1-0.3, ¢c- V<0.1

1. tablazat: Szemtiinetek Kklasszifikacioja endocrin orbitopathidban az Amerikai

Pajzsmirigy Tarsasag ajanlasa szerint.

Az orbita komponensek és a szemizmok érintettségének megitéléséhez legalabb
egyszer célszeri MR-vizsgalat elvégzése. Az immunfolyamat aktivitdsanak jellemzésére
harom modszer, az MR-vizsgalat, nuklearis képalkotas és a klinikai aktivitdsi pontszdm

(CAS) alkalmas (2. tablazat).




A Kklinikai aktivitasi pontszam meghatarozasa

1 F4jdalmas nyomé érzés a szemben, vagy szem mogott, az
elmult 4 hétben ‘
Féajdalom
2 Fé4jdalom sz¢ls6 tekintési iranyokban az elmult 4 hétben
3 Szemhéjborpir
Vorosseég
4 Conjunctiva hyperaemia (legalabb egy kvadrans)
5 Szemhéjak oedemaja
6 Chemosis
7 Caruncula duzzanat Duzzanat
8 Hertel-oldalkiilonbség, >2 mm, vagy Hertel-ndvekedés > 2mm
az elmult 3 hoénapban
9 Szemmozgas besziikiilése >5° az elmult 3 honapban
Funkcio6 karosodas
10 Visus csokkenése >0,1 az elmult harom honapon beliil

2. tablazat: A klinikai aktivitasi pontszam meghatarozasa

A klinikai aktivitasi pontszdm (CAS) a legjobban validalt értékelési rendszer a GO

aktivitdsanak felmérésére.”® Legfébb korlatja binaris jellege. Felvétele soran szemenként

meghatarozzuk, hogy a pontrendszer tiz eleme koziil mennyi teljesiil, majd ezeket dsszeadva

hatarozhaté meg a CAS értéke. Amennyiben az 4 vagy anndl nagyobb, az immunologiailag

aktiv betegségre utal.

Az EOP diagnosztik4jaban kulcsfontossadgu a klinikai tlinetek felismerése, melyek mar

korai stadiumban is jelentkezhetnek. Az endokrin orbitopathia gyantja esetén a betegség

immunologiai aktivitasat is mindenképpen vizsgalni kell, hiszen a beteg panaszai és a klinikali

tiinetek nem minden esetben tiikrozik a folyamat aktivitasat. Az EOP diagnosztikdjaban a
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CAS meghatétrozétsa18

az aktivitds objektiv mérésére szolgal, mig a NOSPECS rendszer a
betegség sulyossagat hivatott felmérni.* A betliszo az alabbi kategériakat jelsli: N: No signs
or symptoms (Nincsenek jelek vagy tlinetek), O: Only signs, no symptoms (Csak jelek,
tiinetek nélkiil, példaul fels6 szemhéj retrakcio), S: Soft tissue involvement (Lagy szoveti
érintettség, példaul kotéhartya duzzanat vagy borpir), P: Proptosis (Szemkidiilledés, az
orbitdlis térfogat novekedése miatt), E: Extraocular muscle involvement (A szemmozgatd
izmok érintettsége, példaul kettdslatas), C: Corneal involvement (Szaruhartya karosodas,

példaul expozicids keratopathia), S: Sight loss (Latasvesztés, altalaban optikus neuropathia

kovetkeztében).

A mas orbita folyamatoktoél vald elkiilonitésben szerepe van egyéb képalkoto
vizsgalatoknak is (ultrahang, komputertomografia). Ezek a moddszerek azonban nem
nyUjtanak részletes informacidt a szemizmok ¢€s a retrobulbdris szovetek allapotarol, igy a
betegség sulyossaganak megitélésére vagy kovetésre nem alkalmasak.”? MR vizsgalat sorén a
képi informacio és az izmokban mért T2 relaxacios idd, valamint a zsirelnyomasos, un. STIR
felvételek a betegség sulyossagarol és aktivitasardl, mig a somatostatin analdoggal vagy
dietilén-triamin-pentaecetsavval (DTPA) végzett SPECT/CT vizsgalatok a folyamat

aktivitasarol t4j ¢koztatnak.?

Fontos diagnosztikai modszer tovabba a TRADb szintjének és a pajzsmirigy
funkcionalis llapotanak meghatarozasa.”* Az emelkedett szabad T4 és csdkkent TSH szintek

mellett a TRAb pozitivitas j ellemz8.%

3.3. Az endocrin orbitopathia kezelése

Az EOP kezelése jelenleg két hasonld tartalmii nemzetkdzi ajanlas, az European
Group on Graves’ Orbitopathy (EUGOGO) és az eurdpai és az amerikai pajzsmirigy tarsasag
kozos ajanlasa alapjan torténik, amelyben a megel6z6 évek publikacioit alapul véve
fogalmaztdk meg a jelenleg is érvényben 1€vo terdpids ira’lnyelveket.18
Az EOP kezelése, kiilonosen a stlyosabb esetekben, megkdveteli, hogy a betegek olyan
kézpontokba keriiljenek, ahol a belgyogyasz-endokrinologus, a szemész, valamint sziikség
szerint a sugarterapids szakember és sebész egyiitt kezelhesse a beteget. Osszehangolt
munkajuk biztositja a megfeleld ellatast.

Enyhébb esetekben szelén rendszeres szedése, a beteg allapotanak folyamatos nyomon

kovetése mellett, kedvezd hatast gyakorolhat a betegség lefolyasara.”>?® Emellett kiemelten
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fontos felhivni a figyelmet a dohanyzés abbahagyasara, hiszen az nemcsak az EOP
kialakulasadnak kockazatat és a sulyosabb formak megjelenését fokozza, hanem jelent6sen

2128 Kiegészitd kezelésként, a lokélis szemészeti

csokkenti a kezelés hatékonysagat is.
készitmények, milkonny, és a cornea kiszaradasat gatldé szemzsel¢ segitik a cornea
védelmét.”**° A prosztaglandin-analog tartalmt szemcseppek csdkkenthetik a megnovekedett
szemnyomést.31

Kezelés soran a pajzsmirigymiikodést az euthyreoid tartoméanyba kell beéllitani, hiszen
a hyperthyreosis mellett a kezelés soran kialakuld atmeneti, iatrogen hypothyreosis is
kedvezOtlen a betegség szempontjabol. A hypothyreosis elkeriilésére célszerti a blokkolas-
visszapoétlas kezelési modot alkalmazni, melynek soran a thyreostatikus hatdsu gyogyszer
biztosan hatdsoa adagja mellé thyroxint adagolunk a betegnek. A szemtiinetek szempontjabol
az alacsony-normal TSH értékek a legkedvezdbbek.

A pajzsmirigy tulmikodés kezelésére pajzsmirigy miitét is valaszthaté. A
hyperthyreosis miitéti kezelése utan — mely EOP-ban near total, vagy total thyreoidectomia —
korai thyroxin-potlas sziikséges a hormonhaztartas fenntartasa érdekében. Kozépstlyos vagy
stulyos EOP és magas TRAD szint esetén a miitéti kezelés részesitendd el('inyben.3232 A
pajzsmirigy eltdvolitds Onmagéban is javulast eredményezhet az EOP lefolyésaiban,33
feltehetden az orbitaban és a pajzsmirigyben is jelen levd TSH receptor autoimmunitast
fenntartd mennyiségének csokkentése utjan.

A hyperthyreosis radioaktiv jod izotoppal torténd kezelése a pajzsmirigy follikuléris
sejtjeinek apoptozisa altal csokkenti a pajzsmirigyhormonok szintézisét.* Ezt a kezelést
azokndl a betegeknél részesitik elonyben, akiknél a hagyomanyos thyreostaticus
gyogyszerekkel (propylthiouracilt, methimazol, carbimazol) végzett kezelés utan tovabbra is
magas a TSH receptor elleni antitest (TRAb) szintje, vagy akiknél gyogyszeres kezeléssel
nem lehetséges tartds euthyreoid allapotot elérni. A radioaktiv jod kezelés kontraindikalt
aktiv, kozépsulyos €s sulyos EOP esetében, kiilondsen emelkedett TRAD szint mellett. Ismert,
hogy a radiojod a betegek koriilbelill egyharmadandl a mar meglévé szemtiinetek
sulyosbodasahoz vezet, és a magas kockazatl csoportokban akar EOP-ot is kivalthat. Az EOP
inaktiv fazisdban végzett radiojod kezelés esetén preventiv ordlis kortikoszteroid kezelés
ajanlott az orbitat értintd kedvezdtlen hatasok megel6zésére. ™

Az életmindséget jelentdsen befolyasold orbitopathia, illetve kozépsulyos €s sulyos,
immunologiailag aktiv EOP-ban immunszuppressziv kezelés sziikséges. Az elsdvonalbeli

terapia intravénds kortikoszteroidok alkalmazasa. A kezelési séma jellemzden 4,5 g kumulativ

dozistt methylprednisolone intravénasan (hetente egyszer 500 mg hat héten at, majd
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ugyanennyi ideig hetente egyszer 250 mg).'® Az immunszuppressziv kezelés szempontjabol
rendkiviil fontos a korai felismerés és a betegség aktivitasanak felmérése, mert ez a kezelés az
immunfolyamat aktivitasdnak maximumén a leghatdsosabb, amely akar hetekkel vagy
honapokkal megeldzheti az EOP sulyos szemtiineteinek kialakulasat.®

Ha a kortikoszteroid kezelés nem elegendd vagy ellenjavallt, retrobulbaris irradiacio
(orbitanként 20 Gy kumulativ dozis, 10 alkalommal 2 Gy addsa mindkét orbitara) is hatasos
az EOP kezelésében,™ mig egyes kutatdsok szerint az intravénds kortikoszteroidok
retrobulbaris irradidcioval valé kombinacioja még hatékonyabbnak bizonyult.36

Korabban a gliikokortikoidok hatékonysagat jellemzden immunszuppressziv
keresztiil csokkentik a kialakult gyulladast. Mas sejttipusokban azonban kimutattak, hogy a
gliilkokortikoidok képesek géatolni a HA termelést is.394 A gliikokortikoidok HA
metabolizmust befolyasold hatasat orbita fibroblasztok esetén kordbban még nem vizsgaltak.

Sulyos, latast veszélyezteté EOP és a nervus opticus kompresszioja esetén rovid ideig
alkalmazott nagydozisu intravénas kortikoszteroid kezelés sziikséges. Amennyiben két héten
beliil nem tapasztalhatd javulas, vagy a terapia ellenére a Visus tovabb romlik, siirgdsségi
orbita dekompressziés miitét elvégzése indokolt, amely az orbita lateralis, medialis vagy

mindkét csontos faldnak eltavolitasaval torténik.™®
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3.4. Az endocrin orbitopathia pathogenesise

3.4.1. Az orbita fibroblasztok aktivacioja

Az EOP pathogenesisében, az autoimmun folyamat elsédleges célpontjai az orbitaban
talalhaté fibroblasztok.* A pajzsmirigy ¢és az orbitak ellen iranyuld autoimmunitas kozotti
pathogenetikai kapocsért felelds autoantigén a pajzsmirigy stimulalé hormon receptor
(TSHR), mely a pajzsmirigy follikularis sejtjein és az orbitaban talalhaté fibroblasztok
felszinén egyarant expresszalddik. A TSHR-t az antigén-prezentald sejtek internalizaljak és
lebontjak, majd a TSHR peptideket 6 hisztokompatibilitasi komplex II (MHCII) kapcsoltan
prezentaljdk a helper T-sejtek szdmara, melyek aktivaciot kovetdéen, a CD154-CD40
kapcsolaton keresztiil kolcsonhatasba 1épnek az autoreaktiv B-sejtekkel, és a B-sejtek TSHR
ellenes antitesteket termeld plazmasejtekké torténé differencialodasat serkentik, vagy
autoreaktiv T-sejtekként kemotaktikus faktorok hatasara eljuthatnak az orbita szovetekbe.
Mivel az orbita fibroblasztok is expresszalnak CD40 fehérjét, képesek kdlcsonhatasba 1épni a
CD40 ligandot (CD154) hordozé CD4+ T-sejtekkel.® A plazmasejtek altal termelt
autoantitestek pedig az orbita eredetii fibroblasztok felszinén expresszaloddé TSHR-hoz
kotédve a fibroblaszt sejtek aktivaciojat okozzak (1. abra).

