EGYETEMI DOKTORI (PhD) ERTEKEZES

Az orbita fibroblastok szerepe az endocrin orbitopathia

pathogenesisében

Galgoczi Erika

Témavezeté: Prof. Dr. Nagy V. Endre

DEBRECENI EGYETEM

EGESZSEGTUDOMANYOK DOKTORI ISKOLA
Debrecen, 2021



Tartalomjegyzék

1. ROVIItESEK JEZYZEKE .......oneieiieiieieee ettt ettt st st s e b e b s 4
2 BRVEZELES ...ttt et s bt e e be e e s bt e e bt e e s be e e bee e s bt e e beeeaneeesaneeesareenn 8
3. Trodalmi AtLEKINEES ............ooiiiiiiiieee et st aee e s e e ae e sbe e sbe e e sare e e nees 9
3.1. Az endocrin orbitopathia epidemiolOZIAJa ........ceveereerieriiriirieeieeeeeeee e 9
3.2. Az endocrin orbitopathia klinikai tiinetei és stadiumbeoSZtasa........cevvverevverrcieeiiieeniieeerieennenn 10
3.3. Az endocrin orbitopathia pathomechanizZmusa ............cceeererierieirinereeeeeee e 11
3.3.1. Az orbita fiDroblastOK SZEMEPE.......ccueruirierieieieter et 11
3.3.2. A NIAIUIONAN SZETEPE ...ttt sttt sttt et b e bbb et e s e s ebe e nes 14
3.3.3. A plazminogén aktivator iNNIDIOr-1 SZEMEPE .....cevvevviriirierieieieeeeeerere e 18
3.3.4. A transzformald ndvekedési faktor Beta..........cocueeviiiiiiiieiieniineee e 20
3.3.5. A 4-MetilumBEIITEION ..o 21

3.4. Az endocrin orbitopathia diagnoSZtiKA]a .........ccveeeeririririerieieeeee e 22
3.5. Az endocrin orbitopathia immunologiai aKtiVItASA .......eecveerierrieereenienieeie e 23
3.6. Az endocrin orbitopathia KeZeIESe ...........coviiiiiiiiiiiiiiieeee e 24

G CEIKILUZESEK ......coueeeeiiiiiiie ettt et b b e bt e s he e s st e et e et e e sb e e sbeesaeeeabeeabeebeennis 28
5. IMOUSZETRK ...ttt st st et b e s r e s et r e bt re e st s e n e neennes 29
5.1. Primer fibroblast sejtvonalak 16treh0Zasa.........cevvereiriiriiiriiiereeneenee st 29
5.2. Sejtproliferacios VIZSZALAL ........cccevirieiiiniirieri et 32
5.3. Metabolikus aktivitds VIZSZALAt ........cccuiriiiriiiiiiiieie ettt 33
5.4, CItOtOXICItAS VIZSZALAL .evvevvieiieriieiiesie et eie ettt e sttt sitesteeteesbeesaeesatesabesabesnbeenbeesseesnsesnseensens 33
5.5. KaSZPAZ AKUIVItAS TNETES .....veevuievieriierierieeieeieesieesieesieesetestesteesbeesteesssesasesnsesnseenseessessnsesnsesnses 34
5.6. PAI-1 fehérje és HA mennyiségének meghatarozasa a felilluszoban ..........cccceveveevineeneennennee. 34
5.7. Polimeraz 1ancreakcid (PCR) ..co.ii ittt s 35
5.8. Statisztikai feldOIZOZAS.......cuevireiiiiieeeie e 36
6. EX@AMENYEK .....cceoviiiiiiiiiiiiei ettt ettt et s e sttt e st e e s bt e e st e e s ba e e sabe e saba e e ateesabaeenares 37
6.1. A sejtdenzitas hatasanak vizsgalata a PAI-1 €s HA termelésre........cvvvuvvvivciinnieeneenenneenneenenn 37
6.2. TGF-pB kezelés hatasa a fibroblastok PAI-1 és HA termel€sére .........oovvvvvrirnieeneenienneenineennens 44
6.3. 4-metilumbelliferon kezelés hatasa a fibroblastok HA termel€sére...........cocoevveeneeneinerniennen. 50
6.4. 4-metilumbelliferon és TGF-P kezelés egylittes hatdsa.........cccoovvevereneeneninicnineeeneeeneneens 60

T IVLEEDESZELES ..ottt ettt sttt ettt e sttt s a b e e s ba e e sabe e s be e s bt e e sbe e e baeenateesbaeenabeenn 62
8. OSSZEIOBIANAS ...ttt sttt sttt anaeeas 70
10. IrodalomJEYZEK ..........ooveiiiriiiieieeeeeeee ettt 72
11 TATGYSZAVAK ...ttt st n e st e e s r e e e s e e sbe e ne s re s 81
12, KEYWOTAS. ...ttt ettt ettt ettt et et e et e e s st en s e st eneensesaeemseeseentenseeneensesaeensentesneensenneenes 81



13. KOSZONEtNYIIVANILAS.......cc.eoiiiiiiiiiiieieee ettt sttt e st e sbeesaeesane e

T4 FUGEEIEK ...ttt et sttt sttt et e bt e s be e sae e saee et e ebeenbeesbeesanenas



1. Roviditések jegyzéke

4-MU — 4-metilumbelliferon

4-MUG — 4-metilumbelliferil-gliikkoronid

¥MTc-DTPA-SPECT — *™Tc-diethylentriamin-pentaecetsav SPECT
BrdU — 5-bromo-2’-deoxyuridin

CAS - clinical activity score — klinikai aktivitas pontszam

CDA44 — cluster determinant 44- sejtfelszini antigén 44

cDNS — komplementer dezoxiribonukleinsav

CRY61 — cysteine-rich angiogenic inducer 61 — gyulladast/fibrosist fokozoé cisztein-gazdag
angiogén induktor 61

CT — komputertomografia

CTGF — connective tissue growth factor - kotoszovet novekedési faktor
CTLA-4 — cytotoxic T-lymphocyte-associated protein 4 — citotoxikus T-lymphocyta antigén 4
DMSO - dimetil-szulfoxid

ECM — extracelluldris matrix — sejtkozotti allomany

EOP - endocrin orbitopathia

EUGOGO — European Group of Graves’ Orbitopathy

FBS — fetal calf serum— magzati borji szérum

G6PD — gliik6z-6-foszfat dehidrogenaz

GAG — gliikozaminoglikan

GAPDH — glicerinaldehid 3-foszfat dehidrogenaz

GD - Graves-Basedow kor

GIcA — D-gliikoronsav

GlcNac — N-acetil gliitkozamin

GO — Graves’ ophthalmopathy — Graves’ ophthalmopathia



HA — hyaluronan — hialuronan

HARE — hyaluronan receptor for endocytosis - hialuronan endocitdzis receptor
HAS — hyaluronan synthase — hialuronan szintaz

HLA — human leukocyte antigen — human leukocyta antigén

HYAL — hyaluronidase — hialuronidaz

IFN-y — interferon-y

IGF-1R — insulin-like growth factor 1 receptor — inzulin-szerti névekedési faktor-1 receptor
IL-2 — interleukin-2

IL-4 — interleukin-4

IL-10 — interleukin-10

IL-12 — interleukin-12

LI190 — ito cell line — m4j csillagsejtek

LYEV-1 — lymphatic vessel endothelial hyaluronan receptor - nyirokrendszeri endothelialis
hialuronan receptor

MHCII — major histocompatibility complex 1l — f6 hisztokompatibilitasi komplex II
MMF — mikofenolat mofetil

MMI — methimazol

MMP — matrix metalloproteinase — matrix metalloproteinaz

MRI — méagneses rezonancia-képalkotas

NO — nitrogén-monoxid

OF — orbita fibroblast

PAI-1 — plasminogen activator inhibitor 1 — plazminogén aktivator inhibitor 1

PBS — phosate buffered saline — foszfat pufferelt s6oldat

PCR — polimerase chain reaction - polimeraz lancreakcio

PDGF — platelet-derived growth factor - vérlemezke eredetli névekedési faktor


https://en.wikipedia.org/wiki/Major_histocompatibility_complex

PTPN22 — protein tyrosine phosphatase, non-receptor type — nem receptor tipusu protein tirozin
foszfataz 22

PTU — propylthiouracil

RHAMM - receptor for hyaluronan mediated motility - hialuronan altal kdzvetitett motilitas
receptor

RTX — rituximab
SLE — szisztémas lupus erythematosus

SPECT - single photon emission computed tomography — egyfoton-kibocsatasos,
szamitogépes metszeti képalkotas

TCZ — tocilizumab

TGF- B — transforming growth factor-p — transzformald novekedési faktor-§

Thy — T-helper 1 lymphocyta

Tho — T-helper 2 lymphocyta

Thy-1 — thymocyte antigen — timocyta antigén-1

TIMP — tissue inhibitor of metalloproteinases — szoveti metalloproteinaz inhibitor
TLR-4 —toll like receptor-4

TNF-a — tumor necrosis factor -o — tumor nekrézis faktor-o

tPA — tissue plasminogen activator — szoveti plazminogén aktivator

TPO — thyroid peroxidase — pajzsmirigy peroxidaz

TRAD — TSH receptor autoantibodies — TSH receptor antitest

TSH — thyroid stimulating hormone — pajzsmirigy stimulalé6 hormon

UDP — Uridine-diphospho-glucose — uridin-difoszfat-gliikkoz

UDP — GIcA — uridin-difoszfo-gliikkoronsav

UDP — GlcNac — uridin-difoszfo-N-acetil-gliikk6zamin

UGT - Uridine 5'-diphospho-glucuronosyltransferase — UDP gliikoronozil transzferaz

UH — ultrahang


https://en.wikipedia.org/wiki/Thymocyte
https://en.wikipedia.org/wiki/Tissue_inhibitor_of_metalloproteinases
https://www.webmd.com/women/thyroid-stimulating-hormone-tsh