A TSHR-ra gyakorolt hatasuk alapjan haromféle autoantitestet kiilonboztetliink meg:
stimulalo, blokkold és TSHR-kotd antitesteket (utobbiak bioldgiai aktivitds szempontjabol
semlegesek). A Graves-koros betegekben a stimulaldo TSHR ellenes autoantitestek (TRAD)

jelenléte dominal, és egyben ezek felel6sek a hyperthyreosis kialakulasaért.
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Internalizacio
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1. abra. Az orbita fibroblasztok aktivaciéja EOP-ban

TSHR: pajzsmirigy stimulalé hormon receptor; APC: antigén-prezentald sejt; Thl: helper T-
sejt; MHCII: f6 hisztokompatibilitasi komplex II; TCR: T-sejt receptor; CD40: cluster
determinant 40; CD154: cluster determinant 154; TNF-a: tumor nekrézis faktor-a; IFN-y:
interferon-y; OF: orbita fibroblaszt
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A TRAD szintjét kritikus tényezOnek tartjdk az EOP pathogenesise szempontjabol,
mivel a TRAD szint korrelal a TED klinikai sulyossagaval, igy gyakran magas TRAD titer
figyelheté meg a silyos EOP-ban szenvedd betegeknél.*® A Graves-Basedow korban
szenvedd betegeknél a TRAD pozitivitas mellett, nem tal magas titerben, de gyakori a
thyreoglobulin és a thyreoidea peroxidaz ellenes antitestek jelenléte is.*> Emellett igazoltdk,
hogy az inzulinszerii névekedési faktor 1 (IGF1) receptor (IGF1R) fizikai és funkcionalis
komplexet képes alkotni a TSH receptorral,*® és a két receptor egyidejii aktivalasa szinergikus

.. 47,48

A TSHR autoantitestekkel valo stimulalasa a PKA/CREB, mTOR, AKT és nuklearis
faktor kappa B (NF-kB) jelatviteli Gtvonalak ativalasa révén®®® fokozza az orbita
fibroblasztok proliferacidjat és gyulladasos mediatorok, példaul IL-6 és IL-8 termelését™ ™,
mig az IGF1R egy receptor tirozin kindz, amely aktivalja a PI3K/AKT, Ras/Raf/MEK ¢és IRS

" Habar t6bb tanulmanyban leirtak az IGF1 receptor ellenes antitestek

jelatviteli utakat.
jelenlétét, valamint az IGF1R és TSHR ko-lokalizaciojat orbita fibroblasztokon, ezek szerepe
az endokrin orbitopathia pathogenesisében még nem teljesen tisztazott.”>® Ismert, hogy az
IGF1R kapcsolt Ras/Raf/MEK ¢és PI3K/AKT jelatviteli utak fokozhatjak a proliferaciot, a
gyulladast, az adipogenesist, a hegszovet képzédést, valamint a sejtek talélését, az
IGFIR/TSHR jelatvitel pedig a gliikozaminoglikanok termelését is képes fokozni.**®#%

Mig a TSHR ¢és IGFIR stimuladldsa olyan jelatviteli folyamatokat indit el, melyek
immunsejtek (CD4+ ¢és CD8+ T-limfocitdk, monocitdk, makrofdgok, B- limfocitdk,
plazmasejtek és hizosejtek) altal termelt faktorok a gyulladasos éallapot fenntartdsa mellett,
szintén hozzajarulnak a fibroblasztok aktivalasahoz.

Az immunsejtek és orbita fibroblasztok altal egyarant termelt IL-6, receptorahoz
kotddve aktivalja a JAK/STAT3 és PI3K/AKT jelatviteli utvonalakat®® és ezéltal serkenti a

crer

aktivalt makrofagok és mas immunsejtek altal termelt IL-1 a JNK, p38 és AP-1 Gtvonalakon

keresztiil®"®® 10j4

dendritikus sejtek, monocitak és makrofagok altal termelt IL-15 az autoimmun folyamat

fenntartdsaban jatszik szerepet a B- és T-limfocitdk aktivacioja és proliferaciojuk serkentése

révén, mig az IL-17 a Thl7 sejtek altal termelt gyulladdsos citokin, amely azaltal, hogy
69,70

Tovabba, az adipogenesis indukalisa,”" a gyulladasos citokin termelés serkentése,

immunsejtek toborzéasa® és az extracellularis matrix termelés fokozésa utj an'? a T-limfociték,
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makrofagok és aktivalt hizosejtek altal termelt 15d-prosztaglandin (PG) J2, PGE2 és PGD2
szintén hozzajarul az orbita szovetek térfogatnovekedéséhez.

A tumor nekrdzis faktor o (TNFa) kulcsfontossagu proinflammatorikus citokin, amely
gyulladasos molekuldk, koztiik mas citokinek ¢és sejtadhézidos molekulak (ICAM, VCAM)
expresszidjat valtja ki, valamint fontos szerepet jatszik a gyulladasos allapot fenntartasa és az
immunsejtek toborzasa mellett a sejtproliferacio, differenciacio és apoptdzis szabalyozasaban.
A TNF-a serkenti a ciklooxigenaz-2 (COX-2) enzim aktivitasat, amely elOsegiti a
prosztaglandinok termelését. A TNF-o kotodése a sejtfelszini receptoraihoz (TNFRI1 és
TNFR2) aktivalja a NF-kB jelatviteli utvonalat, amely szerepet jatszik a gyulladasos
mediatorok, példaul az interleukin-8 (IL-8), monocita kemoattraktans protein-1 (MCP-1) és
vérlemezke-eredetii ndvekedési faktor BB (PDGF-BB) expresszidjanak szabalyozasaban.”>™

Az orbita fibroblasztok maguk is aktiv szerepet toltenek be az autoimmun gyulladés
fenntartasaban. Azaltal, hogy CD40-et expresszalnak — mely kostimulalo fehérje tobbek kozt
a makrofagok, limfocitak és thyreocytdk felszinén is megtalalhaté’> — a CD40 liganddal
(CD154) rendelkezé CD4+ T sejtek képesek a CD40—CD154 kapcsolat kialakitasan keresztiil
kozvetleniil aktivalni az orbita fibroblasztokat. Ennek kovetkeztében a fibroblasztok
proliferacioja,® interleukin-1 (IL-1) és interleukin-6 (IL6) termelése fokozodik, tovabba az
aktivalt T-limfocitaktol szarmazé interferon-y (IFN-y), valamint a fibroblasztok és
makrofagok altal szekretalt IL-1 fokozza a HA és a PGE2 szintézisét, mig az interleukin-2
(IL-2) a sejtmedialt immunvalaszban jatszik fontos szerepet.76'79

Az orbita fibroblasztokat a CD90 glikoprotein (Thyl) expresszioja alapjan Thyl- és
Thy1+ altipusra oszthatjuk.2® A Thyl- OF sejtek, avagy preadipocitak kozos jellemzéje, hogy
képesek adipogenesis iranyaba differencialodni. Korabbi vizsgalatok kimutattak, hogy a
peroxiszoma-proliferator aktivalt receptor gamma (PPARy) agonistak fokozzak az
adipogenesist és a TSHR expresszidjat, valamint gatoljak a gliikozaminoglikan szintézist és
csokkentik az autoimmun gyulladast.®*®? A prosztaglandinok, valamint az IL-1B, IL-6 szintén
adipogén hatastak. Mig a Thl limfocitak altal szekretalt TNF-a és IFN-y gatoljak az
adipogenesist,® ezzel szemben a Thyl+ orbita fibroblasztok TGF-p hatasara miofibroblaszt
iranyu transzdifferencidlodason mehetnek keresztiil, mely kulcsszerepet jatszik az ECM
komponensek felhalmozodasaban. Ismert, hogy a Thyl+ fibroblasztok antiadipogén faktorok
termelésével gatoljdk az adipocita differencialodast, befolydsolva a Thyl- és Thyl+ OF
aranyanak egyensulyat.’® EOP-ban az orbita fibroblasztok fokozott proliferacioja, ECM
termelése, és adipocitava vagy miofibroblasztokka torténd differencialodasa hatarozza meg az

orbita szdveteinek térfogat-ndvekedését 528
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3.4.2. A miofibroblaszt iranyu differencialodas

A miofibroblasztok kontraktilis, a-simaizom aktin (a-SMA) pozitiv sejtek, amelyek
fontos szerepet tOltenek be szamos fiziologias folyamat szabdlyozasaban, koztik a
sebgyogyulas folyamataban, azonban tartds jelenlétiik és aktivacidjuk a szovetekben fibrozis
kialakulasahoz vezet. A miofibroblasztokat eredetiik szerint csontveldi eredetii és nem
csontveldi eredetli sejtekre oszthatjuk. A csontveldi eredetii sejtek a keringd mesenchymalis

Ossejtekbdl vagy csontveldi eredetli, CD34+ fibrocitakbol szarmaznak, 2+

mig a nem
csontveldi eredetti miofibroblasztok tobbek kozt fibroblaszt, epithel, endothel, mioepithel,
simaizom és zsirsejtekbdl, pericitdkbol vagy daganatos hamsejtekb6l egyarant
képzédhetnek 24887

Ahhoz, hogy a fibroblaszt sejtek miofibroblasztta differencialodjanak, lokalisan harom
f6 kritériumnak kell teljesiilnie: (i) biologiailag aktiv TGF-B1 jelenléte, (ii) extracellularis
stressz, amely az ECM mechanikai tulajdonsagainak valtozasabol és az extra domén A
fibronektin (EDA-FN)/integrin kolcsonhatasokbol ered, és (iii) bizonyos fenotipus
modulatorok pl. EDA-FN ¢és HA termelddése. Azt az atmeneti allapotot, amikor az aktivalt
fibroblasztok proliferacioja, migracidja, ECM termelése és citokin termelése fokozodik, de a-
SMA pozitivitis még nem figyelheté meg proto-miofibroblaszt allapotnak nevezziik.2®®
Annak ellenére, hogy a szakirodalomban kevés informacié all rendelkezésre az ezen
allapotban 1év6 sejtek azonositasaval kapcsolatban, a proto-miofibroblasztoknak mar tobb
kulcsfontossagn jellemzéijét leirtak.®®® Ezek egyike az aktin citoszkeleton atrendezSdése,
melynek sordn a fO6ként membranhoz kotott G-aktin monomer polimerizalodik és
citoplazmatikus F-aktin stresszfilamentumokké alakul.”® Az F-aktin stresszrostok képz6dése
lehet6vé teszi a kornyez6 sejtekhez és az ECM komponensekhez valo kapcsolodast, kadherin
alapu adhézi6, valamint integrin-tartalmi membrankomplexek segitségével. ™% A kadherinek
kalciumion-fiiggd sejtfelszini adhéziés molekulak, amelyek alapvetd szerepet jatszanak a
sejtek kozotti kapcsolatok kialakitdsaban és fenntartdsaban. Az F-aktin és a kadherinek
kozotti kapcesolatot az igynevezett Katenin csaladba tartozo fehérjék (pl. a-katenin, B-katenin)
kozvetitik. A Kateninek a kadherin citoplazmatikus részéhez kotddnek, és dsszekapcsoljak azt
az aktin citoszkeletonnal.***® Az integrin transzmembréan receptorok kulcsfontossagu szerepet
jatszanak a sejtek és az ECM kozotti kapcsolatok kialakitdsaban. Heterodimer fehérjék,
amelyek egy alfa és egy béta alegységbdl allnak, ezek kiilonb6z6 kombinaciodi teszik lehetdvé
az integrinek sokféleségét és azt, hogy kiilonboz6 ECM komponensekhez kapcsolodjanak,

példaul az a5P1 integrin a fibronektinhez kotddik, mig az 02p1 integrin foként a kollagénhez
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kapcsolddik. Ez a kapcsolat kétiranyu kommunikaciot tesz lehetdvé a sejt és a koriilotte 1évo
ECM kozott.* 9% A fent ismertetett folyamatok mellett az érett miofibroblasztokat mar
nagyobb kontraktilitas, valamint fokozott a-SMA, fibronektin és kollagén expresszio jellemzi
(2. 4bra).®°

ﬁbmt

TGF-B
extracellularis
stressz

TGFB
fenotipus

mechanikai | modulatorok
feszliltség

kollagén T
fibronektin T
*‘aSMA* stressz rostok T

‘kontraktilitas T

2. abra. Az orbita fibroblasztok miofibroblaszt iranyu differencialédasa
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A miofibroblaszt fenotipus kialakitasat harom ismert jelatviteli Gtvonal befolyasolhatja: a
TGF-p1/Smad, a HA/CD44/EGFR, és a Wnt/B-Katenin titvonal.