UPA — urokinase plasminogen activator — urokinaz plazminogén aktivator



2. Bevezetés

Az endocrin orbitopathia (EOP) a Graves-Basedow (GD) koéros betegek 20-30 %-aban jelenik
meg, és az orbita szovetek autoimmun gyulladasa és szerkezetének atrendezédése jellemzi (1).
A Dbetegek tobbségében a kiils0 szemizmok megvastagodasa ¢és a zsiros kotdszovet
felszaporodasa jellemz0d; néhany esetben csak az egyik, vagy a masik folyamat dominal (1). Az
EOP klinikai képét a csontos orbitdban talalhaté szovetek térfogat-novekedése okozza. A
periorbitalis oedema, a duzzadt izmok és kotdszovet és a csontos orbita kozotti térfogatbeli
eltérés eredményeként a szovetek az orbita frontalis nyilasa felé ,,tolddnak”, ami el6idézi a szem
axialis protrusiojat. A latast kozvetleniil veszélyezteté keratitis megjelenhet sulyos és
hosszantartd proptosis esetén, mig a latdideg neuropathigjat a latéideg kompresszidja okozza
(1, 2). Az autoimmun folyamat elsédleges célpontjai az orbitaban talalhato fibroblastok (3),
amelyeket az infiltrdlo immunsejtek, illetve az altaluk termelt cytokinek és ndvekedési faktorok
aktivalnak. Ennek a folyamatnak az eredménye a fibroblastok fokozott proliferacidja és
hialuronan (HA) termelése (4), ez utobbi eredményeként az extracellularis matrix (ECM)
atrendezddése. Késobb az érett adipocytava torténd differencialodas iranyadba megy a folyamat.
A plazminogén aktivator inhibitor 1 (PAI-1) szerepe, mely csokkenti az ECM komponenseinek
(4). A folyamat a kontakt gatlas feloldasaval hozzajarulhat a proliferacio fokozodasahoz is. A
HA termelés meghatarozo6 faktora a EOP pathogenesisének; a HA vizkotoképessége in vitro
sajat tomegének akar ezerszerese (5). Minden olyan beavatkozas, ami csokkenti a helyi HA
termelést, csokkentheti az orbitdban kialakuld térfogat-ndvekedést, és ezzel beavatkozhat a
EOP pathogenesisébe. A 4-metilumbelliferont sikeresen hasznaljak allatmodellben,
autoimmun, kronikus gyulladasos és daganatos betegségekben (6) a HA termelés

csokkentésére. Gyogyszerként, mint spazmolitikum, Eurépaban szdmos orszagban elérhetd.



3. Irodalmi attekintés

3.1. Az endocrin orbitopathia epidemiologiaja

Az endocrin orbitopathia autoimmun pajzsmirigy betegségekhez, leggyakrabban Graves-
Basedow kérhoz tarsuld korkép (1). Altalaban hyperthyreosis mellett alakul ki, de ritkan
euthyreoid allapotban vagy hypothyreoid kronikus autoimmun thyreoiditis mellett is el6fordul
(1). A szakirodalomban mas néven is ismert: thyroid associated orbitopathy (pajzsmirigy
betegséghez tarsuld orbitopathia, TAO), Graves’ opthalmopathy (GO - Graves’
ophthalmopathia), thyroid eye disease (TED, pajzsmirigybetegséget kiséré szembetegség) (7).
Az EOP —a praetibialis myxoedema mellett — a masik gyakori extrathyreoidalis manifesztacioja
a GD-nak, jellemzéen az orbita kotdszovet felhalmozodasaval és a kiilsd szemizmok
megvastagodasaval jar (1, 7). A GD esetek 30 %-aban alakul ki manifeszt EOP (8), bar a stlyos
formaja csak az esetek 3-5 %-aban jelentkezik (9, 10). Incidenciaja 5-10 / 100 000, és a
kaukazusi népcsoportokban gyakoribb, mint az azsiai rasszokban (11). N6k esetében nagyobb
a kialakulas kockazata (nd:férfi arany 2:1), mig a férfiakra a stlyosabb forma jellemzé. N6k
esetében a 40-60 év kozotti életszakasz jelent nagyobb kockazatot (12). Ismert gének, amelyek
kapcsolatot mutatnak a betegség kialakulasaval, az immunitast szabalyozo gének, a human
leukocyta antigén (HLA)-DRB1-Arg, a citotoxikus T-lymphocyta antigén (CTLA)-4, a nem
receptor tipusu protein tirozin foszfataz 22 (PTPN22) és a CD40. Ezen gének egyike sem noveli

tobb mint négyszeresére a kialakulas kockazatat, de fontosak a betegségben (13, 14).



3.2. Az endocrin orbitopathia klinikai tiinetei és stadiumbeosztasa

A betegség korai, ugyanakkor legfobb és leggyakoribb tiinete a retrobulbaris fajdalmas
nyomasérzés, amely stlyosan rontja a betegek ¢letmindségét (15). A fajdalomérzet oka a
felszaporodott kotdszovet, a megvastagodott szemizmok és a megndvekedett intraorbitalis
nyomas (16). A beteg vizsgalata soran kettdslatas, fokozott konnyezés, fényérzékenység,
exophthalmus, a felsé szemhé;j retractioja, a periorbitalis oedema, a conjunctiva hiperaemiaja
lehet jelen (1, 7, 14). A GD tovabbi extrathyreoidealis manifesztacioi a praetibialis myxoedema
¢s a kézujjakat érintd acropathia, melyek ritkabban jelentkeznek, és altalaban sulyos EOP-hoz
tarsulnak (1, 17).

Az EOP klinikai megnyilvanulasanak felmérésére szdmos osztalyozasi rendszert vezettek be.
1969-ben a Werner megalkotta a NOSPECS klasszifikaciot, majd 1977-ben modositotta azt. Ez
a rendszer csak az EOP klinikai tiineteinek sulyossagat vette figyelembe, nem tett kiilonbséget
az immunologiailag aktiv és a inaktiv szakasz kozott (18). Egészen 1989-ig a kezelés
megvalasztdsanal csak a tiinetek sulyossagat vették figyelembe. Az aktivitds megitélésére a
CAS (l.tablazat) alkalmas; ha az értéke 4 vagy annal nagyobb, az immunolégiailag aktiv
betegségre utal (19). Tovabbi kétféle, a NOSPECS helyett alkalmazhaté modszer all a
rendelkezésiinkre az EOP sulyossaganak leirdsara: a VISA és a EUGOGO klasszifikécio. Az
elobbit inkabb Eszak-Amerikaban, mig az utébbit Eurdpaban alkalmazzak (10). A VISA
klasszifikaciot 2006-ban alkottdk meg. A jelenlegi verzidja 4 stulyossagi paramétert alkalmaz:
V (vision - latas), I (inflammation - gyulladas), S (strabismus - kancsalsag), és A (appearance -
megjelenés). Minden egyes jellemzot egymastdl fliggetleniil értékelnek, és maximalisan 20
pont adhat6 a rendszerben (20). A European Group of Graves Orbitopathy (EUGOGO) négy
sulyossagi csoportot kiilonboztet meg (enyhe, kozépsulyos, sulyos, latdsvesztéssel fenyegetd)

(10).
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F4jdalom - fajdalom, nyomo érzés a szem mogott az elmult négy hétben
- tekintéskor fellépd fajdalom az utdbbi négy hétben

Vorosség - a szemhéjak vorossége
- legaldbb egy kvadranst érintd conjunctiva diffiz vordsség

Duzzanat - szemhéjak duzzanata

- chemosis

- duzzadt caruncula

- a proptosis fokozodasa (>2mm-el) 1-3 honapos perioddus alatt

R PR RPRR PR kR

Funkcid romlés -a szemmozgasok barmely irdnyba tortént >5° besziikiilése az
utdbbi 1-3 honap alatt

- a visus >1 vonallal torténd csokkenése a Snellen tablan
(stenoplyukat hasznélva) 1-3 honapos periddus alatt

-

1. tablazat Klinikai aktivitasi ponttablazat (19). Négy vagy tobb tiinet megléte esetén a

folyamat aktiv.

3.3. Az endocrin orbitopathia pathomechanizmusa

3.3.1. Az orbita fibroblastok szerepe

Szamos irodalmi adat all rendelkezésiinkre azzal kapcsolatban, hogy az orbita fibroblastok (OF)
az autoimmun folyamatok elsédleges célpontjai EOP-ban (3, 21-23). Az OF heterogén csoport,
¢és az alapjan lehet dket osztalyozni, hogy expresszaljak-e a felszinlikon a CD90 glikoproteint
(thymocyta antigén-1, Thy-1) (24, 25). A Thy-1 esszencialisan megtalalhaté minden izom
eredetli OF felszinén, ezzel ellentétben az orbita kotdszovet allomanyanak csak mintegy 30 %-
a Thy-1 pozitiv (24). A Thy-1" sejtek az orbitdban lejatszodé immunfolyamatokra HA
termeléssel valaszolnak, illetve képesek adipogenesis iranyaba differencialodni (26). Az
adipogenesis maga nem befolyasolja a Thy-1 expresszidjat, és kultiraban az EOP OF-ok
nagyobb mennyiségben expresszalnak Thy-1-et, mint a kontroll OF-ok (27).

Az EOP korai aktiv szakaszara jellemzd, hogy az orbita szoveteit mononukledris sejtek

infiltraljak, féleg CD4+ T-lymphocytak, CD8+ T-lymphocytak, monocytak, macrophagok,
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B-lymphocytak és plazmasejtek (1, 7, 28, 29). Az infiltral6 CD8+ T-immunsejtek képesek
felismerni az OF-okat, és aktivalodnak a f6 hisztokompatibilitasi komplex II (MHCII) és a
CD40-fiiggd szignalizacids utvonalakon keresztiil, alatimasztva, hogy az OF-ok jelentik az
autoimmun folyamatok célpontjait (7). A korai aktiv fazisban dominal6 sejteket T-helper 1
(Thy-) lymphocytaknak nevezziik és olyan cytokineket (interferon-y (IFN-y), interleukin-2
(IL-2), tumornekrézis faktor-a (TNF-a)) termelnek, amelyek elbsegitik a sejtmedialta
immunvalasz kialakulasat (30, 31). A betegség késobbi fibroticus szakaszaban pedig hizdosejtek
jelennek meg (2, 32), tovabba a T-helper 2 (Th2) lymphocytak és a hozzajuk kéthet6 cytokinek
(interleukin-4 (IL-4), interleukin-10 (IL-10)) dominalnak, alatamasztva azt a hipotézist, mely
szerint a Thy-tipust cytokinek a kronikus gyulladasos folyamatokban és a fibrosisban jelentds
szerepet toltenck be (30). Az OF-ok aktivacidja torténhet a pajzsmirigy stimulalé hormon
receptor ellenes antitestekkel (TRAD) illetve az inzulin-szeri névekedési faktor-1 receptoron
(IGF-1R) keresztiil (1). Az aktivacio kovetkeztében né az OF proliferacios rataja és HA
termelése, gyulladasos faktorokat termelnek, késébb adipocytava, illetve myofibroblastokka
differencidlodnak. Az ECM egyes komponenseinek koéros felhalmozddasa, az orbita tartalom
atrendez6déséhez vezet (30). Szamos cytokint és novekedési faktort mutattak ki az EOP-ban

szenvedO betegek orbita szoveteiben (31, 33-35).
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e TGF-B

Fosd . IFN-y, TNF-a,
I~ N IL-18
aktivacio
Infiltralo
immunsejtek
Orbita fibroblastok
Proliferécio Szulfatalt gliikozaminoglikanok és hialuronan ~ Adipogenesis

v

Extracellularis matrix atrendezddés
(plazminogén aktivator inhibitor 1 és hialuronan)

1. abra. Az orbita fibroblastok szerepe az EOP pathomechanizmusaban. Az EOP
pathomechanizmusa soran az orbitaban talalhato kotészovet felhalmozddasa az infiltralo sejtek altal felszabaditott
cytokinek fibroblast aktivald hatasanak eredménye. A cytokineket az orbitat infiltraldo T- és B-lymphocytak és
macrophagok, illetve maguk az aktivalt fibroblastok termelik. Az aktivaciéo eredménye a fibroblastok fokozott
proliferacidja, az extracellularis matrix egyes komponenseinek, a szulfatalt glitkozaminoglikanok és a hialuronan
termelésének fokozodasa, az ECM atrendez6dése, a fibroblastok adipocytava torténd differencialédasa. Ref. (1)
nyoman modositva.

Az orbita fibroblastok fokozott proliferacidja, ECM komponenseinek (féleg HA) termelése és
adipocytava vagy myofibroblastokka torténé differencialodasa hatarozza meg az orbita
szoveteinek térfogat-novekedését (30), amelyet az 1. abra mutat be. A fibroblastok
proliferacidja nagyban hozzajarul a szoveti atrendez6déshez és a fibrosis kialakulasahoz (36),
és egyes eredmények szerint az EOP OF alap proliferacios rataja magasabb, mint a kontroll
orbita fibroblastoké (37). A CD40-CD154 ligand kapcsolodasa a T-lymphocytak és OF kozott,
a kiilonboz6 cytokinek, novekedési faktorok (IL-4, IGF-1, vérlemezke eredetti novekedési
faktor (platelet-derived growth factor — PDGF)), transzformalé novekedési faktor f3
(transforming growth factor-p TGF-p) hatasa a proliferacios ratara erésebb az EOP eredetii OF

esetében, mint a kontroll OF-nal (23, 37). Az EOP orbita szovetek emelkedett mennyiségii
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nem-szulfatalt gliikozaminoglikant (GAG), féleg HA-t és kollagént tartalmaznak, melyeket az
OF-ok termelnek. A HA az egyik olyan ECM komponens, amely vizkotoképessége révén
nagymértékben hozzajarul az orbita szoveteinek térfogatnovekedéséhez. A harmadik tényezo
az adipogenesis fokozodasa. A Thyl* (CD90") orbita fibroblastok képesek érett adipocytava

differencialédni (38, 39).

3.3.2. A hialuronan szerepe

Az EOP lefolyasa soran megvaltozik az ECM komponensek szintézisének és lebontasanak
egyensulya az OF aktivacioja miatt (40). EOP-ban a HA a legfontosabb GAG az ECM
komponensei koziil. A HA nagy molekulasulya poliszacharid, melynek esszencialis szerepe
van a sejt-ECM és sejt-sejt kozotti kolcsonhatasokban: autokrin modon ugyanazon a
sejtfelszinen 1évé HA receptorokkal 1ép kolcsonhatasba, mig parakrin modon koélcsonhatasba
1ép a szomszédos sejtekkel és az ECM szamos mas molekulajaval (41, 42), ami egy HA
molekula esetében tobb szaz sejtet illetve ECM komponenst is jelenthet (43). A
kolcsonhatasban résztvevd sejtfelszini receptorok a CD44 (cluster determinant 44), a
hialuronan altal kozvetitett motilitas receptor (receptor for hyaluronan mediated motility -
RHAMM), nyirokrendszeri endothelialis hialuronan receptor (lymphatic vessel endothelial HA
receptor — LYEV-1), hialuronan endocytosis receptor (hyaluronan receptor for endocytosis —
HARE) és a ,toll-like” receptor-4 (TLR-4). Ezek a kdlcsonhatasok harom fontos fiziologiai
folyamatot medidlnak: a szignal transzdukciot, a pericellularis ,,coat” (pericellularisan
elhelyezked6 HA molekulak) kialakitasat, és a receptor-medialt internalizaciot (42, 44). A
kolcsonhatasok a HA és a HA-ko6t6 fehérjék kozott, mint példaul a versican vagy az aggrecan,
stabilitast és flexibilitdst adnak a pericellularis térnek, csakigy, mint az intracellularis
matrixnak (45). A CD44-et tekintik a legfontosabb HA receptornak, ez egy multifunkcionalis

transzmembran glikoprotein, aminek 4 funkcionalis doménje van (46). A HA-CD44 kapcsolat
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szamos feladatot lat el, példaul a sejt-sejt aggregacioban, pericellularis matrix retencidjaban, a
matrix-sejt €s sejt-matrix szignalizacioban, a receptor medialta internalizacidban, a HA
lebontasaban, és szabalyzo szerepe van a sejt mozgasban, illetve a sejt-sejt adhézidban (44, 47).
A HA molekula savas, negativ toltésli, nagy molekulasulyt, ismétlodé alegységekbdl allo
poliszacharid. Két diszacharidb6l all: az N-acetil-glikozaminbol  (GlcNac) és
D-gliikoronsavbol (GIcA) (2. abra). A HA megadaltonos mérettartomanyu, tomege 2x10° és
10x10” Da kozé esik, a molekula hossziisaga pedig 2-25 pm. A HA is a sejtmembran belsd
felszinén szintetizalodik mint a tobbi GAG, de fehérje mag nélkiil, mig a tobbi GAG a Golgi
apparatusban szintetizalodik és fehérjemagot kap (44). Bioszintézise harom transzmembran
glikoziltranszferaz izomenzim altal valosul meg: a hialuronan szintaz (HAS) 1,2 és 3 altal, és a
hialuronidaz (HYAL) 1 és 2 vesz részt a lebontasaban (44, 48) (3. dbra). A HA a szintézist
kovetéen a pericellularis térben marad, a szintdz enzimeken keresztiil a sejtfelszinhez
horgonyozva (4. dbra) vagy sejtfelszini receptorhoz kotve, egészen addig, mig egy hialuronidaz
fel nem szabaditja kotésébol, aminek kovetkeztében integralodni tud az ECM-ba (49) .

A bioszintézist végz6 enzimek egyediilalloak abban a tekintetben, hogy mind a harom enzim
koordinalja a két glikoziltranszferaz miikodését: az egyiket a GlcNac-hoz mig a masikat a
GlcA-hoz kotik hozza. Az enzimeket kodold gének kiilonboz6 kromoszoémakon helyezkednek
el: a HAS1 a hCh19-HAS1, a HAS2 a hCh8-HAS?2 és a HAS3 a hCh16-HAS3, (sorrendben:
19q13.41, 8q24.12 és 16q22.1 (45)). Katalitikus aktivitas szempontjabél HAS1 < HAS2 <
HAS3. Ezenfeliil a HAS1 ¢és HAS2 nagy molekulastulyt polimereket szintetizal, mig a HAS3
rovidebb lanctakat hoz 1étre (50). A HAS1 alacsonyabb aktivitasa abbol szarmazik, hogy
képtelen a HA szintézisre, amennyiben az UDP-gliik6z intracellularis szintje alacsony (51). A
szintetizalt HA fizioldgiai tulajdonsdgai nagyban filiggnek a polimer méretétdl &s
mennyiségétol. A nagy koncentracioban 1évo nagy molekulasulytt HA gatolja a sejtnovekedést,

mig az alacsony koncentracioban jelenlévo kis molekulasulytt HA ellenkezdleg hat, tovabba a
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vizkoté képessége is nagyban fiigg a polimer lanchosszasagatol (50). A HASL széles
mérettartomanyban (2x10°-2x10° Da) szintetizal HA polimert. A HAS2 az extrém nagy
lancokat (>2x10° Da) szintetizalja, a HAS3 pedig a 3x10° Da méretnél kisebb HA polimereket.
(52, 53). A termelt HA lebontasat a HYAL1 és HYAL2 végzi, kodold génjeik a 3p21.3
kromoszoman talalhatoak (53). Ez a két enzim a B(1-4) kotések mentén hasit és diszacharidokat
vagy nagyobb fragmenteket valaszt le a polimerr6l. A HA lebontasat a HYALZ2 kezdi meg,
majd folytatodik a lysosomaban a HYALI segitségével. A szoveti sériilés és a gyulladasos
koriilmények a HA molekula fragmentdlodasat okozhatjdk, amit akkor tekintiink
fragmentalodasnak, ha a molekulatdmege 5x10° Da ala csokken (54).

A kiilonb6z6é méretli HA molekulaknak kiilonb6z6 szerepiik van. A nagyobb molekulasulyu
HA (>5x10° Da) anti-inflammatorikus hatst, mig az alacsony proinflammatorikus (55). A
HYALI1 és HYAL?2 bontja a tobbi GAG-ot, a kondroitint, kondrotin-4-szulfatot, kondrotin-6-
szulfatot és a dermatant (56) is. A HYAL1L enzim a HA-t a sejten beliil bontja le, savas pH-n
miikodik, és ez a f6 HYAL a plazméaban. A HY AL2 nagyon alacsony hialuroniddz aktivitassal
rendelkezik a HY AL1-hez képest, és csak a nagy molekulasulyt HA-t bontja kdzepes méretii
fragmentekre (=20 KDA) (52). A kis molekulastlyu fragmentekr6l kimutattak, hogy stimulust
jelentenek a rheumatoid arthritises betegek iziileteiben jelenlévé macrophagok bejutasahoz, és
a dendritikus sejtek éréséhez és aktivacidjahoz (57). Emellett a kiilonb6z6 méretii HA
fragmentek indukaljak a PAI-1, a nitrogén monoxid (NO) és az interleukin 12 (IL-12), illetve
mas kemokinek szintézisét (58). EOP-ban az OF-ok a cytokinek és antitestek jelenlétére nagy
mennyiségii HA termeléssel valaszolnak (1). Hidrofil természetének kdszonhetéen a HA
nagymennyiségli vizet képes megkdtni, ezzel is hozzdjarulva az orbita kotdszovet
térfogatnovekedéséhez (7). A HA termelés meghatarozo faktora a EOP pathogenesisének; a

HA vizkotoképessége in vitro sajat tomegének akar ezerszerese (5). Emellett a HA és a
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gyulladas helyére (59).