TGF-B1/Smad kozvetitett miofibroblaszt differencialodas soran a TGF-f felszabadul a
LAP komplexbdl, és a TGFBRII dimerekhez kotédik, lehetévé téve a TGFBRI-vel valo
kapcsolddasat és az Gitvonal aktivalodasat. Ezt kovetden a Smad2 és Smad3 foszforilalodik, és

Smad4-el komplexet képezve a sejtmagba transzlokalodik, ahol képes kotddni a célgének

crer

fibrotikus gének transzkripcioj 4t.%>%

A képz6d6 HA hyaladherineken keresztiili kolcsonhatasa a sejtfelszini  cluster
determinant 44 (CD44) receptorral szamos élettani és patologiai folyamatban jatszik szerepet,
mely egy transzmembran receptor, a lipid raftokba transzlokalodik majd aktivalja az EGFR
ko-receptort és bifazikus jelatviteli folyamatokat indit el az ERK1/2 és CaMKII utvonalakon.
A korai jelatviteli folyamatok a differencialédassal kapcsolatos gének kifejez6dését, mig a
késdi jelatviteli események a proliferaciot szabalyozd gének expresszidjat serkentik (3.A
aibra).97 A HA/CD44/EGFR jelatvitelt a HA szintézis fokozasan keresztiil a TGF-B1 is
befolyaisolja.98

A Wnt ligand Dickkopf-related protein 1 (DKK1) hidnyaban egyidejiileg kotodik a
Frizzled receptor extracellularis doménjéhez ¢és a Kis strliségli lipoprotein-receptorhoz
kapcsolodo fehérje 5 és -6 (LRPS és LRP6) koreceptorhoz. Amikor a Wnt ligand megkotddik,
a Frizzled receptor és az LRP5/6 koreceptor egy komplexet alkotnak. A Wnt ligand kdzvetett
modon foszforilalja az LRP5/6-ot azéltal, hogy olyan jelatviteli folyamatot indit el, amely
aktivalja a Disheveled (DVL) fehérjét, valamint toborozza és aktivalja a CKly és GSK-33
kinazokat.* A DKK1 a Wnt jelatviteli Gtvonal gatlé molekuldja, mely elsésorban a LRP5/6
koreceptorokkal 1ép kdlcsonhatasba, megakadalyozva ezzel a Wnt fehérjék (Wntl, Wnt3a és
Wnt5a) kotoédését. A Wnt/FZD/LRP jelatviteli utvonal a dishevelled (DVL) altal kozvetitett
B-katenin gatld komplex (CK-1/Axin/APC/GSK-3) gatlasa révén, elGsegiti a [-katenin

crer

faktorokhoz kapcsolodva, pro-fibrotikus gének expressziojat indukalja (3.B abra).’001

Tovabba kimutattdk, hogy a TGF-Bl a DKKI1 gatlasan keresztiil képes aktivalni a Wnt

jelatviteli Gtvonalat, ezzel is el8segitve a miofibroblaszt-differencialodast.*%%'%
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3. ébra. A HA/CD44/EGFR, és a Wnt/B-katenin jelatviteli itvonalak

A — HA/CD44/EGFR utvonal; B — Wnt/B-katenin utvonal

CD44: a HA {6 sejtfelszini receptora; EGFR: pidermalis novekedési faktor receptor ; ERK1/2:
tracellularis szignalregulalt kinaz-1 és -2 ; CaMKII: k alcium-kalmodulin-fiiggé kinaz 1I ;
DKKZ1: Dickkopf-1 Whnt-inhibitor fehérje; WNT: Wnt fehérje ; LRPS5/6: kis stirliségii
lipoprotein-receptorhoz kapcsolodo fehérje 5 és -6 ; DVL: dishevelled; CK-1: kasein kinaz-1;
AXxin: axin scaffold fehérje; GSK3: glikogén-szintaz-kinaz 3; APC: APC tumor-szuppresszor
fehérje; TLF: T-cell Factor/Lymphoid Enhancer Factor; LEF: Lymphoid Enhancer Factor.

3.4.3. A TGF-p jelatvitel miofibroblaszt differencialodasban bet6ltott szerepe

A TGF-B egy 25 kDa méretli polipeptid homodimer, mely a sejtproliferacio,
differencidlodas, motilitds, apoptozis és ECM termelés szabalyozdsdban egyarant fontos
szerepet jatszik.'®* Harom f6 isoformaja ismert (TGE-B1, TGF-B2 és TGF-B3), melyek koziil
a TGF-B1 dominans isoforma, de a TGF- 3 szupercsalad tagjai kdzé tartozik tovabba a bone
morphogenetic proteins (BMP) és a anti-Miiller hormon (AMH) is.1%®

A TGF-p prekurzor formajaban keletkezik, mely a TGF-f homodimer mellett egy pro-
peptid szakaszt is tartalmaz. Szintézist kovetéen a TGF-f homodimer interakcidba 1ép egy
peptiddel (LAP - Latency Associated Peptide) 1étrehozva a kis latens komplexet (SLC), amely
a sejt belsejében marad a nagy latens komplex (LLC) létrejottéig, melynek soran egy masik

fehérje, a latens TGF-B- kotd fehérje (LTBP) hozza kapcsolodik, majd a komplex
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transzlokalodik az extracellularis térbe.%®

A TGF-B a latens komplexben inaktiv formaban
van jelen, aktivalasa altalaban kiilonb6z6 enzimek és mechanikai hatésok altal torténik. %1%
A protedzok és metalloproteazok a LAP proteolizise révén képesek felszabaditani a TGF-B-t a
latens komplexbdl. A savas kornyezet denaturalhatja a LAP fehérjét, igy okozva TGF-B
aktivaciot. A reaktiv oxigén gyokok (ROS) szintén befolydsoljak a LAP szerkezetét. A
thrombospondin-1 (TSP-1) és az aV integrinek kozvetleniil aktivaljak a latens TGF-p-t
azaltal, hogy interakcioba lépnek a TGF- komplexszel. A LAP komplexbdl felszabaduld
TGF-p ligandok elészor a TGF-f RII-hoz kotédnek be, mely TGF-B RI-hez (AIK5, activin-
like kinase receptor 5) kapcsolodik, és azt foszforiladlva 1étrehozza a funkcionalis receptort,
amely 2 TGF-B RI-t és 2 TGF-B RII-t tartalmaz6 heterotetramer. A TGF-B RIII, mas néven
bétaglikan koreceptorként funkcional, mely képes nagy affinitdssal kotni a TGF-
izoformakat és prezentalni azokat a TGF-BRII szamara.

A fibroblaszt sejtek miofibroblaszt iranyba torténd differencialodasaban a TGF-f
SMAD-fiiggd utvonala jatszik kulcsszerepet.”>® A TGF-P receptor aktivalasat kovetéen, a
receptor altal katalizalt foszforilacios folyamat kovetkezik, melynek soran az R-SMAD-0k
(receptor altal aktivalt SMAD fehérjék), a SMAD2 és SMAD3 foszforilalodnak, majd az R-
SMAD-ok oligomert képezzenek a SMAD4 (Co-SMAD), fehérjével. A SMAD-komplex a
szekvenciakhoz kotddve szabalyozza a pro-fibrotikus gének, igy a kollagén, a fibronektin és
az a-SMA transzkripcigjat. Az I-SMAD-ok, mint a SMAD7 képesek megakadalyozni a R-
SMAD-ok ¢és az aktiv receptor kozotti kolcsonhatést, csokkenteni a receptorok mennyiségét a

sejtfelszinen, illetve transzkripcios represszorként is mitkddhetnek a sejtmagban’® (4. abra).
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4. abra. A TGF-p SMAD-fiiggé jelatvitele
TGF-B: transzformaldé novekedési faktor-p; LAP: latencia-asszocialt peptid; TGF-f RI:

transzformalod novekedési faktor-p receptor I; TGF-B RII: transzformald novekedési faktor-§

receptor I,

R-SMAD: receptor altal aktivalt SMAD; CO-SMAD: kooperativ SMAD; I-

SMAD: inhibitor SMAD
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3.4.4. A hialuronsav szerepe az endocrin orbitopathia pathogenesisében

A HA szulfatcsoportot nem tartalmazé, ismétlodé diszacharid alegységekbol allo linearis
gliikozaminoglikin (GAG), az ECM egyik & komponense.'®**° Higroszkopos biopolimer,
melynek taltermelédése, nagy vizmegkotd képessége miatt, jelentdsen hozzajarul a szoveti
0déma kialakuldsahoz, kedvezoétleniil befolydsolva a betegség lefolyasat. Tovabba
feltételezhetd, hogy a HA felhalmozddasa kozvetett modon a fibroblasztok miofibroblaszta
torténd differencialodasat is serkentheti, hiszen a sejtek korili ECM mechanikai
tulajdonsagainak valtozasa a TGF-P latens komplexbél valo felszabadulasat okozhatja. '

A HA bioszintézisét harom transzmembran glikoziltranszferaz izoenzim, a hialuronsav
szintaz 1, 2 és 3 (HAS1, HAS2 és HAS3) végzi, melyek UDP-gliikkuronsavbol és UDP-N-
acetil gliikozaminbol épitik fel a HA lancot.'® E két cukor-nukleotid (UDP-GIcUA és UDP-
GlcNAc) mennyisége képes szabalyozni a szintazok génexpresszidjat. Mig a HAS1 széles
mérettartomanyban hoz létre HA lancokat (2x10°-2x10° Da), a HAS2 nagy polimereket
(>2x10° Da), a HAS3 pedig rovidebb lancokat (< 3x10°) szintetizal™ A HA lancok,
szintézist kovetden, a szintdzokon keresztiil sejtfelszinhez horgonyozva vagy sejtfelszini
receptorhoz kdtve a pericellularis térben maradnak, amig a hialuronidaz aktivitas és egyéb
tényezOk, példaul képzodo reaktiv oxigén gyokok (ROS) hatasara fel nem szabadulnak a
kotésbol.

A lebontast végzd hialuronidazok hat alcsaladba sorolhatok. Emldsokben a
lizoszomakban taldlhatd HYALL és a plazmamembranhoz kapcsolodo HYAL?2 felelés a HA
degradacioért. A HYAL2 a hosszi lanca HA-t bontja fel Kkisebb, 10-20 kDa-0s
oligoszacharidokra. Ezek a HA egységek a sejtfelszini HA receptorokhoz kotédve
endocitozissal bejutnak a sejtbe, ahol a HYALI tovabb bontja azokat.*® A kézelmultban
emellett két 0j, a HA lebontasaban szerepet jatszo fehérjét is azonositottak, a sejt-migraciot
indukal6 fehérjét (cell migration-inducing and hyaluronan-binding protein, CEMIP) régebbi
nevén KIAA1199, valamint a transzmembran protein-2-t (TMEM2). A CEMIP Klatrin-
medialt endocitozis révén kiemelt szerepet jatszik a HA depolimerizaciojaban dermalis- és
szinovialis fibroblasztokban, mig a TMEM2 a CEMIP gatlasan keresztiil szabalyozza a HA

termelést™’ (5. abra).
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5. abra. A hialuronsav metabolizmus egyensilya

HAS1: hialuronsav szintaz-1; HAS2 hialuronsav szintaz-2; HAS3: hialuronsav szintaz-3;
TMEM2: transzmembran protein-2; HYALI: hialuroniddz-1; HYAL2: hialuronidaz-2;
CEMIP: sejt-migraciot indukalo fehérje

A HA nem csupan szerkezeti elemként funkcional, hanem az ECM egyéb molekulaival,
tovabba autokrin modon ugyanazon a sejtfelszinen 1évé HA receptorokkal, mig parakrin
modon a szomszédos sejtek HA receptoraival interakcioba Iépve a sejt-ECM és sejt-sejt
kozotti kolesonhatasokban is szerepet jatszik.

A HA kot6 sejtfelszini receptorok koziil a CD44 a legjelentdsebb. A CD44 receptor a
hialuronsavval interakcioba 1épve szamos élettani és patologiai folyamatban jatszik szerepet,
tobbek kozt a pericellularis matrix retencidjaban, a sejt-matrix szignalizacidban, a sejtek
lebontasaban. A CD44 mellett egyéb receptorok, mint példaul a HA-medialt motilitas receptor
(RHAMM), nyirokrendszeri endothelialis hialuronsav receptor (LYEV-1), hialuronsav
endocytosis receptor (HARE) és a ,toll-like” receptor-4 (TLR-4) szintén képesek
kolcsonhatast kialakitani a hialuronsavval. A HA és a HA-koto fehérjék, az aggrekan és a
verzikan kozotti kdlesonhatasok a sejtek kozotti kommunikacioban és a szovetek mechanikai
tulajdonsagainak szabalyozasaban jatszanak szerepe:t.llo‘119
A vérlemezke-eredetli ndvekedési faktorok (PDGF) csalddjat 6t izoforma alkotja,

amelyek a PDGF-A, -B, -C és -D lancokbol all6 homo- vagy heterodimerek. Az EOP kapcsan
bizonyitott, hogy a makrofagok, monociték és hizésejtek altal termelt PDGF-AA, PDGF-AB

crer
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termelését'?*'?! Hatasukat a PDGF receptor-B-n (PDGFR-B), valamint az o/f heterodimer
PDGF receptorokon keresztiil fejtik ki.'? A harom PDGF izoforma kéziil a PDGF-BB képes
IL-6 termelését, mig a PDGF-AA a legkevésbé hatékony az irodalmi adatok szerint.
Mindezek alapjan feltételezhetd, hogy az orbita szovetek térfogatndvekedésében foként a

PDGF-B lancot tartalmazé PDGF izoformék jatszanak donté szerepet.'?
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4. Celkituzések

Munkénk soran tisztazni szerettiik volna, hogy azok a tényezdk, melyek jelen vannak
az EOP lefolyéasa sordn az orbitdban, és szerepiik lehet a fibroblasztok HA anyagcseréjének
alakitasaban, hogyan befolyasoljak az orbita fibroblasztok HA termelését. Ezzel kapcsolatos
adatot az irodalomban korabban nem talaltunk.