Gliikoronsav (GIcA)

crer

OH

CHj

n

N-acetil-gliikozamin (GlcNac)

2. abra. A hialuronan felépitése. A hialuronan az N-acetil glikdzamin (GlcNac) és D-gliikoronsav
(GlcA) alegységekbdl épiil fel (53).

HYAL 1-2

HAS 1-2-3

ECM
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3. abra. A hialuronan termelés valtozasa EOP-ban. A hialuronan ciklus egyenstilyat a hialuronan
szintazok (HAS) illetve a hialuronidazok (HY AL) tartjak fenn. Az EOP-ban ez az egyensuly felbomlik, ami a HA
termelés fokozddasédhoz vezet.
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4. abra. A hialuronan szintézis sematikus abraja. A membranhoz kotétt hialuronan szintaz enzimek
uridin-difoszfo-gliikoronsav (UDP-GIcA) és uridin-difoszfo-N-acetil-gliikkozamin (UDP-GlcNac) alegységeket
hasznalnak szubsztratként. A sejtmembran belsé oldalan 1évo szintazok altal hasznalt UDP-gliikéz épitokovek
folyamatosan transzlokalodnak az extracellularis tér felé hosszabbitva a polimer lancat (52).

3.3.3. A plazminogén aktivator inhibitor-1 szerepe

A plazminogén aktivator inhibitor 1 (PAI-1) szerepe, mely csokkenti az ECM komponenseinek
degradacigjat és ezaltal noveli a matrix stabilitasat, az EOP pathogenesisében nem volt ismert
(4). A PAI-1 a szerin proteaz inhibitorok (szerpin) csaladjaba tartozik, és a legfontosabb
fiziologias inhibitora az urokindz-tipusti plazminogén aktivatornak (uPA) és a szdveti tipust
plazminogén aktivatornak (tPA). Ezen két aktivator gatldsanak eredménye a plazminogén
plazmin 4talakulas és a plazmin fiiggd matrix metalloproteinaz (MMP) akitvacio gatlasa. A
PAI-1 a legjobban tanulményozott tagja a szerpin szupercsalddnak, melyek atlagosan 350-400
aminosav hossztsagl fehérjek (60). A PAI-1 génje a 7q21.3-q22 kromoszoéman talalhato, a
fehérje 48-50 kDa méretii. Szamos sejt szintetizalja: endothel sejtek, adipocytak, macrophagok,

szivizomsejtek és a fibroblastok (61). A PAI-1 expresszio sejtdenzitasfiiggést mutat szamos
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human sejttipusban, igy preadipocytdkban (62), bor fibroblastokban (63) és NIH/3T3 sejtekben
(64). A PAI-1 szintézise csokken a konfluens sejtszam iranyaba haladva. A PAI-1 fehérje a GO
— G1 atmenet soran képzdédik a legnagyobb mennyiségben (65). A PAI-1 képes latens
allapotbol aktivalodni (66). Mig az uPA/tPA atalakitja a plazminogént aktiv szerin-proteaz
plazminna, a latens TGF-B-t aktiv formajuva és az el6-MMP-ket MMP-v¢, addig a PAI-1
blokkolja uPA/tPA aktivaciot, a plazmin képzddését, és a plazmin fiiggd MMP aktivaciot, ezzel
védi az ECM fehérjéit a proteolitikus degradaciotol és segiti a matrix stabilitasat illetve a
sebgyogyulast (60) (5. abra). Az emelkedett PAI-1 expresszid eredménye az ECM
felhalmozdodasa (67). Az EOP-ban szenvedd betegek orbita szdveteinek elemzése sordn
kimutattdk szdmos gén fokozott atirasat, igy a gyulladast/fibrosist fokozo cisztein-gazdag
angiogén induktor 61-ét (cysteine-rich angiogenic inducer 61 - CRY61), a kotOszovet
novekedési faktorét (CTGF — connective tissue growth factor) és a PAI-1-ét. Mindez azt
mutatja, hogy a betegség kialakuldsaban, illetve progresszidjaban ezen faktoroknak szerepe van
(31). Az OF-ok olyan protedzokat termelnek, amelyek képesek bontani az ECM-ot (68). Smith
¢s munkatarsainak eredményei azt mutatjak, hogy a PAI-1 az egyik legnagyobb mennyiségben
expresszalt fehérje az IFN-y-stimulalt EOP orbita fibroblastokban (69), ezzel szemben a bor
fibroblastok esetében csak kisebb emelkedést detektaltak. Az mRNS expressziokat vizsgalva
28-szoros emelkedést talaltak a sulyos aktiv EOP-ban szenvedd betegek dekompresszios miitét
soran eltavolitott orbita kotdszovetében (70). Ismert, hogy az OF-ok PAI-1-et szintetizalnak, és
az expressziot fokozza a TGF-B, IFN-y és a leukoregulin (69, 71, 72). Emellett kimutattak, hogy
expressziojat egér macrophdgokban, ami arra utal, hogy a HA fragmentek potencidlis
szabalyzoi a gyulladasos fibrinolitikus rendszernek (58). A plazminogén aktivator rendszer és
a PAI-1 szerepe, illetve kapcsolata a HA-nal az EOP pathomechanizmusaban még nem

tisztazott.
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5. abra. A plazminogén aktivator inhibitor-1 szerepe az extracellularis matrix

stabilizalasaban. Az ECM degradacioja és épiilése kdzotti egyensiily fenntartasaban a plazminogén aktivator
rendszer fontos szerepet t6lt be. A plazminogén aktivatorok hatdsara alakul a plazminogén plazminna. A plazmin
protedz, mely az ECM szamos proteinjét képes hasitani. A rendszer tobb ponton szabalyozhatd, ezek koziil a
plazminogén aktivator inhibitor 1-es tipusa (PAI-1) a folyamat jelentés gatld faktora. Miikodése soran csokken az
ECM komponenseinek degradacidja, és ezaltal né a matrix stabilitasa. (MMP: matrix metalloproteinazok, PAI-1:
plazminogén aktivator inhibitor 1, TIMP: sz6veti metalloproteinaz inhibitor, ECM: extracellularis matrix). Longo
and Higgins (2019) (31) nyoman moédositva.

3.3.4. A transzformalo novekedési faktor béta

A TGF-P fontos szerepet tolt be a sejtndvekedésben és a differencialédasban, emellett szerepe
van a szoveti regeneralddasban és az ECM termelés utjan a fibrozis szabalyozésaban. Mas
autoimmun korképekben is kimutattak a szerepét, példaul a szisztémas lupus erythematosusban
(SLE) és a glomerulosclerosisban (73). Harom izoformajat azonositottak (1, 2 és f3). Szamos
biologiai folyamatban részt vesz, példaul a sejtek proliferaciojaban, illetve az ECM
felhalmozdodasban. Fokozza a proteoglikanok szintézisét és felhalmozodasat (74). A TGF-B
stimulalja a bér fibroblastok, human ito sejtek (LI90 sejtvonal), maj parenchima sejtek és a

human malignus mesothelioma sejtek HA szintézisét (73). A HAS-ok esetében is kimutattak a

20



TGF-B hatasat, azonban sejttipusonként eltéré hatast tapasztaltak: szinovialis fibroblastok
esetében fokozta a HAS1 expressziot, viszont gatolta a HAS3 expressziot (53, 57). EOP-0s
betegek orbita szoveteiben fokozott TGF-£ expressziot irtak le kozépsulyos és sulyos EOP
esetén, amelynek a mennyisége pozitiv korrelaciot mutatott a CAS-ral (35). Emellett
emelkedett PAI-1 expressziot talaltak, amelyet szamos cytokin és ndvekedési faktor szabalyoz,

tobbek kozott maga a TGF-f (60).

3.3.5. A 4-metilumbelliferon

A 4-metilumbelliferon (4-MU) kedvezden befolyasolja allatmodelleken autoimmun, krénikus
gyulladasos és daganatos megbetegedések lefolyasat (6, 75, 76). A HA termelést bizonyitottan
gatolja in vitro. Kétféleképpen csokkentheti a HA termelést: egyrészt annak egyik
komponenséhez, a gliitkoronsavhoz koétddve kompetitiv gatlast fejt ki, masrészt a HAS-ok
mRNS expresszidjat csokkenti (6). A HA szintézis (6. abra) soran a 4-MU az UDP-gliikoronozil
transzferaz (UGT) enzim kompetitiv szubsztratja. A HAS-ok az UDP-hez kotott GlcA és
GlcNac prekurzorokbdl épitik fel a HA polimert, azonban, ha a 4-MU jelen van a rendszerben,
akkor a gliikoronsav inkabb a 4-MU-hoz kotédik az UDP helyett, igy a HAS enzimek nem
tudjak szintetizdlni a polimert. A 4-MU szdmos eurdpai orszagban nem veénykoteles

gyogyszerként forgalomban van epehajtoként (6).
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6. abra. A 4-metilumbelliferon HA szintézist gatlé hatasanak sematikus abraja (6).

3.4. Az endocrin orbitopathia diagnosztikaja

Az EOP diagnodzisa egyértelmii, amikor a hyperthyreosis és a diffuz golyva egyiitt jelentkezik
az orbitopathiaval (77). Azonban azokban a betegekben, ahol nincs nyilvanvalo hyperthyreosis,
antitest meghatarozasra és képalkotod vizsgalatokra van sziikség az EOP bizonyitdsara vagy
kizarasara. Az emelkedett szabad T4 és csokkent TSH szint diffuz strima esetén elegendd a
GD diagnozis felallitasdhoz. Az emelkedett szabad T3 €s total T3 szintje a szérumban szintén
gyakori a hyperthyreosisban szenvedéknél. A masik fontos paraméter a TSH-receptor elleni
antitest (TRAD) pozitivitas (78).