Az EOP elsévonalbeli hatékony kezeléseként alkalmazott gliikokortikoidok kozvetlen
kotdszoveti matrix hatasat feltételeztiik, mely — a jol ismert immunmodulans hatas mellett —
fontos lehet az EOP pathogenesisének befolydsoldsaban. Ezért vizsgaltuk a TGF-B1 altal
indukalt miofibroblaszt differencialodast, valamint az EOP kezelésében hasznalt
gliikokortikoidok hatasat az orbita eredetii fibroblasztok HA termelésére, a HA metabolizmus
enzimeinek expresszidjara és a fibroblaszt proliferaciora. A gliikokortikoidok hatasat PDGF-

BB kezelés mellett, és bor eredetli fibroblasztokkal dsszehasonlitva is terveztiik vizsgalni.
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5. Modszerek

5.1. Primer fibroblaszt kultarak 1étrehozasa

Vizsgalataink soran a Debreceni Egyetem Klinikai Kozpont Szemészeti Klinikajan és
Sebészeti Klinikajan megjelend betegek eltavolitasra keriilt szdvetmintait hasznaltuk fel,
miutan a megfeleld tajékoztatast kovetden beleegyezd nyilatkozatot irtak ald. Vizsgalatainkat
a Debreceni Egyetem Regionalis és Intézményi Kutatasetikai Bizottsaga és az Egészségiligyi
Tudoményos Tanacs Tudoméanyos ¢s Kutatasetikai Bizottsaga hagyta jova (ID:
5913/2012/EKU (84/13)).

Az EOP-ban szenved6 betegek (n=7) dekompresszidés miitéte soran eltavolitott orbita
kotészovetbol és nem-EOP betegek (n=8) egyéb indikacioval végzett - nem pajzsmirigy
betegséghez kapcsolodd — szemmiitétébol szarmazd kotészovetmintakbol primer orbita
fibroblaszt kultirakat hoztunk 1étre. A boérfibroblaszt kulttrakat (n=4) hasi sérvmiitét soran
eltavolitott borszovetekbdl hoztuk 1étre. Az egyes vizsgalatokban nem hasznéltunk fel minden
létrehozott fibroblaszt kulturat. A betegek demografiai adatait az 3. tablazatban foglaltuk
0ssze.

Az EOP-ban szenvedd betegek esetén a betegség folyaman minden beteg kapott
tircosztatikus gyogyszert, és legalabb egy alkalommal 12 hetes intravénas gliikkokortikoid
kezelésben részesiilt. A miitétig minden esetben legalabb egy év telt el a kortikoszteroid
kezelést és az irradiaciot kovetden. Az EOP diagnozisanak felallitasatol eltelt id6 medianja 4
¢v volt (minimum: 1, maximum: 9 év). Az EOP betegek a miitét eldtti utolsd két honapban
mar csak B-blokkolot, diuretikumot, illetve tiroxin potlast kaptak. A miitét iddpontjaban a
betegek alacsony normal vagy szupprimalt TSH-val, valamint a referenciaértékeken beliili,
magas normal pajzsmirigyhormonszintekkel rendelkeztek. A dekompresszids miitét minden

esetben az EOP inaktiv fazisaban zajlott (CAS < 3 a 10 tételes skalan).

28



3. tablazat A felhasznalt primer fibroblaszt kultirak

A donor
Eredet Kozlemény
neme életkora
37 2
42 2
EOP nd 44 1,2
orbita 57 1
kotoszovet 63 1
49 2
férfi
59 1
66 1
nod
82 1
38 1
kontroll
_ 46 2
orbita
52 1
kotdszovet férfi
66 2
69 1,2
71 2
né 63 2
hasi 20 2
borszovet férfi 52 2
78 2

1: Papp et al.*®
2: Galgoczi et al.***

Az orbita- és borfibroblaszt kultarakat Bahn és munkatarsai altal leirt protokoll alapjan
hoztuk létre.*® A sterilen eltavolitott szévetmintakat 2x2 mm-es darabokra vagtuk, majd négy
alkalommal antibiotikum (penicillin/streptomycin) tartalma foszfat pufferben (PBS) mostuk,
végiil az apro szovetdarabokat tenyésztéedénybe helyeztik és 20% (V/V) hdinaktivalt
magzati borjuszérummal (FBS-sel), stabil glutaminnal és penicillin-streptomycin oldattal
kiegészitett M 199 tapfolyadékban (Biosera, Nuaille, Franciaorszag) tartottuk fenn dket, 37°C-
on, 5 % CO, mellett. A tapfolyadékot 3-4 naponta cseréltiik. Ketté-négy hét elteltével (a

tenyészet proliferacidos ratdjanak fliggvényében) a szovetdarabokat eltavolitottuk, és a
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tovabbiakban 10 % FBS, penicillin/streptomycin és stabil-glutamin tartalmd M199
tapfolyadékot hasznaltunk a sejtek fenntartdsdhoz.

A konfluencia elérését kovetden a fibroblasztokat TrypLE Express reagenssel (Gibco,
Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) kezelve T75-6s flaskaba passzaltuk at. Mivel
vizsgalatainkat primer sejtkultirdkon végeztiik, alacsony, 2-6 kozOtti passzazs szamu
tenyészeteket hasznaltunk. A sejtek felszaporitasat kovetden, azokat ismételten TrypLE
Express-el kezeltiik, majd centrifugdlds utan (1000 g) a pelletet fagyaszté keverékben

szuszpendaltuk ¢és a kisérletek elvégzéséig folyékony nitrogénben taroltuk.

5.2. Kezelések

A kisérletekhez a fibroblasztokat 1,56x10* sejt/cm? stiriséggel 24- vagy 96-lyuka
sejttenyésztd lemezre szélesztettiik. A  miofibroblaszt iranyu differencialodas HA
anyagcserére gyakorolt hatasainak vizsgalata soran a kezelésekhez 5 ng/ml TGF-B1 (Gibco,
Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) tartalma 10% (V/V) FBS-sel és stabil
glutaminnal kiegészitett DMEM High Glucose tapfolyadékot hasznaltunk, és a sejteket
tovabbi 24 illetve 72 oran keresztiil inkubaltuk. A gliikokortikoidok hatasanak vizsgalata
érdekében kezelést végeztink hidrokortizon, prednizolon, metilprednizolon, illetve
dexametazon (Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA) adasaval (0,0001-1,0 uM tartomanyban a
koncentraciofliggeés vizsgalata céljabol, majd a tovabbiakban 1 uM koncentracioban, 24 6ran
at), 10 ng/ml PDGF-BB (R&D Systems, Bio-Techne, Minneapolis, MN, USA) mellett,
valamint annak hianyaban 10% (V/V) FBS-sel és stabil glutaminnal kiegészitett M199
tapfolyadékban kontroll és EOP orbita fibroblasztokon és borfibroblaszt (BF) kultarakon.
Minden kisérletet legalabb harom alkalommal, legalabb harom parhuzamos mintan végeztiink

el.

5.3. Sejtproliferacio vizsgalat

A sejtek proliferacios ratajat ELISA BrdU (kolorimetrids) kit segitségével mértiik. A
vizsgalatot a gyarté (Roche, F. Hoffmann-La Roche Ltd, Bazel, Svajc) utasitasai szerint
végeztiikk, 96-lyuku plate-ben. A sejtkulturakhoz a kezelések utolsd 2 orajaban 5-brom-2'-
dezoxiuridin (BrdU) oldatot adtunk 37°C-on, 5 % CO, mellett. A tapfolyadék eltavolitasa
utan a sejteket 30 percig fixaltuk. A fixalo oldat eltavolitasat kdvetden, peroxidaz-konjugalt
anti-BrdU antitestet adtunk a sejtekhez 90 percre, szobahdmérsékleten. Végiil hozza adtuk a

3,3",5,5'-tetrametilbenzidin szubsztratot, majd tiz perc inkubalas utan 2 N H,SO, oldattal
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leallitottuk a reakciot. Ezt kovetdoen Beckman Coulter DTX 880 Multimode Detector
(Beckman Coulter Inc., Brea, CA, USA) késziilékkel mértiikk az abszorbanciat 450 nm-en
(referencia hullamhossz: 620 nm). A mért optikai denzitas (OD) aranyos a beépiilt BrdU

mennyiségével, igy a sejtproliferacio mértékével is.

5.4. Metabolikus aktivitas vizsgalat

Kezelést kovetden a 96 lyuku plate-be szélesztett sejtekhez 3-(4,5-dimetil-tiazol-2-il)-
2,5-difenil-tetrazolium bromid (MTT) oldatot (Merck KGaA, Darmstadt, Németorszag)
adtunk (0,5 mg/mL végkoncentracioban) és inkubaltuk 4 o6ran at 37°C-on. A sejtek
metabolikus aktivitdsukkal ardnyos mértékben képesek az MTT reagenst, mely egy sarga
szinl tetrazolium soO, formazan szarmazékka alakitani. Ezt kovetden a feliilliszokat dvatosan
eltavolitottuk, és a sejtekhez 100 pL/well dimetil-szulfoxidot (DMSO) (Merck KGaA,
Darmstadt, Németorszag) adtunk, majd spektrofotometriasan elemeztiik. A festék
abszorbanciajat 595 nm-en mértiik, hattérkorrekcioval 660 nm-en, Synergy H1 Microplate
Reader (Agilent Technologies Inc. Santa Clara, CA, USA) segitségével. Az OD a sejtek

metabolikus aktivitasat tiikrozi, és kozvetetten ardnyos az €letképes sejtek szamaval.

5.5. HA koncentracié meghatarozas

A 96-lyuku plateken végzett kezeléseket kovetden a feliiluszokat Osszegyiijtottiik és
DuoSet Hyaluronan Kit (R&D Systems, Bio-Techne, Minneapolis, MN, USA) segitségével, a
gyarto altal csatolt itmutatd alapjan meghataroztuk a tapfolyadékba termelt HA mennyiségét.
A sejtekhez kotott pericellularis HA mennyiségének meghatarozasahoz a sejteket kétszer
PBS-el mostuk, majd 0,05 % (w/v) trypsin—-EDTA oldattal kezeltiik 37°C-on 20 percig.
Ezutain a reakciot FBS (10% V/V végkoncentracid) hozzaadasaval allitottuk le. A
sejtszuszpenziodt centrifugaltuk (1000 g, 5 perc), és a pericellularis HA méréshez az igy nyert
feliiluszot hasznaltuk.

Az abszorbanciat mindkét esetben 450 nm-en (referencia hullamhossz: 620 nm) Beckman
Coulter, DTX 880 Multimode Detektorral mértiik. A HA mennyiségét ng/ml tapfolyadék
vagy ng/well értékben fejeztiik ki.

5.6. Gliikkozaminoglikdn (GAG) izolalas

A feliiliszokat Osszegyljtottiik és -20°C-on taroltuk a GAG izoléalasaig. A fehérje
emésztéséhez 1 ml feliiluszohoz 110 pl 1 mg/mL Proteinase K-t (Merck KGaA, Darmstadt,
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Németorszag) adtunk 20 mM Tris pufferben (Merck KGaA, Darmstadt, Németorszag), amely
1% SDS-t tartalmazott, majd 60°C-on 4 oOrdn at inkubaltuk. A GAG kicsapasdhoz 4 ml
eléhttott (-20°C) 96%-os etanolt (VWR International, Avantor, Radnor, PA, USA)
hasznaltunk, és -20°C-on egy éjszakan at inkubaltuk. Masnap a mintakat 14000 g-n 10 percig
centrifugaltuk. Az iiledéket el6hiitott 75%-os etanollal mostuk, majd ismét 14000 g-n 10
percig centrifugaltuk. A levegén szaritott pelleteket Tris/borat/EDTA (TBE) pufferben
(Merck KGaA, Darmstadt, Németorszag) gy(jtottik Ossze, majd 100°C-on 3 percig

inkubaltuk, végiil hiitdszekrényben taroltuk egy éjszakan at.

5.7. Hialuronsav gél-elektroforézis

A HA molekulasily szerinti elvalasztidsahoz Cowman és munkacsoportja altal
beallitott elektroforézis modszert alkalmaztuk.'??” A vizsgalat soran standardként kiilonbozd
ismert molekulatomegli HA (R&D Systems, Bio-Techne, Minneapolis, MN, USA) vizes
oldatait hasznaltunk. Az izolalt GAG mintakat és standardokat bromfenolkék tartalmu
pufferrel (0,02% brémfenolkék 2 M szachar6zzal TBE-ben (Merck KGaA, Darmstadt,
Germany)) kevertiik 6ssze, és 1,5%-os agar6z gélben (Bioline, Meridian Bioscience Inc.
Cincinnati, OH, USA) futtattuk TBE pufferben 0,5 6ran at allandé 20 V-on, majd 3,5 6ran at
allando 40 V-on. Kozvetleniil a futtatads utan a gélt 1 6ran at 30%-os etanolba helyeztiik. A
gélt egy éjszakan at Stains All (Merck KGaA, Darmstadt, Németorszag) festékben festettiik.
A gélt ezt kdvetéen 30 percig 10%-o0s etanolban inkubaltuk sététben, majd a szintelenitéshez
desztillalt vizbe helyeztiikk. A lila hattér eltavolitdsdhoz a gélt a munkaasztalon hagytuk.
Ezutan a gélt beszkenneltiik, és a kapott képeket az Image Studio Digit Ver. 5.2 (LI-COR

Biotechnology — GmbH, Bad Homburg, Németorszag) programmal elemeztiik.

5.8. Polimeraz lancreakcié (PCR)

A 24, illetve 72 oras kezeléseket kovetden a 24 lyukua plate-en szélesztett sejtekrdl a
feliilaszot eltavolitottuk, és a sejteket TRI reagensben (Molecular Research Center Inc.,
Cincinnati, OH, USA) lizaltuk, majd az RNS izolalasig a mintakat -20°C-on taroltuk. A
kiolvasztott mintakat homogenizaltuk, és 100 pl kloroformot (Merck KGaA, Darmstadt,
Németorszag) adtunk hozza. A kloroformmal extrahaltuk a szuszpenzioban 1évo teljes RNS-t.
Centrifugaltuk 15 percig 16 000 g-n. A fels6é vizes fazist 4j DNaz és RNaz mentes csObe
pipettaztuk az atmeneti fazis érintése nélkiil. 375 pl szobahémérsékletli 100 %-0S izo-

propanolt (VWR International, Avantor, Radnor, PA, USA) adtunk hozza a vizes fazisban
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talalhatdo RNS precipitacidjahoz, majd ismét centrifugaltuk 16 000 g-n 10 percig. Ezutan a
feliilszo eltavolitasa, majd a pellet moséasa kovetkezett 1 ml hideg 75 %-os etanollal. Befejezo
1épésként centrifugélast végeztiink 12 000 g-n, 10 percen keresztiil. A feliiluszo eltavolitasa
utan az izolalt RNS-t nukleaz-mentes vizben (Applied Biosystems, Thermo Fisher Scientific,
Waltham, MA, USA) oldottuk, és koncentraciojat Synergy H1 Microplate Reader
segitségével mértiik, majd —20°C-on taroltuk az reverz transzkripcid kivitelezéséig. A
tisztitott RNS mintakat High Capacity CDNA Reverse Transcription Kit (Applied Biosystems,
Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) felhasznalasaval cDNS-sé irtuk at a gyartoto
leirasaban foglaltak szerint.

Végiil TagMan Gene Expression Assay (Applied Biosystems, Thermo Fisher
Scientific, Waltham, MA, USA) hasznalataval detektaltuk a 4. tablazatban felsorolt gének
mRNS expresszidjat. Az RT-PCR reakciot a CFX Opus 96 Real-time PCR rendszeren (Bio-
Rad Hercules, CA, USA) végeztiik. A génexpresszios szintek kvantifikalasahoz a ACT
modszert hasznaltuk, a célgének expresszidjat a glicerinaldehid 3-foszfat dehidrogenaz

(GAPDH) haztartasi gén mRNS szintjéhez viszonyitva normalizaltuk.

4. Tablazat

Fehérje Gén Tagman Assay ID
Alfa-simaizom aktin ACTA2 Hs00426835 gl
Sejt-migraciot indukald fehérje CEMIP Hs01552114 m1l
Fibronektin FN Hs01549976_m1
Glicerinaldehid 3-foszfat dehidrogenaz GAPDH Hs02786624 gl
Hs02758991 g1
Hiauronsav szintaz 1 HAS1 Hs04398914 ml
Hs00987418 _m1
Hiauronsav szintaz 2 HAS2 Hs00193435 ml
Hiauronsav szintaz 3 HAS3 Hs01030577_m1
Hs00193436_m1
Hialuronidaz 1 HYAL1 Hs00201046_m1
Hialuronidaz 2 HYAL2 Hs01117343 g1
Transzmembran protein-2 TMEM2 Hs00910521 m1
Egyes tipusu kollagén alfa lanca COL1A1 Hs00164004_m1
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5.9. Statisztikai elemzés

A vizsgalatok soran nyert adatok statisztikai elemzését a Graphpad Prism 10
(GraphPad, Boston, MA, USA) vagy a STATISTICA 14.0 szoftver (TIBCO Software Inc.,
Palo Alto, CA, USA) segitségével clemeztiik. A kapott eredményeken ismételt méréses
varianciaanalizist (ANOVA) végeztink Tukey vagy Dunnett post hoc teszttel, ahol az
alkalmazott kezelés mint belsé tényezo, a fibroblasztok szarmazasi helye (kontroll, EOP és
bér) mint koztes tényezo szerepelt.

Az adatokat minden esetben atlag = standard hiba (SEM) formdajaban abrazoltuk. A

statisztikai probak eredményét P<0,05 esetben tekintettiik szignifikdnsnak
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6. Eredmények

6.1. A miofibroblaszt differencialodas hialuronsav anyagcserére gyakorolt

hatasa

Az alfa-simaizom aktin (aSMA), egyes tipusu kollagén alfa lanca (COL1A1), és
fibronektin mMRNS expresszidjanak emelkedése igazolta, hogy az orbita fibroblaszt sejtek
miofibroblaszt irany( transzdifferencialodason mentek keresztiil TGF-p stimulacio hatasara
(6. abra). Az aSMA mRNS expresszidja kezeletlen OF kultirak esetén a vizsgalat ideje alatt
nem valtozott, mig a TGF-f kezelés hatasara fokozodott mind 24 és 72 ora elteltével (6.A
abra). A kezeletlen (azonos ideig fenntartott, TGF-p kezelésben nem részesiilt) EOP-OF
kultarak COL1A1 expresszidja az id6 elérehaladtaval 2,78-szorosara emelkedett (p<0,01), de
TGF-B stimulaciot kovetéen tovabb ndtt mindkét vizsgalt idépontban. A K-OF kultarak
COLI1AL1 expresszioja az idével nem, de TGF-P kezelés hatasara szintén emelkedett (6.B
abra). A fibronektin expresszidja bar a K-OF esetén is emelkedd tendenciat mutatott, csak az
EOP-OF kultarakban fokozodott TGF-f hatasara mindkét idépontban. Szintje kezelés
hianyaban az id6 elérehaladtaval nem valtozott (6.C abra).

72 éra elteltével, annak ellenére, hogy az EOP kulturak proliferacioja 87,1%-al (p<0,0001), a
K-OF kutarak proliferacioja pedig 79,7%-al (p<0,0001) csokkent, a TGF-B-val kezelt
kultarak proliferacios rataja magasabb szinten maradt a kezeletlen sejtekéhez viszonyitva (7.A
abra). Az orbita fibroblasztok metabolikus aktivitdsa nem valtozott a TGF-} kezelés els6 24
Orajaban, azonban 72 ora elteltével mérsékelt novekedés volt megfigyelhet6 (7.B abra), amely

feltehetden Osszefliggésben all a a TGF-B-val kezelt kulturdk proliferacios ratajaval.
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6. abra. A TGF-p altal indukalt miofibroblaszt iranyu transzdifferencialodas igazolasa
(K-OF, n=4; EOP-OF, n=4)

A - a simaizom aktin (aSMA); B - I-es tipust kollagén alfa 1 lanc (COL1AT1); C - fibronektin.
Az adatokat az atlag+ a standard hiba (SEM) forméban abrazoltuk. *p < 0,05; **p < 0,01,
***p < 0,001; ****p < 0,0001; az azonos ideig fenntartott kezeletlen tenyészetek értékeihez

viszonyitva
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7. abra. TGF-p kezelés hatasa az orbita fibroblasztok (K-OF, n=5; EOP-OF, n=4)

proliferacios ratajara és metabolikus aktivitasara 24 és 72 orat kovetoen.

A — Sejtproliferacio vizsgalat; B — Metabolikus aktivitas vizsgalat.

Az eredményeket atlag + standard hiba (SEM) forméaban abrazoltuk.

**p < 0,01; ***p < 0,001; az azonos ideig fenntartott kezeletlen tenyészetek értékeihez

viszonyitva

A miofibroblasztokat vizsgalva megfigyeltiikk, hogy mig a feliiluszoba termelt HA
mennyisége nem valtozott a kezeletlen sejtekhez viszonyitva (8.A abra), a pericellularis HA

mennyisége K- OF vonalak esetén 6,1-szeresére, az EOP OF sejtek 4,7-szeresére emelkedett

72 6ras TGF-B kezelést kovetden (8.B éabra).
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8. abra. 24 és 72 oras TGF-P kezelés hatasa az orbita fibroblasztok (K-OF, n=4; EOP-
OF, n=4) hialuronsav termelésére

A — a feliilluszoba termelt HA koncentracioja; B — a sejtekhez kotott pericellularis HA
mennyisége. Az eredményeket atlag + standard hiba (SEM) formaban abrazoltuk.

****p < 0,0001; az azonos ideig fenntartott kezeletlen tenyészetek értékeihez viszonyitva

A TGF-B1 a sejtek eredetétdl fliggetleniil a HAS1 expressziora fokoz6 hatast
gyakorolt mindkét vizsgalt idépontban (8.A abra), mig a HAS2 és HAS3 mRNS szintjét nem
befolyasolta (9.B és 9.C abra).

A HYALI1 expresszidja az id6 eldrehaladtaval emelkedett (K- OF: 2,93-szoros
emelkedés, p=0,0005, EOP- OF: 3,17-szeres emelkedés, p=0,014), azonban ez a novekedés
teljes mértékben megsziint a TGF-f indukalt miofibroblaszt iranyl transzdifferencialodas
kovetkeztében (10.A abra). A TGF-B kezelés nem befolyasolta a sejtek HYAL2 mRNS
expresszidjat (10.B abra).
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A hialuronsav katabolizmust a CEMIP gatlasan keresztiil szabalyoz6 TMEM?2
expresszidja 72 o6ras TGF-B1 kezelés hatasara emelkedett (11.A abra), mig a CEMIP

expresszidja csokkent (11.B dbra).
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9.abra. A hialuronsav szintazok mRNS expresszioja 24 és 72 oras TGF-f kezelést

kovetoen
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(K-OF, n=4; EOP-OF, n=4). A - HASL, B - HAS2, C - HAS3. Az eredményeket atlag +
standard hiba (SEM) formaban abrazoltuk. ****p < 0,0001; az azonos ideig fenntartott

kezeletlen tenyészetek értékeihez viszonyitva
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10. abra. A 24 és 72 6ras TGF-p kezelés hatiasa a hialuroniddzok mRNS expresszidjara
(K-OF, n=4; EOP-OF, n=4)

A - HYALL, B - HYAL2. Az eredményeket atlag+ standard hiba (SEM) formaban
abrazoltuk. ****p < 0,0001; az azonos ideig fenntartott kezeletlen tenyészetek értékeihez

viszonyitva
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11. abra. A transzmembran protein 2 (TMEM?2) és a sejtmigraciot indukalo fehérje
(CEMIP) mRNS expressziéjanak valtozasa TGF-f kezelést kovetéen (K-OF, n=4; EOP-
OF, n=4)
A — TMEM2, B — CEMIP. Az eredményeket atlag+ standard hiba (SEM) formaban

**p < 0,01; ***p < 0,001; ****p < 0,0001; az azonos ideig fenntartott kezeletlen tenyészetek

elektroforézis segitségével vizsgaltuk. Megfigyeltiik, hogy a nagy molekulatomegli HA
(HMW-HA) aranya a TGF-f altal indukalt transzdifferencialodas kovetkeztében fokozodott
(12. ébra).
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12. Abra
A hialuronsav molekulaméret szerinti eloszlasanak elemzése gél-elektroforézis

modszerrel

A — Reprezentativ gél-elektroforézis egy EOP-OF és egy K-OF tenyészet kondicionalt
médiumabol; B — Az A panelen bemutatott géleken szerepldé 72 6ras mintak denzitometrias
profiljai; C — Osszegzett denzitometrias eredmények a K-OF (n=4) és EOP-OF (n=4)
tenyészetek AUC értékei alapjan. K-OF: nem EOP betegek orbita fibroblasztjainak
kondicionalt médiuma, EOP-OF: EOP betegek orbita fibroblasztjainak kondicionalt médiuma,
H: nagy molekulatomegi (HMW) tartomany, M: kozepes molekulatomegli (MMW)
tartomany, L: alacsony és ultra alacsony molekulatomegii (LMW ¢s ULMW) tartomany.
Standardl: HMW-HA és LMW-HA keveréke, Standard2: MMW-HA és ULMW-HA

keveréke.