A jelenleg hasznalatos képalkoto eljarasok az EOP diagnozisa soran az orbita ultrahang (UH),
a komputertomografia (CT) és a magnesesrezonancia-képalkotds (MRI). Alkalmazhat6 az

egyfoton-kibocsatasos, szamitogépes metszeti képalkotas (SPECT) (79)
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®MTc-diethylenetriamine-pentaecetsavval  (®"Tc-DTPA-SPECT), melyet a debreceni

munkacsoport irt le és alkalmazott el6szor vilagviszonylatban (80).

3.5. Az endocrin orbitopathia immunologiai aktivitasa

Az EOP Kklinikai tiineteinek és aktivitasanak idébeli lefolyasat a Rundle goérbe mutatja be
(7._abra), melyet 1960-ban irtak le (81). Az EOP pathomechanizmusanak kezdetén klinikai
tiinetek nélkiil zajlik az orbita autoimmun folyamat aktiv része. A tlinetek sulyossaga a
kialakulastol szamitott 6-24 honapban tet6zik, ekkor az immunologiai folyamatok mar
nagyrészt befejezddtek, és néhany honapon beliil a betegség fibrotikus szakasza kovetkezik

(7.abra, A). A betegség lefolyasa soran fontos a kiilonb6z6 szakaszokat elkiiloniteni, mivel az

inaktiv szakban alkalmazott immunszuppressziv terapia mar hatastalan (7. abra, B), viszont az

immunologiai aktivitas csucsan a kezelés hatasos (7. abra, C) (81).
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7. abra. Az endocrin orbitopathia lefolyasa. A: Az EOP természetes lefolyasa, B: Inaktiv stidiumban

adott immunszuppressziv kezelés hatastalan, C: Aktiv stadiumban, kordn adott immunszuppressziv kezelés
kedvezben hat a klinikai tiinetekre (81).

3.6. Az endocrin orbitopathia kezelése

Az EOP kezelésére 2008-ban kozdsen fogalmazott meg ajanldst az European Thyroid

Association (ETA) és az EUGOGO (82), majd ezt moédositottak 2016-ban. A jelenlegi
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ajanlasok tartalmazzak, hogy az EOP-os betegeket olyan centrumokba kell iranyitani, ahol az
endokrinologus, a szemész ¢és a sugarterapias szakember egylittesen kezeli a beteget, illetve fel
kell hivni a figyelmiiket a dohanyzas elhagyasanak fontossagara (83).

Enyhe EOP esetén a beteg kovetése mellett a szelén pozitiv hatasat bizonyitottak. A szelénnek
szerepe van az immunrendszer normal mikodésében. Marcocci és munkatarsai 2011-es
eredményei az mutatjak, hogy 200 pg szelén naponta pozitiv hatdsi enyhe EOP-ban; hat honapi
szelén alkalmazds utan tovabbi 6 honap kovetési id6 alatt a kezelt betegeknél javult az
¢letmindség, a CAS a szelénnel kezelt csoportban szignifikdnsan nagyobb csokkenést mutatott
(84). Kozépsulyos és sulyos EOP esetén immunszuppressziv terapia alkalmazasa sziikséges, ez
4,5 g metilprednisolon adasat jelenti intravénasan (hetente egyszer 500 mg hat héten at, majd
ugyanennyi ideig hetente egyszer 250 mg), majd oralisan a d6zist fokozatosan lehet leépiteni.
Sulyos EOP-ban a latéideg kompresszidja esetén nagydozist intravénas kortikoszteroid adasa
szlikséges; ha 2 héten belill nem torténik javulds, slirgds sebészeti beavatkozast tesz
sziikségessé az orbita csontos falanak elvételével (83).

A pentoxifillin adasanak magyar vonatkozasa van. Balazs Csaba és munkatarsai 1997-ben
megjelent kdzleményiikben szamoltak be a pentoxifilin pozitiv hatasarol EOP-ban. 10 beteget
(8 nd ¢és 2 férfi) vizsgaltak, koziiliik 2 kettd nem reagélt a kezelésre, viszont a tobbi esetben
jelentdsen csokkent a total eye score (TES), a plazdmban a gliik6zaminoglikanok szintje és a
TNF-a szintje a szérumban (85). Tiirke Boglarka és Balazs Csaba tovabbi eredményeikrél az
Orvosi Hetilapban megjelent cikkben szamoltak be, miszerint a szer hatékony volt pretibialis
myxoedema esetében is (86).

A hyperthyreosis radioaktiv jod izotop kezelése soran a béta részecskék follikularis sejt
apoptozist indukalnak, ezaltal csokkentve a felszabaduld pajzsmirigy hormon szinteket (87). A
radiojod kezelést preferaljak az olyan betegek esetében, akik thyreostaticus gyogyszerekkel

torténd kezelés utan is magas TRAD szinttel rendelkeznek, magas vagy elhizodo thyreostaticus
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gyogyszerdozist igényelnek, nem képesek elérni az euthyreoid allapotot a gyogyszeres
kezeléssel. Kontraindikalt a radiojod alkalmazasa aktiv kozépsulyos €s sulyos EOP esetében,
kiilonosen ha az emelkedett TRAD titerrel jar (87). A radiojod kezelés mar meglévé EOP-nal a
tiinetek rosszabbodasat okozhatja, illetve a rizikocsoportokban (dohanyzok, magas TRAD szint)
recidivat vagy friss EOP kialakulasat idézheti el6. Ezek a betegek, ha az EOP inaktiv, radioaktiv
jodizotop kezelést kovetden megeldzésképpen oralis kortikoszteroidokkal kezelenddek, mely a
kedvezétlen orbita hatast kivédi (83).

Az orbita irradiaci6 hatdsos az EOP kezelésében, illetve kiegésziti a gliikokortikoid kezelést
(87). Szokasos dozis 10 alkalommal 2 Gy adasa mindkét orbitara (88). Az intravénas
kortikoszteroid kezelés kiegészitése a retrobulbaris irradiacioval bizonyitottan hatékonyabb,
mint kiilon-kiilon alkalmazva (84).

A thyreostaticus kezelések soran propylthiouracilt (PTU), methimazolt (MMI), illetve
carbimazolt alkalmazhatunk. Ko6z6s hatasmechanizmusuk a pajzsmirigy peroxidaz (TPO)
enzim ¢és vele egyiitt a pajzsmirigy hormon szintézis tobb 1épésének gatlasa. Emellett a PTU
képes blokkolni a T4 — T3 atalakulast. A gyogyszeres kezelés alkalmazasat preferaljak abban
az esetben, ha nagy a végleges gydgyulds esélye (nincs vagy enyhe-kozépsulyos EOP, kis
méretll golyva, néi nem, alacsony vagy negativ TRAD érték (11) terhesség alatt (PTU az elsd
trimeszterben preferalt), és amikor a radiojod terdpidnak vagy a pajzsmirigy eltavolitdsnak
nagyobb a kockazata, mint a haszna (87).

A pajzsmirigymutét EOP esetén teljes pajzsmirigy-eltavolitas. Alkalmazhatdsagat ndveli, hogy
golyva ¢és pajzsmirigy daganat egyiittes jelenlétének esetében is alkalmazhatd, és nem
stlyosbitja az EOP-ot (87). Teljes pajzsmirigy-eltavolitas utan 6 honappal az EOP nagyobb
mértékben javult a gyogyszeresen kezelt csoporttal szemben (89). Kozépstlyos vagy sulyos

EOP ¢és magas TRAD szint esetén a miitét elonyben részesitendo (87).
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Az utobbi évtizedekben szamos Uj lehetséges terapiat dolgoztak ki az EOP kezelésére.
Tobbségiik biologiai immunterapia. A rituximab (RTX) human monoklonalis antitest a B-sejtek
felszinén talalhatdé CD20 komplex ellen, amit eredetileg a B-sejtes lymphoma kezelésére
fejlesztettek ki, de szamos mas autoimmun betegség esetében is sikeresen alkalmaztak (87, 90).
EOP-ban az els6 eredmények 2006-ban jelentek meg (91, 92), hazankban el6szor pedig
munkacsoportunk alkalmazta sikerrel 6t sulyos, hagyomanyos kezelésre nem reagalod beteg
esetében (93). Sikeresen alkalmaztak a tocilizumabot (TCZ) és a teprotumumabot (94). TNF-a
gatlok alkotjak a kovetkezd csoportot; kozottiik taldljuk a etanerceptet, az adalimumabot és az
infliximabot (87, 93). A kovetkez6 igéretes vegyiilet a mikofenolat-mofetil (MMF), amelyet
mar sikerrel haszndlnak egyéb autoimmun Dbetegségek kezelése soran szelektiv
immunszuppresszansként; szignifikdnsan magasabb volt a hatékonysdga a kettdslatas és

proptosis kezelésében a 24 hetes glitkokortikoid kezeléssel szemben (95).
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4, Célkituzések

Az EOP sulyos, latast veszélyeztetd betegség, amelynek a kezelése a mai napig nem megoldott.
Kisérleteinkkel szeretnénk jobban megismerni a betegség pathomechanizmusat, illetve azt,
hogy hogyan ¢s mivel tudjuk befolyasolni annak két fontos pontjat, a PAI-1 és HA termelést.
A megfigyeléseket EOP-ban szenvedd betegek orbita szovetébdl Iétrehozott primer

sejtvonalakon tettiik.

1. Olyan sejtes modell 1étrehozasa miitéti szovetmintakbodl, amelyen tanulméanyozhat6 az orbita

fibroblastok viselkedése kiilonboz6 hatasokra.

2. A betegség pathogenesisében szerepet jatszo volumen ndvekedés sordn a megvaltozo

fibroblast-denzitas modellezése és hatasanak vizsgalata a PAI-1 és a HA termelésre egészséges

¢s EOP orbita eredettl, illetve bor fibroblast tenyészetek esetében.

3. Az EOP-ban szenvedd betegek orbita szovetében is jelen 1évé TGF- hatasanak vizsgalata

kiilonbozd eredetii fibroblast kultirdk HA és PAI-1 termelésére, valamint proliferacios ratajara.

4. Lehetséges gyogyszeres beavatkozdsi pont azonositdsa a fibroblastok HA termelésének

gatlasara.
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5. Modszerek

5.1. Primer fibroblast sejtvonalak létrehozasa

Vizsgalataink soran a Debreceni Egyetem AOK Belgyogyaszati Intézet Endokrinologia
Tanszék szakrendelésein, Szemklinikdjan, illetve Sebészeti Klinikajan megjelent betegek
szOvetmintait hasznaltuk. A betegek kivalasztasa az eldre meghatarozott kritériumok alapjan
tortént. Vizsgalatainkat a Debreceni Egyetem Regionalis és Intézményi Kutatasetikai
Bizottsdga jovahagyta, azokat a Helsinki Deklaracionak megfeleléen végeztik el, és a
résztvevo betegek beleegyezo nyilatkozatot irtak ala.