42



6.2. A glikokortikoidok hatdsa a sejtproliferaciora és a hialuronsav-

metabolizmusra

Céljaink kozé tartozott annak vizsgalata is, hogy az EOP kezelésében hasznalt
gliikkokortikoidok, hogyan befolyasoljak a kiilonb6z6 eredetti fibroblasztok (K-OF, n=4; EOP-
OF, n=4; BF, n=4) proliferaciés ratajat, HA termelését, valamint a HA-szintazok ¢és
hialuronidazok mRNS-expresszidjat onalléan alkalmazva, illetve PDGF-BB stimulaciot

kovetben.

Vizsgalatot végeztink annak érdekében, hogy azonosithassuk a HA termelést
maximalisan gatldo legkisebb hatékony gliikokortikoid-koncentraciokat 0,0001-1,0 uM
tartomanyban (13.A abra). Az K-OF és EOP-OF kultarak alap HA termelése nem kiilonbozott
egymastol (p = 0,168). A metilprednizolon és a dexametazon mar 0,01 uM koncentracioban
is jelentdsen csokkentette a HA termelést, mig a prednizolon és a hidrokortizon gatlo hatasa
csak 0,1 uM koncentracional érvényesiilt. Mivel 1,0 uM volt az a koncentracio, amelynél mar
minden vizsgalt gliikkokortikoid maximalis gatlo hatast fejtett ki a HA termelésre, a tovabbi

kisérleteink sordn ezt a koncentraciot alkalmaztuk.

Az orbita fibroblasztok (K-OF és EOP-OF) ¢és a bérfibroblasztok (BF) alap HA szintje
nem kiilonbozott (p = 0,974). Mig az alkalmazott gliikkokortikoid kezelések mindegyike
jelentésen csokkentette a felilluszoban mért HA mennyiségét (p < 0,0001) eredettdl
fiiggetleniil (13.B abra).

43



>

Hidrokortizon Prednizolon
S 2001 = 200~
S ©
o S
& <
= 1504 < 1501
el @
5 3
[ E
N ylior @ NI R B G0 ————— R B | o
@
5 £
@ »
4 §
T 504 & 2 3 50
o - ke
: in : Bl &
&
z < 0
-
0.0001 uM  0.001 ;M 0.01 ;M 0.1 M 1uM 0.0001 ;M  0.001 .M  0.01.M 0.1 .M 1M
Metilprednizolon Dexametazon
£ 2001 S 2001
2 Q2
= =
c 1504 = 1504
K £
K K
[ 3
N 1004 I oo R R N 1004 B DI ..o iiivsmmmmamnnnnanngs
= =
4 x s 1%
S 50 3 50
[ 50+ @ b
e @l | = e e e 1| B | oz o
£ £
: : [ me
: T T I & we
T 0- T
0.0001 yM  0.001yM  0.01 M 0.1 M 1M 0.0001 yM  0.001 M 0.01 M 0.1 .M 1M
M eoroF [ koF
1200
1000 I
E
S 800
=
0
9
\©
& 600
=
@
o
=
g
< 400 x
I % : *
* % * * X *
*
) ﬂ ﬂ I |
0 ’l‘
Kezeletlen Hidrokortizon Prednizolon Metilprednizolon Dexametazon

@ EOP-OF @ K-OF [OBF

13. abra. Gliikokortikoid kezelések hialuronsav termelésre gyakorolt hatasa

A- Gliikkokortokoidok doézisfiiggé hatasa 0,0001-1,0 uM koncentracios tartomanyban; B-
Gliikokortikoid kezelések (1 uM) hatasa a feliilliszoban mért HA mennyiségére. K-OF: nem
EOP betegekbdl szarmazd orbita fibroblasztok, EOP-OF: EOP-ban szenvedd péciensektdl

szarmazo orbita fibroblasztok, BF: bor eredetii fibroblasztok.
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crer

adatokat atlag+ SEM formaban abrazoltuk. * p < 0,01, ** p < 0,001, *** p < 0,0001; az

azonos ideig fenntartott kezeletlen tenyészetek értékeihez viszonyitva

A fibroblasztok HAS1 expresszidjat a sejtek eredete nem befolyasolta. A vizsgalt
gliikokortikoidok koziil a hidrokortizon (1 uM) emelte az EOP-OF HAS1 expressziojat (p =
0,026), mig a prednizolon, metilprednizolon és dexametazon kezelések egyik esetben sem
befolyasoltak azt (14.A abra).

A HAS?2 alap expresszioja borfibroblasztokban magasabb volt, mint az orbita eredetii
fibroblasztokban (p = 0,005). Az alkalmazott kezelések csokkentették a HAS2 mRNS szintjét
minden vizsgalt fibroblaszt kultura esetén, kivéve a hidrokortizont, mely az EOP orbita
fibroblasztok esetében nem befolyasolta azt (p = 0,134) (14.B abra).

A gliikokortikoid kezelések mindegyike hatékonyan csokkentette a HAS3 expressziot
(HC: p <0,0005, P: p<0,0001, MP: p <0,0005, DEX: p <0,0001). A bér és az orbita eredetii
fibroblasztok HAS3 expresszioja kozott nem volt szignifikans eltérés (p = 0,473) (14.C abra).

A BF kultardak HYAL1 mRNS expresszioja tal alacsonynak bizonyult ahhoz, hogy
pontosan meghatdrozhassuk annak alap- és kezelést kovetd szintjeit, igy azokat nem tiintettiik
fel az abran. Orbita fibroblasztok esetén az EOP és K-OF sejtek alap HYALI expresszidjaban
nem mutatkozott kiilonbség (p = 0,956). A vizsgalt gliikokortikoidok mindegyike csokkentd
hatast gyakorolt a HYALL1 expresszios szintekre az orbita fibroblasztok esetén (HC p <
0,0007, P p <0,0062, MP p < 0,05, DEX p < 0,002) (14.D abra).

A K-OF, EOP-OF ¢és BF kultarak alap HY AL2 expresszioja kozott nem volt eltérés. A
kiilonboz6 eredetli fibrolasztok HYAL2 mRNS szintjét egyik vizsgalt gliikokortikoid sem
befolyasolta.
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14. abra. Gliikokortikoidok hatasa a vizsgalt fibroblaszt sejtek HAS1 (A), HAS2 (B),
HAS3 (C), és HYAL1 (D) mRNS expressziojara
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A 100%-ot jelol6 szaggatott vonal az kezeletlen vonalak mRNS expressziojat jeloli. K-OF:
nem EOP betegekbdl szarmazo orbita fibroblasztok, EOP-OF: az EOP-ban szenvedd
paciensektdl szarmazo6 orbita fibroblasztok, DF: bor eredetii fibroblasztok.

Az adatokat atlag+ SEM formaban abrazoltuk. * p < 0,01, ** p < 0,001, *** p < 0,0001;

az azonos ideig fenntartott kezeletlen tenyészetek értékeihez viszonyitva

PDGF-BB kezelés hatasara minden sejtkultira HA termelése fokozddott (p < 0,0001),
mig minden gliikokortikoid kezelés képes volt a PDGF-BB stimulalo hatasa mellett is a sejtek
alap HA termelése ala csokkenteni a HA koncentraciot a feliiluszoban (p < 0,0001). A

megfigyelt hatas fliggott a sejtek eredetétdl, a borfibroblasztok esetében volt a legintenzivebb
(15. abra).
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15. abra Gliikokortikoid kezelések (1 pM) hatasa a vizsgalt fibroblaszt sejtek feliiluszoban

mért HA mennyiségére PDGF-BB (10 ng/ml) stimulacié jelenlétében és annak hianyaban

K-OF— nem EOP betegekb6l szarmazo orbita fibroblasztok; EOP-OF— az EOP-ban
szenvedd paciensektdl szadrmazd orbita fibroblasztok; BF—bdrfibroblasztok, PDGF—
vérlemezke eredetli novekedési faktor BB, HC—hidrokortizon, P—prednizolon, MP—
metilprednizolon, DEX—dexametazon. A 100%-ot jeldlo szaggatott vonal az kezeletlen

crer

*p <0,0001; az azonos ideig fenntartott kezeletlen tenyészetek értékeihez viszonyitva
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A PDGF-BB kezelés (10 ng/ml, 24 6ra) hatasara minden csoportban szignifikansan
emelkedett a sejtek HAS1 expresszidja, azonban orbita fibrolasztok esetén ezt a hatast
egyetlen alkalmazott gliikokortikoid sem volt képes gatolni (EOP-OF: p = 0,300, K-OF: p =
0,391).

A PDGF-BB kezelés fokozta a HAS2 expressziot EOP és K-OF kultirakban egyarant.
A PDGF-BB altal indukalt HAS2 expresszié ndovekedést azonban csak a metilprednizolon (p
<0,001) és a dexametazon (p < 0,002) volt képes csokkenteni, a hidrokortizon (p = 0,997) és
a prednizolon (p = 0,151) nem befolyasolta azt (16.A abra). Bérfibroblasztokban a PDGF-BB
a HAS2 expressziot nem befolyasolta (p = 0,772).

A PDGF-BB fokozta a HAS3 mRNS expressziojat orbita fibroblasztokban (p = 0,049)
az eredetiikt6l fiiggetlenil (p = 0,723). A PDGF-BB altal indukalt HAS3 expresszio
novekedését csupan két vizsgalt gliikokortikoid, a metilprednizolon (p = 0,035) és a
dexametazon (p = 0,029) volt képes csokkenteni. A PDGF-BB nem befolyéasolta a bor
fibroblasztok HAS3 expressziojat (p = 0,535) (16.B abra).

PDGF-BB kezelés kovetkeztében az EOP-OF (p < 0,003) és K-OF kultarak (p =
0,207) HYAL1 mRNS expresszioja egyarant csokkent, és ezt a hatast egyik gliikokortikoid
sem befolyasolta. Emellett a PDGF-BB kezelés, sem onélldan, sem pedig gliikkokortikoidokkal

kombinalva, nem befolyéasolta a HY AL2 expressziot.
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16. abra

Gliikokortikoidok (1 pM) hatasa a HAS2 (A) és HAS3 (B) expressziora PDGF-BB

kezelés mellett

A pontozott vonal a PDGF-BB kezelt sejtvonalak mRNS expressziojat jelzi. Az adatokat
atlag+= SEM formaban abrazoltuk. * p < 0,05; az azonos ideig fenntartott kezeletlen

tenyészetek értékeihez viszonyitva

A sejtek proliferacios ratdja minden esetben emelkedett PDGF-BB stimuléacid hatasara
eredettdl fliggetleniil (p < 0,0001). A PDGF-BB kezelés proliferaciora kifejtett hatasat egyik
vizsgalt gliikokortikoid sem volt képes gatolni az alkalmazott 1 uM koncentracioban (17.

abra).
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17. abra. Gliikokortikoid kezelések (1 pM) hatasa a vizsgalt fibroblaszt sejtvonalak

proliferacios ratajara PDGF-BB (10 ng/ml) stimulicio jelenlétében és annak hianyaban

A pontozott vonal a kezeletlen sejtek proliferacios ratajat jeloli. Az adatokat atlag+ SEM
formaban abrazoltuk. K-OF— nem EOP betegekbdl szdrmazo orbita fibroblasztok; EOP-
OF— az EOP-ban szenvedd pdaciensektdl szarmazd orbita fibroblasztok; BF—
borfibroblasztok, PDGF— vérlemezke eredetli novekedési faktor BB, HC—hidrokortizon,
P—prednizolon, MP—metilprednizolon, DEX-—dexametazon, BrdU — 5-bromo-2’-
dezoxiuridin* p < 0,0001; az azonos ideig fenntartott kezeletlen tenyészetek értékeihez

viszonyitva
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7. Megbeszelés

Az EOP aktiv szakaszaban az autoimmun folyamat elsOdleges célsejtjei a
fibroblasztok.**1#%#  Aktivalodasuk kovetkeztében HA termelésiik fokozodik, amivel
jelentdsen hozzajarulnak a tlineteket okozo volumen expansio, 6déma kialakulasahoz. Az
EOP pathogenesisének felderitését célzo in vitro kisérletek soran gyakran vizsgaljak az orbita
fibroblasztok HA szintézisét, mégis kevés adat all rendelkezésre a HA anyagcserében szerepet
jatszo enzimek expresszidjanak valtozasardl a betegség lefolyasa soran.