Ot EOP-ban szenvedé beteg dekompresszids miitéte soran eltavolitott orbita kotészovetbdl ot
primer orbita fibroblast sejtvonalat hoztunk 1étre. Minden esetben a betegség inaktiv fazisaban
tortént a dekompresszios mitét. Két beteg volt pozitive TRADb antitestre nézve. A
dekompresszios miitét elott két beteg esett at pajzsmirigy eltavolitason, két beteg kapott
radiojod kezelést, és egy beteg kivételével mindenki szedett thyreostaticumot korabban a
betegség lefolyasa sordn. Minden beteg részesiilt kortikoszteroid kezelésben, és két beteg esett
at orbita irradiacion; a steroid kezelés befejezése €s az irradiaciod ota legalabb 12 honap telt el.
A mtét el6tti utolsé két honapban csak diuretikumokat, B-blokkolokat és tiroxin potlast kaptak
a betegek. A betegek a miitét idején alacsony normal vagy szupprimalt TSH-val és a referencia
tartomanyon beliili, magas-normal pajzsmirigy hormon szintekkel rendelkeztek. A kontroll
orbita kotOszoveteket Ot beteg nem pajzsmirigy betegséghez kapcsolodd szemmiitéte
(enukleacio) soran eltavolitott ktdszovetbdl nyertiik. A bor szoveteket négy hasfali sérv miitét

soran nyertiik. A betegek adatait a 2. tdblazatban mutatjuk be.
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A GD Az EOP
, kialakulasatol . kialakulasatol Az EOP v ire o Szovet
Betegek | Kor | Nem Betegség miitétig eltelt A GD Kkezelése miitétig eltelt Kezelése CAS | Miitét tipusa eredete
idé (év) idé (év)
p radioaktiv jod, Orbita irradiacio,
L &t no e L thiamazole 8 kortikoszteroid L
2 42 | 18 EOP 4 thy:ﬁ?;iizg%ma, 2 Kortikodszteroid | 1
Orbita Extraconal
. . Orbita irradiacio, dekompresszi6 | posterior
3 44 | né EOP 9 thyreoidectomia, 1 kortikoszteroid, | 2 lipektomidval orbita
propilthiouracil pentoxyphylline kombinalva zsirszovet
4 49 | férfi EOP 3 radioaktiv jod 3 kortikoszteroid 3
5 55 | ferfi EOP 1 thyreoidectomia 1 Orbita irradidcio, 3
acetazolamid
6 46 | férfi
7 62 | férfi | intraoklularis I nérsa}[z?ir:)?l
8 66 | ferfi | rosszindulata n.a. n.a. n.a. n.a. na | Enukledcio porbita
9 69 | ferfi melanoma zsirszovet
10 71 férfi
11 20 férfi
13 52 | férfi N 3 o hasi
14 63 6 asl serv n.a. n.a. n.a. n.a. n.a. ervmutet bbrszovet
15 78 férfi

2. tablazat. Azon betegek jellemzoi, akiknek szovetmintait a kisérletek soran hasznaltuk (n.a. — nem értelmezhets, mert nem pajzsmirigybetegek)
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Az orbita fibroblast vonalakat a Bahn és munkatarsai altal korabban leirt metodika alapjan
hoztuk Iétre (96). A sterilen eltavolitott, azonnal M199 (Biosera, Nuaille, Franciaorszag)
tapfolyadékba helyezett kotdszovet darabokat 2x2 mm-es darabokra vagtuk, majd négyszer
mostuk antibiotikum (penicillin/sztreptomicin) tartalma PBS-ben (Biosera, Nuaille,
Franciaorszag), hogy eltavolitsuk beldle a vorosvértesteket. Mosast kovetden a szovetdarabokat
35 mm atmérdjii miianyag Petri csészébe (Nunclon, Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA,
USA) helyeztiik. A sejtek szovetbol torténd kinovéséhez 20 % FBS, penicillin/sztreptomicin €s
stabil-glutamin tartalmt M199 tapfolyadékot alkalmaztunk, és 37°C-on, 5 % CO2 mellett
tenyésztettilk. A tapfolyadékot 3-4 naponta cseréltiik. Kettd-négy hét mulva, a tenyészet
proliferacids potencialjatol fiiggden, a szovetdarabokat eltavolitottuk, és a tovabbiakban 10 %
FBS (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) penicillin/sztreptomicin €s stabil-
glutamin tartalmu tapfolyadékot alkalmaztunk (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA,
USA). A konfluencia elérése utan TrypLE Express-el (Thermo Fisher Scientific, Waltham,
MA, USA) kezelve T75-6s flaskaba (JetBiofil, Alicante, Spanyolorszag) passzaltuk a sejteket
a sejtvonalak felszaporitdsa érdekében. A felszaporitadst kdvetden a sejteket ujra kezeltiik
TrypLE Express-el, majd centrifugalast (1000 G) kovetéen fagyasztd folyadékban
szuszpendalva folyékony nitrogénben taroltuk a kisérletek elvégzéséig. Primer sejtvonalakkal
dolgoztunk, ezért a kisérletek soran alacsony passzazs szamu (2-8) tenyészeteket hasznaltunk.
Vizsgalataink soran a sejteket 24 lyuka plate-be (JetBiofil, Alicante, Spanyolorszag)
sz€lesztettilk meghatarozott sejtszdmmal. Hat kiilonb6z6 denzitast valasztottunk a tovabbi
kisérletekhez: 6,24x10% 3,12x10% 1,56x10% 7,8x10°% 3,9x10° és 1,95x10° sejt/cm?. A sejtek
szamolasat Biirker-kamraban végeztiik. A legnagyobb denzitastol kiindulva felezd higitassal
értiik el a kivant sejtszamokat. Az 1,56x10* sejt/cm? a konfluens, az ennél nagyobb értékek
jelentik posztkonfluens, mig a kisebb értékek a prekonfluens denzitast. 24 o6ra elteltével a

sejteket 24 6ras szérum megvondssal szinkronizaltuk. Ezt kovetden ijabb 24 6raig inkubaltuk
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a sejteket a kiilonbozd kezeléseket tartalmazd és kontroll tapfolyadékkal. A feliiliszokat
Osszegyljtottilk és -20°C-on taroltuk a mérések kivitelezéséig. Minden kisérletet legalabb
haromszor végeztiink el, és minden esetben triplikdtumban dolgoztunk. A kezelésekhez
hasznalt TGF-B-t (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) M199-ben, a 4-MU-t és
4-metilumbelliferil-gliikoronidot (4-MUG) dimetil-szulfoxidban (DMSO) (Sigma Aldrich, St.
Louis, MO, USA) oldottuk és igy adtuk a tenyésztd oldatokhoz; a kisérlet kivitelezése alatt a

DMSO végkoncentracidja a sejteken 0,2 % volt.

5.2. Sejtproliferacios vizsgalat

A vizsgalatot 96 lyuku plate-ben végeztiik. A meghatarozott sejtszamot minden esetben Biirker-
kamraban torténd szamolassal és megfeleld higitassal értiik el. A gyartok altal megadott leiras
alapjan végeztiik a mérést. A 5-bromo-2’-deoxyuridin (Cell Proliferation ELISA BrdU
Colorimetric Kit, F. Hoffmann-La Roche Ltd, Basel, Svajc) oldatot hozzaadtuk a sejtek
feliiliszojahoz és 37°C-on, 5 % CO: és mellett 2 6ran at inkubaltuk. Ezutan a feliiluszokat
eltavolitottuk és fixaltuk a sejteket a plate aljan 30 percig FixDenat oldat hozzdadasaval. A
fixalo oldat eltavolitasa utan peroxidazhoz kapcsolt anti-BrdU antitestet adtunk a sejtekhez, 90
percig, szobahdmérsékleten. Az utolso 1épés a 3,3°,5,5’-tetramethylbenzidine szubsztrat volt 10
percig. A reakci6 ledllitdsa 2 N H2SOg4 oldattal tortént, az abszorbanciat 450 nm-en mértiik
(referencia tartomany: 620 nm) Beckman Coulter, DTX 880 Multimode Detektorral (Beckman
Coulter Inc., Brea, CA, USA). Minden esetben a kezeletlen tenyészetek mért értékeihez
hasonlitottuk a kezelt tenyészetek abszorbancia értékeit 10° sejtre torténd normalizalast

kovetben.
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5.3. Metabolikus aktivitas vizsgalat

A Biomedica altal forgalmazott EZ4U kit (Biomedica Medizinproducte GmbH & Co KG, Bécs,
Ausztria) felhasznélasaval vizsgéltuk a sejtek metabolikus aktivitasat a kiilonb6zo kezeléseket
kovetden, a gyartod altal megadott leiras alapjan. A 96 lyuku plate-be szélesztett sejteken levo
100 pl tapfolyadékhoz 10 ul festékoldatot adtunk. A sejtek metabolikus aktivitasuktol fliggéen
kiilonb6zé mértékben képesek a sarga tetrazéliumot piros szinii formazan szarmazékka
alakitani. A festék hozzaadéasat kovetden 4 orat inkubaltuk 37°C-on. Az abszorbanciat 450 nm
mértiik (referencia tartomany: 620 nm) Beckman Coulter, DTX 880 Multimode Detektorral
(Beckman Coulter Inc., Brea, CA, USA). Minden esetben a kezeletlen tenyészetek mért

értékeihez hasonlitottuk a kezelt tenyészetek abszorbancia értékeit.