A betegség clorehaladtaval az aktivalt orbita fibroblasztok miofibroblaszt iranyu
differencialodason mehetnek keresztiil.****! A kisérleteink soran hasznalt TGF-B, egy
multifunkciondlis citokin, amely amellett, hogy ismert a sejtndvekedés, motilitds, matrix
atrendezddés és a pericellularis proteolitikus aktivitds szabalyozasaban betoltott szerepe, a
miofibroblaszt fenotipus iranyaba torténd differencialodas indukéldsaban és a fenotipus
fenntartasaban is kulcsfontossagt 8132 ¥ orabbi vizsgalatok soran jelentds TGF-P expressziot
mutattak ki stlyos EOP-ban szenvedd betegek orbita kotdszovetében, amely korrelalt a
betegek klinikai aktivitdsi pontszaméval,™*® tehat feltételezhetjiik, hogy a miofibroblaszt
iranyu differencialodas a betegség aktiv szakaszaban elindul. Az EOP pathogenesise soran a
miofibroblasztok fontos szerepet jatszhatnak az orbita szovetek atrendezédésében, *?® azonban
bizonyos tulajdonsagaik, beleértve a HA metabolizmusukat, még nem teljesen tisztazottak.

Vizsgalataink soran, a miofibroblaszt markerekként hasznalt aSMA, COL1A1 és a
fibronektin mRNS expresszidjanak novekedése alatamasztotta, hogy a transzdifferencialodas
a miofibroblaszt fenotipus iranyaban valoban bekovetkezett a TGF-f stimulacio hatasara
orbita fibroblasztokban, ahogy ezt mar masok is megerSsitették.>****> Az aSMA fokozodo
expresszidja felelds a miofibroblasztok kontraktilis fenotipusaért, ¢és képes a
mechanoszenzitiv Hippo jelatviteli Gtvonal modulalasara a Yes-asszocialt fehérje (YAP) és a
PDZ-k6td motivummal rendelkezd transzkripcids koaktivator (TAZ) aktivalasaval, a
YAP/TAZ pedig képes szabalyozni az aSMA expressziojat.® A YAP és TAZ
mechanotranszdukcids fehérjék kdlcsonhatasba Iéphetnek a Smad transzkripcios faktorokkal,
melyek a TGF-B jelatviteli utvonal klasszikus mediatorai. A TGF-p a SMAD fiiggo,
célgénjeik expresszidjat a fibroblasztokban. Ezzel szemben a YAP knockdown, vagy

hatékony YAP gatloval végzett kezelés gatolja a TGF-B altal indukalt Smad2/3 nuklearis

crer
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koztiik az aSMA expresszidja is csokken. B4 A Hippo és a TGF- B jelatviteli ttvonalak
kozotti kapcsolatot orbita fibroblasztokban is igazoltak.'*

Bar az aSMA-t gyakran a miofibroblasztok kulcsmarkerének tekintik, a mianyag
feliileten tenyésztett kiillonboz6 eredetti mesenchymalis stroma sejtek is rendelkeznek alap
aSMA expresszidval, amelyet a TGF-p tovabb fokozhat.*® Ezt a jelenséget K-OF ¢és EOP-OF
sejtkulturak esetén egyarant megfigyeltiik.

A COLI1AL, az L tipust kollagén f6 alkotéeleme, mely nagy mennyiségben van jelen
az extracellularis matrixban. A vizsgalt orbita eredetli fibroblasztokban magas COLI1A1
expressziot talaltunk, amely az EOP-OF esetén idével is emelkedett, ¢s a TGF- B hatasara
mind az EOP ¢és a K-OF kultardkban tovabb nétt. A TGF- kezelés altal indukalt
miofibroblaszt iranya differencialodas soran a sejtek COL1A1 termelése fokozodik, mely
amellett, hogy hozzajarul az ECM atrendez6déséhez, segiti a miofibroblaszt fenotipus
fenntartasat is.*® Tovabba, a COLIAI expresszidja és a YAP/TAZ aktivitdsa kozott is
kozvetlen kolesonhatés feltételezhetd, hiszen a YAP gén csendesitése siRNS technoldgiaval, a
TGF-B/Smad 4altal indukalt pro-fibrotikus gének, példaul a COL1A1 expresszidjat is
gé‘tolja.137

A fibronektin egy multifunkcionalis ECM fehérje. K6tddése az integrin receptorokhoz

rrrrrrrr

funkcioinak szabalyozasaban. Ezenkivill a fibronektin stabilizalja az ECM szerkezetét és

139 valamint a szoveti

elésegiti mas ECM fehérjék, példaul kollagének beépiilését,
atrendezddés soran kostimuldtorként is funkciondlhat az orbitat infiltrdld immunsejtek
szamara.'*® Kisérleteink soran egyedil az EOP-OF kultirak fibronektin expresszidja
emelkedett 72 oras TGF-B kezelést kovetéen, a K-OF esetén nem taldltunk szignifikans
valtozast. A megfigyelt kiilonbség utalhat a fibronektin jelentdségére az EOP lefolyasa soran.

Korabban megfigyeltiikk, hogy 72 ora elteltével az orbita fibroblasztok alap
proliferacids ratdja csokkent a konfluens kulturdkban, ami a kontakt gatlas, mint negativ
regulator jelenlétére utal. ' A megfigyelt csokkenés mértéke minden esetben kisebb volt

TGF-B kezelt sejtek esetén. Ezzel 6sszhangban a 72 6ras TGF- B kezelést kovetden a sejtek

metabolikus aktivitasa is novekedett, ami lehet a magasabb proliferacios rata kovetkezménye.

crer
crcr

crer

52



crer

Meran és munkatéarsai eredményei alapjan,**? mely szerint a sejtek HA termeld képessége
befolyasolja a TGF-B proliferaciora gyakorolt hatasat, feltételezziik, hogy az orbita
fibroblastok jelentés HA termelése hozzajarul ahhoz, hogy ebben a sejttipusban a TGF-$
emeli a proliferacios ratat.

Kimutattuk, hogy a sejtekhez kotott pericellularis HA mennyisége fokozodott a TGF-3
kezeléssel indukalt miofibroblaszt iranya differencidlodds kovetkeztében, mig a
tapfolyadékba termelt HA esetén igazoltuk, hogy nétt a HMW-HA aranya a HA koncentréacio
valtozasa nélkiil.

A TGF-p a HAS-1 expressziora fokozé hatast gyakorolt mindkét vizsgalt idépontban,
mig a HAS2 és HAS3 tekintetében nem tapasztaltunk emelkedést. Habar kutatdocsoportunk
korabbi eredményeivel Gsszhangban kimutattuk, hogy orbita fibroblasztokban a HAS2 a
dominans szintaz,'*! eredményeink alapjan gy véljik, hogy a miofibroblaszt
transzdifferencialédas soran, annak ellenére, hogy alap enzimaktivitdsa alacsonyabb, mint a
tobbi szintdzé, a HAS1 expresszidjanak fokozodasa jelentOs szerepet jatszik a pericellularis

Tovabbi megfigyelésiink, hogy TGF-B kezelés kovetkeztében, a HYAL1 és CEMIP
expresszids szintje csokkent, ami szintén hozzajarulhat a pericellularis HA koncentracio
emelkedés¢hez és egyuttal magyarazatot adhat a HMW-HA aranydnak novekedésére, az
MMW-HA és LMW-HA mennyiségének csokkenése mellett. Ezzel szemben a TMEM2
expresszioja 72 6ras TGF-B1 kezelés hatasara jelentésen emelkedett.

Mig korabban, egérmodellen végzett vizsgalatok alapjan ugy vélték, hogy a TMEM?2
katalitikus hialuronid4az funkciéval rendelkezik,}*>* friss irodalmi adatok tamasztjak ala,
hogy a human TMEM2 (hTMEM2) éppen ellenkezdleg, valdjadban a HA felhalmozddasat
segiti el a CEMIP expresszidjanak gatlasa révén. "% Ugyan az egér (MTMEM2) és
hTMEM2 fehérjeszerkezete nagyfoka homologiat mutat,™® Sato és munkatdrsai egér és
human TMEM2 hibrid konstrukciok vizsgalataval igazoltdk, hogy mig az mTMEM?2
hialuronidazként csokkenti a HA felhalmozodasat, annak huméan megfeleldje ellentétes hatést

117

valt ki.”"" Habar az EOP egérmodelljében a TMEM2 expressziojanak fokozéasa csokkentette a

gyulladast, valamint az adipogenezis és a fibrozis mértékét, ™

az egér és human eredetli
TMEM?2 enzimaktivitasanak eltérése miatt, tovabbi vizsgalatokra van sziikség a hTMEM2
EOP pathogenesisében betdltott szerepének tisztazasa érdekében.

Az orbita fibroblasztok, fiiggetleniil attol, hogy EOP vagy nem EOP betegektdl

szarmaztak, hasonloan reagalnak a TGF-f kezelésre a HA metabolizmusuk és proliferacios
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ratajuk és a vizsgalt mRNS expressziok tekintetében, illetve egyarant hasonloan reagéltak az
alkalmazott kezelésekre. A miofibroblaszt markerek koziil az aSMA és a COL1A1 hasonld
itemben emelkedtek a sejtek eredetétdl fiiggetleniil, mig a TGF- kezelést kovetd fibronektin
expresszio novekedése csak az EOP-OF kultarakra volt jellemzd.

A kapott eredmények tiikrében megallapithatjuk, hogy miofibroblaszt iranya
differencidlodas soran, a HAS1 ¢és TMEM2 fokozott expresszidja és két specifikus
hialuronidaz (HYALI1 és CEMIP) mRNS szintjének csokkenése allhat a pericellularis HA
felhalmozodas és HMW-HA frakcid6 ndvekedésének hatterében. A pericellularis térben
felhalmozoddé HA, nagy vizmegkotd képessége miatt, hozzajarul az orbita szovetek
térfogatnovekedéséhez, illetve 0démassa valadsdhoz, és egytttal fokozhatja a fibroblasztok
Megfigyeléseink alapjan ugy véljiik, hogy a hialuroniddzok potenciélis célpontok lehetnek az
EOP kezelésében.

Az EOP kezelése soran jelenleg az autoimmun gyulladas csokkentése révén hatd
terapiat, ezen beliil is elsd vonalbeli szerként gliikokortikoidokat alkalmaznak.'® Ismert, hogy
a gliikkokortikoidok képesek gatolni a T-sejteket aktivalo citokineket €s adhézios molekulakat,

"""" £.1%3 Igazolast nyert
tovabba az is, hogy a gliikokortikoidok képesek gatolni a HA termelést tobbféle sejttipusban,
példaul a hidrokortizon (HC) bérfibroblasztokban,® illetve a dexametazon (DEX) bér és

orbita fibroblasztokban,**%

szinoviocita sejtkultirakban, valamint az iziileti folyadékbol
izolalt leukocitakban,* pajzsmirigysejtekben és pajzsmirigy eredetli fibroblasztokban
egyarémt.41

Kisérleteink soran minden, 24 oOran at alkalmazott gliikokortikoid kezelés
(hidrokortizon, prednizolon, metilprednizolon és dexametazon) jelentdsen csokkentette a
vizsgalt fibroblaszt kulturak HA termelését, elsdsorban a HAS2 és HAS3 expresszidjanak
csokkentése révén.

Kevés adat allt rendelkezésre arra vonatkozoan, hogy a gliikokortikoidok miként
hatnak a hialuroniddzok expresszidjara. Gebhardt és munkatarsai kimutattdk, hogy
dexametazon (DEX) kezelést kovetden a borfibroblasztok HA termelése csokken, a HYALI1

¢s HYAL2 mRNS szintje és enzimaktivitisa véltozatlan marad.™

Masok egér
makrofagokban csokkenést taldltak a HYALI expresszidjaban dexametazon kezelést
kovetéen.™® Ezeket az eredményeket tamasztjak ala jelen megfigyeléseink is, miszerint a
gliikokortikoidok csokkentik a HYALI expresszigjat. Feltételezéslink szerint, a

gliikokortikoid kezelést kovetden megfigyelt csokkent HA termelés elsésorban a HAS2 és
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HAS3 expressziojaban bekovetkezd valtozasok kdvetkezménye, az 6sszfolyamatot a HYALL
altali HA lebontas mértékének csokkenése valosziniileg kevésbé befolyasolja. Azonban a HA
EOP patogenezisében tovabbra sem teljesen tisztazott.