5.4. Citotoxicitas vizsgalat

A citotoxicitas vizsgalat soran Vybrant Cytotoxicity Assay Kit-et (Thermo Fisher Scientific,
Waltham, MA, USA) hasznaltunk a gyartd leirdsanak megfeleléen. A kit detektalja a sériilt
vagy halott sejtek aranyat 4-MU kezelést kovetOen, azaltal, hogy a kiszabadult gliikoz-6-foszfat
dehidrogenaz (G6PD) altal katalizalt enzimreakciot méri a feliiliszoban. A diafordz enzim
atalakitja a resazurint piros fluoreszkalé resorufinnd. A sejteket 96 lyuka plate-ben
tenyésztettiik 100 pl tapfolyadékban. Készitettiink egy sejtmentes és teljesen lizalt belsd
kontrollt is. A 24 oras kezelést kdvetden 50 pl, resazurint, gliikoz-6-foszfatot, NADP+-t és
diaforazt tartalmaz6 reakcio elegyet adtunk a tenyészethez. A teljes lizishez 1 pl lizis puffert
adtunk a tenyészetekhez, majd 10-30 percig 37°C-on inkubaltuk. Beckman Coulter, DTX 880
Multimode Detektorral (Beckman Coulter Inc., Brea, CA, USA) mértiik a fluoreszcenciat

(exitacid 535 nm, emisszio 625 nm). Sejtmentes tapfolyadék, illetve a teljesen lizalt sejtek
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fluoreszcenciajat figyelembe véve szamitottuk ki a kezelt tenyészeteken mért értékekbodl a

citotoxicitas meértékét.

5.5. Kaszpaz aktivitas mérés

A kaszpaz aktivitas meghatarozasahoz a kereskedelmi fogalomban kaphatoé Caspase-Glo 3/7
Assay (Promega Corporation, Madison, WI, USA) kitet hasznaltuk a gyarté altal kiadott
utmutatonak megfeleléen. Ez a kit alkalmas az apoptozis mértékének meghatarozasara. A
mérés soran a lumineszcencia mértéke aranyos a kaszpaz aktivitassal. A kisérlet kivitelezése
soran a megfeleld kezelést kovetden a sejtekrol a feliiluszot eltavolitottuk, majd 95 pl PBS-t és
95 ul Caspase-Glo 3/7 reagenst adtunk hozzajuk. A megfelel6 keveredés érdekében 500 RPM-
en razattuk a plate-eket, és szobahémérsékleten inkubaltuk 30 percig. Ezt kovetden fehér szind,
lumineszcens méréshez alkalmas 96 lyuku plate-be atmértiik és Beckman Coulter, DTX 880
Multimode Detektorral (Beckman Coulter Inc., Brea, CA, USA) mértiik a lumineszcenciat 1000

ms utan.

5.6. PAI-1 fehérje és HA mennyiségének meghatarozasa a feliiliszoban

A feliiluszéba keriilt PAI-1 fehérje és HA szintek meghatidrozdsdhoz a kereskedelmi
fogalomban kaphat6 DuoSet Human Serpin E1/PAI-1 illetve DuoSet Hialuronan (R&D
Systems, Minneapolis, MN, USA) kiteket haszndltuk a gyarté altal kiadott ttmutatonak
megfeleléen. A pericellularis HA meghatarozashoz a sejteket kétszer mostuk PBS-el majd
0.05 % (w/v) trypsin—EDTA oldattal kezeltiik és 37°C-on 20 percig inkubaltuk, majd FBS
hozzédadasaval (10 v/v % végkoncentracid) az enzimreakciot leallitottuk. A sejtszuszpenziot

2200 G-n centrifugaltuk 5 percig. A pericellularis HA méréshez a feliiluszot hasznaltuk.
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Minden mérésnél az FBS HA tartalmat figyelembe vettiik, és minden esetben a HA termelést
10° sejtre normalizaltuk, hogy a kiilénbozé denzitasokon mért eredmények dsszehasonlithatoak
legyenek. Az abszorbanciat 450 nm mértiik (referencia tartomany: 620 nm) Beckman Coulter,
DTX 880 Multimode Detektorral (Beckman Coulter Inc., Brea, CA, USA). Minden esetben a

kezeletlen tenyészetek mért értékeihez hasonlitottuk a kezelt tenyészetek abszorbancia értékeit.

5.7. Polimeraz lancreakciéo (PCR)

A 24 lyuku plate-ben 1év6 sejtekrdl a feliiltiszot eltavolitottuk, majd PBS-sel kétszer mostuk. A
plate aljaban 1évé sejteket a 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 adtunk hozza. A kloroformmal extrahaltuk a
szuszpenzioban 1évd dsszes RNS-t. 16 000 G-n centrifugéltuk 15 percig. A felsd vizes fazist 4j
DNaz és RNaz mentes Eppendorf cs6be pipettaztuk az dtmeneti fazis érintése nélkiil. 375 pl
szobahdmérsékletii 100 %-0s izo-propanolt adtunk hozza, a vizes fazisban talalhato RNS
precipitacidjahoz, majd 16 000 G-n centrifugaltuk 10 percig. A kdvetkezd 1épésben a feliilszo
eltavolitasa utan a pellet mosasa kovetkezett 1 ml hideg 75 %-os etanollal. Befejez6 1épésként
centrifugalas kovetkezett 12 000 G-n 10 percig. A teljes feliilliszo eltavolitasa utan az izolalt
Spectrophotometers, Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) segitségével mértiik, majd
—20°C -on taroltuk az reverz transzkripcid kivitelezéséig. A tisztitott RNS mintdkat High
Capacity cDNA Reverse Transcription Kit (Applied Biosys-tems, Thermo Fisher Scientific,
Waltham) felhasznaldsaval cDNS-sé irtuk at a gyarto leirdsanak megfelelden.

A TagMan Gene Expression Assay (Applied Biosystems, Thermo Fisher Scientific, Waltham)

hasznalataval detektaltuk a PAI-1, HAS1, HAS2, HAS3, HYAL1 és HYAL2 expressziokat, a
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glicerinaldehid 3-foszfat dehidrogenaz (GAPDH) haztartasi gén expresszidjahoz viszonyitva.
Az RT-PCR reakciot a BioRad (Hercules, CA, USA) CFX96 rendszerén végeztik. Az
eredményeket a GAPDH mRNS expresszios szintjéhez normalizaltuk a ACT metodikat

alkalmazva 40 ciklust kovetOen.

5.8. Statisztikai feldolgozas

A statisztikai elemzéseket a STATISTICA 7 software hasznalataval végeztiik (StatSoft Inc.
Tulsa, OK, USA). Az adatokat minden esetben az atlag + SD értékkel dbrazoltuk. Ismételt
méréses varianciaanalizis (ANOVA) soran a kezelés (1 ng/ml TGF-p és 1 mmol/l 4-MU) mint
belsd faktor €s a fibroblastok szdrmazasi helye (bdr, kontroll és EOP) mint csoportok kdzotti
faktor szerepelt, és Fisher LSD post hoc analizist alkalmaztuk a kiilonbségek megbecsiilésére.

A szignifikancia szintet a p < 0,05 értéken fogadtuk el.
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6. Eredmények

6.1. A sejtdenzitas hatasanak vizsgalata a PAI-1 és HA termelésre

A bor fibroblastok, kontroll orbita fibroblastok és EOP orbita fibroblastok minden
sejtdenzitdson vizsgalva kiilonb6z6 mennyiségi PAI-1 fehérjét termeltek. Kordbbi
eredményeink alapjan a sejttenyészeteket szérum ¢éheztetéSsel szinkronizaltuk a kezelést
megeldzd 24 o6raban, ami szignifikdnsan nagyobb mennyiségli egységnyi sejtre jutd PAI-1
fehérje termelést eredményezett. Az egységnyi sejtre esd PAI-1 fehérje (ng/109 sejt)

mennyisége csokkent a ndvekvo sejtdenzitassal (8. abra, A); a sejtek szdrmazasi helye nem volt

meghataroz6 faktor, a kontroll OF, EOP OF és bor fibroblastok hasonldan viselkedtek ebbdl a
szempontbol. A termelt PAI-1 mennyisége a konfluencia eléréséig és az annal nagyobb denzitas
értékeken is folyamatosan csokkent. Megallapitottuk, hogy a szarmazasi helytol fiiggetleniil a
novekvo sejtdenzitas a PAI-1 termelés negativ regulatora a vizsgalt sejtvonalak esetében.

Az RT-PCR vizsgalatok eredményei megerdsitettek, hogy a PAI-1 mRNS expresszio szintje

crer

haladva (8. dbra, B). A PAI-1 mRNS expresszioja kiillonbozott az eltérd szarmazasi helyl

sejtvonalak esetében (p < 0,01): cs6kkend sorrendben bér fibroblastok > kontroll OF >

EOP OF.
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8. abra. A sejtdenzitas hatasa a PAI-1 termelésre. A: A fibroblastok egységnyi sejtre esé PAI-1

termelése a sejtdenzitas ndvekedésével folyamatosan csokken (p < 0,000001). B: Az RT-PCR eredményei
igazoltak, hogy a PAI-1 mRNS szintek parhuzamosan valtoznak a PAI-1 fehérje szintekkel (p < 0,0001), bor vs.
kontroll * p < 0,01; bér vs. EOP ** p < 0,001, kontroll vs. EOP *** p <0,03.
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A feliiltszoban (9. dbra, A) és a pericellularis térben (9. abra, B) taldlhato HA mennyisége

nem mutatott sejtdenzitas fiiggd viselkedést (p = 0,6 és p = 0,2), viszont a fibroblastok
szarmazasi helye meghatarozta annak mértékét (p < 0,001). A post hoc analizis
megmutatta, hogy a kezeletlen bor fibroblastok szignifikdnsan nagyobb mennyiségii HA-t
termelnek, mint a kezeletlen OF (bor vs. kontroll p < 0,01; bér vs. EOP p <0,001). Az OF
esetében nagyobb mennyiségiit HA-t (> 500 ng/103 sejt) termeld vonalak csak a kontroll

OF koziil keriiltek ki (2 az 5 vonalbdl), ezzel szemben alacsonyabb mennyiségli HA

termelSket (< 300 ng/105 sejt) csak a EOP OF vonalak kozott talaltunk (3 az 5 vonalbol).
Hasonld eredményeket kaptunk a pericelluldris HA szintek vizsgalata soran (bor vs.
kontroll p =0,013, bér vs. EOP p < 0,001), habar az EOP OF-ok alacsonyabb HA termelést
mutatnak, mint a kontroll OF, de ez a kiilonbség nem volt szignifikans (p = 0,06).
Szignifikans pozitiv korrelaciot talaltunk a feliiliszoba keriild és a pericelluléris térben
talalhatd HA mennyiség kozott (bér r = 0,72, p < 0,01, kontroll r = 0,77, p < 0,00001, EOP

r=0,97, p < 0,000001).

39



2500

2000

15001

10004

500

HA termelés (ng/10° sejt)

1950 3900 7800 15625 32500 62500
B Sejtszam (sejt/cm?)