A PDGF-BB, mely ismert a hialuronsav szintézist serkentd hatasarol,™"**® minden
gliikokortikoid kezelés sem befolyéasolta az orbita eredetli fibroblasztok proliferacios ratéjat,
tovabba a PDGF-BB okozta proliferacié fokozodasra sem voltak hatassal. Ez alapjan
feltételezziik, hogy a glitkkokortikoidok hatasaban nem jatszik szerepet az orbita fibroblasztok
gliikokortikoid képes volt csokkenteni a fibroblasztok HA termelését 6nmagaban adva és
PDGF-BB jelenlétében egyarant.

A gliikokortikoidok tobbféle modon befolyasolhatjadk a PDGF-BB stimuldlo hatasat.
Ismert, hogy in vivo a gliikokortikoidok immunszupressziv agensekként miikodve gatoljak a
transzkripcids faktor a gyulladasos mediatorok Szintézisében és szabalyozasdban. Az aktivalt
gliikkokortikoidreceptor-komplex képes kozvetleniil kolcsonhatasba 1épni az NF-kB p65
alegységével, gatolva annak DNS-hez vald kotodését, ezaltal blokkolva a gyulladasos gének
153,156,159

atirasat, igy a gliikkokortikoidok kozvetleniil csokkentik a gyulladéast ¢s a PDGF-BB

-+, 158,160
expressziojat,

gliikokortikoidok a PDGF-BB 4ltal stimulalt HA termelést.’® Emellett a gliikkokortikoidok

ami magyarazatként szolgalhat arra, hogy miként csokkenthetik a

kedvez0 hatast fejtenek ki a sejtek energiaegyensulydnak fenntartdsaban kulcsszerepet jatszo
adenozin-monofoszfat-aktivalt protein kinaz (AMPK) foszforilacidja révén is. Habar a HAS
enzimek kozvetleniil nem igényelnek ATP-t a miikddésiikhoz, az altaluk hasznalt prekurzorok
szintézis¢hez az ATP elengedhetetlen. Az AMPK aktivacioja kozvetett modon gatolja a HA
szintézist azaltal, hogy korlatozza a sziikséges prekurzorok, az UDP-N-acetil-gliikozamin
(UDP-GIcNAc) és az UDP-gliikuronsav (UDP-GIcUA) hozzaférhetségét. 204

Korébbi eredményekkel ~Gsszhangban'*t>

megallapitottuk, hogy az orbita
fibroblasztok és a borfibroblasztok eltéré HAS mRNS expressziés mintdzatot mutatnak, de
emellett a PDGF-BB kezelésre adott valaszukban is kiilonboznek. A PDGF-BB kezelés EOP
¢és K-OF sejtekben egyarant fokozta a HAS2 és HAS3 expressziot, mig borfibroblasztokban a
PDGF-BB HAS2 ¢s HAS3 expressziora gyakorolt hatasa elhanyagolhat6 volt. Az alkalmazott
glitkokrtikoidok jelentés mértékben csokkentették a HAS2 mRNS szintjét, minden vizsgalt

fibroblasztkultara esetén, kivéve a hidrokortizont, mely az EOP orbita fibroblasztok HAS2
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expressziojat nem befolyasolta. A PDGF-BB éltal indukéalt HAS2 expresszié ndvekedést
azonban csak a metilprednizolon és a dexametazon volt képes gatolni. A gliikkokortikoid
kezelések mindegyike hatékonyan csokkentette a HAS3 expressziot. Li és munkatarsai
megfigyelték, hogy a HYALI1 expresszidja 4 o6raval a PDGF-BB kezelés utan megnovekedett,
azonban a 24 oras eredményeik mar megegyeznek a mi megfigyeléseinkkel: a HYALI1
expresszio csokkent, mig a HY AL2 véltozatlan maradt.'®®

Arra a kovetkeztetésre jutottunk, hogy a gliikkokortikoidok hatdsa az EOP kezelésében
talmutat az immunfolyamatok moduléaldsan. A HA koros felhalmozodasa — mely elsdsorban
az orbita fibroblaszt aktivacio és a miofibroblaszt iranyu differencialodas kovetkezménye —
nagyban hozzajarul az 6déma kialakulasahoz és a jellegzetes szemtiinetek megjelenéséhez.™™
Azaltal, hogy a gliikokortikoidok képesek csokkenteni a HA termelést a szintdz enzimek
gatlasan keresztiil, tovabbi kedvezd hatast gyakorolhatnak az EOP lefolyasara, javitva a
betegek ¢letmindségét.

Vizsgalagtaink egyik f6 korlatja, hogy mind a miofibroblaszt irdnyu differencialodas,
mind a HA anyagcsere valtozasa csak egyike az EOP lefolyasa soran bekdvetkezé komplex
valtozasoknak; a betegség pathogenesisében betdltott szerepiiket csak a tobbi komponenstél
elkiilonitve tudtuk vizsgalni. Masrészt miitétek soran eltavolitott szdvetpreparatumokbol
létrehozott primer sejtkulturakat vizsgaltunk, igy az egyéni kiilonbségek hatassal lehettek az
enzimek MRNS-expresszios szintjeire és befolyasolhattak a kezelésekre adott valaszt. A
gliikokortikoid kezeléseknél alkalmazott 24 o6rds inkubacids id6 a transzkripcids szinten
megjelend rovid tavu valtozadsok megfigyelését nem tette lehetévé. Irodalmi adatok allnak
rendelkezésre arra vonatkozoan, hogy a HAS enzimek aktualis expresszids szintje nem
mindig tiikr6zi pontosan a HA termelést,*® ami magyardzatot adhat néhany esetben a HA

termelés és a HAS expresszio kozotti latszolagos ellentmondasra.
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8. Uj megallapitasok

1. Az orbita fibroblasztok miofibroblaszt iranya differencialédasa soran a sejtek HA
turnovere csokken, els6sorban egyes hialuronidazok (HYAL1 ¢és CEMIP)
expressziojanak csokkenése kovetkeztében, ami az emelkeddé HAS1 expresszidval
egyiitt a sejtekhez kotott pericellularis HA mennyiségét noveli, a tapfolyadékba
termelt HA esetén pedig a HMW-HA irdnyaba tolja a HA molekulatdmeg szerinti
megoszlasat.

2. Az orbita fibroblasztok HA termelése szerepet jatszhat abban, hogy e sejttipus esetén a
TGF- B kezelés a proliferacio fokozasaval jar.

3. Az EOP kezelése soran alkalmazott gliikokortikoidok a bdrfibroblasztokban
megfigyelthez hasonléan csokkentik az orbita fibroblasztok HA termelését, még
PDGF-BB-vel tortént stimulaciot kdvetden is, melynek hatterében a HAS2 és HAS3
expressziora gyakorolt gatlo hatasuk all.

crer

képesek a PDGF-BB proliferaciot fokozo hatasdnak mérséklésére sem.
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9. Osszefoglalas

Az endocrin orbitopathia (EOP) pathogenesisében az orbita fibroblasztok (OF)
miofibroblasztta torténd differencidlodasa kiemelt szerepet jatszik, amelynek kulcsfontossagu
regulatora a TGF-f1. A miofibroblasztokat fokozott extracellularis matrix (ECM) termelés
jellemzi, melynek egyik f6 komponense, a hialuronsav (HA) nagy vizmegkoté képessége
miatt, jelent6sen hozzajarul a széveti 6déma kialakulasahoz, rontva az EOP lefolyasat.
Vizsgaltuk a miofibroblaszt irdny( differencidlédas hatdsat az orbita fibroblasztok HA
metabolizmusara, valamint az EOP kezelésében hasznalt gliikokortikoidok (GC) hatasat a

Igazoltuk, hogy az OF sejtek TGF-pB1 altali stimulaciot kovetéen miofibroblaszt iranya
transzdifferencidlodason mentek keresztiil. Habar hetvenkét ora elteltével mind az EOP, mind
a K-OF kuturak proliferacios rataja csokkent, ez a valtozas TGF-B1 kezelés esetén jelentdsen
kisebb mértekii volt. Megfigyeltiik, hogy a sejtekhez kotott pericellularis HA fokozodott, mig
a tapfolyadékba termelt HA mennyisége nem valtozott a kezeletlen sejtekhez viszonyitva. A
TGF-B1 a hialuronsav-szintaz-1 (HAS-1) expressziora fokozo hatast gyakorolt mindkét
vizsgalt idopontban. Az 1-es tipusu hialuronidaz (HYALT1) és a sejtmigraciot indukald fehérje
(CEMIP) expresszidja egyarant csokkent a differencialodast kovetden. Ezzel szemben a
transzmembran protein 2 (TMEM2) expresszidja 72 o6rds TGF-B1 kezelés hatasara jelentdsen
emelkedett. Kimutattuk tovabba, hogy a nagy molekulatomegi HA (HMW-HA) aranya a
TGF-B altal indukalt transzdifferencialédast kdvetden nott.

PDGF-BB okozta proliferacio fokozodasra sem voltak hatassal. A hidrokortizon ndvelte a
HAS1 expressziot, mig mindegyik gliikokortikoid csokkentette a PDGF-BB kezelt sejtek
HAS2 ¢és HAS3 mRNS expressziojat. A HYAL1 expresszid6 minden esetben csokkent a
gliikokortikoid kezelés hatasara, mig a HY AL2 expresszigjat egyik kezelés sem befolyasolta.
A gliikokortikoidok szarmazasi helytdl fiiggden kiilonb6zé mértékben csokkentették a
fibroblasztok HA termelését onmagaban adva és PDGF-BB kezelést kovetden egyarant, a
csokkentd hatas borfibroblasztok esetén kifejezettebb volt. Csupan a metilprednizolon €s a
dexametazon csokkentette a PDGF-BB altal indukalt HAS2 és HAS3 expresszio fokozodast,
mig egyik gliikokortikoid sem befolydsolta a PDGF-BB-stimuldlt HASI1 expressziot. A
PDGF-BB kezelés HYAL1 csokkentd hatasat egyetlen alkalmazott gliikkokortikoid sem volt
képes gatolni. Eredményeink alapjan a HA az EOP pathogensisének egyik kozponti

szerepldje, mely a betegség kezelésének 1j célpontja lehet.
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10. Summary

The differentiation of orbital fibroblasts (OF) into myofibroblasts, primarily driven by
TGF-B1, is a key factor in the pathogenesis of Graves’ orbitopathy (GO). Myofibroblasts are
characterized by enhanced production of extracellular matrix (ECM), with hyaluronan (HA)
as one of its major components. Due to its high water-binding capacity, HA significantly
contributes to tissue edema, thereby exacerbating the progression of EOP. We investigated the
impact of myofibroblast differentiation on the HA metabolism of OFs, as well as the effect of
glucocorticoids (GC), commonly used as first line treatment in EOP, on fibroblast
proliferation and HA metabolism.

We verified that, following TGF-B1 stimulation, OFs underwent myofibroblast
transdifferentiation. Although the proliferation rates of both EOP and K-OF cultures
decreased after seventy-two hours, this decrease was significantly less pronounced in the
TGF-B1-treated cells, compared to the untreated cells. The HA content of the pericellular coat
increased, while the amount of HA in the supernatant remained unchanged compared to
untreated cells. TGF-B1 enhanced hialuronsav synthase 1 (HAS1) expression at both time
points examined, whereas hyaluronidase 1 (HYAL1) and cell migration-inducing protein
(CEMIP) expressions were reduced following differentiation. In contrast, transmembrane
protein 2 (TMEM2) expression was significantly elevated after 72 hours of TGF-B1
treatment. Additionally, we found that the proportion of high molecular weight HA (HMW-
HA) increased following TGF-B-induced transdifferentiation.

None of the GCs affected fibroblast proliferation, nor did they alter the PDGF-BB-
induced increase in proliferation. Hydrocortisone elevated HAS1 expression, while all GCs
reduced HAS2 and HAS3 mRNA expression in the PDGF-BB treated cell lines. HYAL1
expression consistently decreased in response to GC treatment, while HYALZ2 expression
remained unaffected. GCs reduced HA production in all types of fibroblasts, even in the
presence of PDGF-BB, with a more pronounced effect in dermal fibroblasts. Only
methylprednisolone and dexamethasone did significantly reduce the PDGF-BB-induced
increase in HAS2 and HAS3 expressions, while none of the glucocorticoids affected PDGF-
BB-stimulated HAS1 expression. Furthermore, none of the GCs was able to inhibit the
reduction in HYALL expression induced by PDGF-BB treatment. HA is major contributor to

disease pathogeneis and is a potential therapeutic target in GO.
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