2000

1950 3900 7800 15625 32500 62500
Sejtszam (sejt/cm?)
[ Bé6r [0 Kontroll OF B EOP OF

Pericellularis HA termelés (ng/10° sejt)
=)
o
o

9. abra. A sejtdenzitas hatiasa a HA termelésre. A: A fibroblastok altal a feliiliszoba termelt,
egységnyi sejtre esé hialuronan termelés nem mutat denzitasfliggést. A statisztikai analizis eredménye alapjan

minden vizsgélt fibroblast tipus egymastdl szignifikinsan eltér. B: A pericelluldris térben taldlhato HA
mennyisége sem mutat sejtdenzitas fliggd valtozast.
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A RT-PCR eredményei azt mutattak, hogy a hialuronan szintdz I (HAS1) (10. abra, A) és

hialuronan szintaz 3 (HAS3) expressziok (10. abra, C) azonos nagysagrendiiek, mig a

hialuronan szintaz 2 (HAS2) (10. abra, B) a legnagyobb mennyiségben expresszalt enzim

minden vizsgalt sejtvonal esetében. A HAS enzimek expresszids mintdzata sejttipusonként
eltérd. A kezeletlen bor fibroblastok magasabb HAS1 és HAS2 mRNS expressziot mutattak,
mint a kontroll OF, mig a kezeletlen OF-0k magasabb HAS3 expressziot mutattak, mint a
bor fibroblastok. A EOP OF-ok magasabb HAS3 expressziot mutatnak, mint a kontroll OF-
ok. A bér fibroblastok HAS1 és HAS2 expresszidja a ndvekvo sejtdenzitassal csokken. A

hialuronidaz 1 (HYAL1) mRNS expresszioja (10. dbra, D) sokkal valtozatosabb képet

mutat, mint a hialuronidaz 2 (HYALZ2) expresszidja (10. dbra, E). A kezeletlen bor

fibroblastok rendelkeznek a legalacsonyabb alap HYALL expresszios szintekkel, és a EOP
OF HYAL1 expresszoja alacsonyabb, mint a kontroll OF esetében. Alacsonyabb, de nem
szignifikans tendenciat latunk a konfluens tenyészetek HYAL1 és HYAL2 termelésében a

poszt- vagy prekonfluens tenyészetekéhez viszonyitva.
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10. abra. A sejtdenzitas hatasa a hialuronan szintazok expresszioira. A: A HAS1 expresszio
sejtdenzitas fiiggd modon csokken mindharom sejtvonal tipus esetében (bor vs. kontroll * p = 0,05, bdr vs. EOP
** p = 0,02). B: A HAS2 expresszidja a legmagasabb a vizsgalt vonalak esetében (bér vs. kontroll
* p < 0,0001, bér vs. EOP ** p < 0,0001). C: A HAS3 expresszidja magasabb az OF-ban mint a bor
fibroblastokban (bér vs. kontroll * p = 0,03, bér vs. EOP ** p < 0,0001, EOP vs. kontroll*** p < 0,001).
D: A HYAL1 expresszié valtozatos képet mutat (bor vs. kontroll * p < 0,001, bér vs. EOP ** p < 0,01,
kontroll vs. EOP *** p < 0,001. E: A HYAL2 expresszidja nem mutat sejtdenzitasfiiggést.



A fibroblastok proliferacios rataja (11. dbra) csokken a novekvd sejtdenzitassal minden
vizsgalt sejtvonalon, a sejtek szarmazasi helyétdl fliggetleniil. Pozitiv korrelaciot talaltunk
a proliferacio és a PAI-1 szekrécié kozott minden vizsgalt fibroblast vonal esetében (bor
r = 0,81 p < 0,01, kontroll OF r = 0,71, p < 0,0001, EOP OF r = 0,70, p < 0,0001). Az
0szto6do sejtek aranya magasabb volt, egy kivételével, minden denzitason az OF esetében,
mint a bor fibroblastoknal (kontroll OF vs. bér p = 0,03, EOP OF vs. bér p = 0,02). A post
hoc analizis alapjan nem talaltunk kiilonbséget a kontroll é¢s az EOP OF a proliferacios

ratajaban.
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11. abra. A sejtdenzitas hatasa a proliferaciora. A fibroblastok egységnyi sejtre vonatkoztatott
proliferacids rataja a sejtdenzitas novekedésével csokkent az Gsszes tenyészetben (p < 0,0001), kontroll OF vs.
bér * p = 0,03, EOP OF vs. bér ** p = 0,02).
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6.2. TGF-B kezelés hatasa a fibroblastok PAI-1 és HA termelésére

A kovetkez6 kisérletekben TGF-PB kezeléssel egészitettiik ki a tapfolyadékot. Az elsé 1épés
annak a legkisebb TGF-B koncentracionak a meghatarozasa volt, amellyel még kivaltjuk a
PAI-1 termelésre gyakorolt maximalis emeld hatast. A kisérletek soran a TGF-§
tenyészetek esetében. Az 1 ng/ml és az ennél magasabb koncentraciok esetében a PAI-1
termelésre kifejtett hatds mar nem kiilonbozott szignifikdnsan egymastol 24 o6ras kezelést

kovetden, ezért valasztottuk az 1 ng/ml értéket a tovabbi vizsgalatainkhoz.
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12. abra. A TGF-p koncentracié hatasa az orbita fibroblastok PAI-1 szintézisére.
0,01-10,0 ng/ml-es tartomanyban vizsgaltuk a TGF-B hatéasat.

A TGF-f minden denzitdson stimulalta a PAI-1 termelést minden vizsgalt sejtvonalon,
fliggetlentil azok szarmazasi helyétél (p < 0,000001). Mind a kontroll mind pedig a EOP OF

esetében a PAI-1 termelés emelkedése fliggott a sejtdenzitastol (p < 0,00001); minél magasabb
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a denzitas annal nagyobb PAI-1 termelés fokozddast lattunk (13. dbra, A). A boér fibroblastok

esetében ez a hatds nem érvényesiil; a TGF-f kezelésnek a PAI-1 expressziora kifejtett
stimulald hatasanak sejtdenzitasfiiggése az OF-ra jellemz6, a bor fibroblastokra nem. A
legnagyobb orbita fibroblast denzitdsok esetében lathatd, hogy a TGF-B kezelés
eredményeképpen 5-sz6rds novekedést taldltunk a PAI-1 mennyiségében. Ugyanaz a mintazat
jellemzi a PAI-1 mRNS szinteket a TGF-p kezelést kovetden, mint amit a PAI-1 fehérje szintek

esetében talaltunk (13. dbra, B); minél magasabb a denzitas, annal nagyobb PAI-1 mRNS

expresszio fokozodast lathatunk. A legnagyobb denzitason atlagosan 10-szeres PAI-1 mRNS

emelkedést tapasztaltunk, igy elmondhatjuk, hogy a nagy sejtdenzitas PAI-1 termelést gatlo

hatéasa (8. abra, B) a TGF-f kezeléssel részben visszafordithato.
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13. abra. A TGF-p hatiasa a PAI-1 termelésre és a PAI-1 mRNS expressziora.

A APAI-1 fehérje TGF-B hatasara bekovetkezé véltozasa sejtdenzitasfiiggést mutat. B: Az EOP OF és kontroll
OF esetén a ndvekvo sejtdenzitassal erdsodik a TGF-f PAI-1 mRNS expresszidt fokozo hatésa.
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A TGF-p stimulalé hatasat tekintve a legnagyobb denzitdson talaltunk kiilonbséget a HA

termelésben (p < 0,0001) (14. abra, A), és ez a hatas nem fiiggott a fibroblastok szarmazasi

helyétol. Ugyanez igaz az OF pericellularis HA szintézisére is (14. dbra, B), mig a bor

fibroblastok minden denzitason emelkedett HA szintézissel reagaltak a TGF-3 kezelésre.
A kezeletlen tenyészetek esetében talalt pozitiv korrelacié a feliillusz6 HA tartalma és a
pericellularis HA mennyisége kozott szignifikans maradt a 24 o6rdas TGF- kezelést
kovetéen is (bor r = 0,58 p = 0,02, kontroll r = 0,95, p < 0,000001, EOP r = 0,89,
p < 0,000001). A prekonfluens és konfluens tenyészetek kozott nincs kiilonbség a HA
termelésben a TGF-B hatasara, viszont a posztkonfluens sejtdenzitasu tenyészetek

valaszreakcioja eltér ezektdl (p < 0,0001).
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14. abra. TGF-p hatasa a HA termelésre. A: A TGF-B kezelés hatasara bekdvetkezd hialuronan

termelés véltozas. A 100% jelenti a kezeletlen tenyészetek hialuronan termelését. B: TGF-B csak a legnagyobb
orbita fibroblast denzitasokon okozott szignifikans emelkedést pericellularis HA szintjében, mig a bor fibroblastok
minden esetben emelkedett HA szintézissel reagaltak a kezelésre.
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Az mRNS szintjén folytatva a vizsgalatot azt taldltuk, hogy a HAS1 expresszioja
sejtdenzitas fiiggd modon emelkedik (p = 0,03) kifejezettebben az orbita fibroblastok
esetében (15. abra), ezzel szemben a HAS2, HAS3, HYAL1 és HYAL2 expresszids szintek
nem valtoztak TGF- kezelés hatasara. A novekvo sejtdenzitassal er6sodik a TGF-3 fokozd
hatasa mindharom sejtvonal esetében. A HAS1 mRNS expresszidjaban az orbita fibroblastok
esetében a legnagyobb denzitdson 500-600-szoros novekedést tapasztaltunk, mig a bor

fibroblastok esetén ez csak kb. 10-szeres volt.
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15. abra. TGF-p hatasa a HAS1 mRNS expressziora. A TGF-f hatasara emelkedik a HAS1T mRNS
expresszidja minden denzitason. * p < 0,05

A TGF-p kezelés csak a legnagyobb sejtdenzitason emelte a proliferaciot (16. abra). A tobbi
denzitas esetében gyenge gatld hatast tapasztaltunk. A legkifejezettebb a bor fibroblastok
legkisebb denzitas értékénél egy 30 %-os csokkenés (p < 0,01), és az EOP OF esetében

18 %-os csokkenés (p = 0,04).
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16. abra A TGF-p hatasa a proliferacidéra. Csak az OF legnagyobb denzitisa esetén figyeltiink
meg proliferacios rata fokozodast (* P < 0,01). A tobbi esetben gyenge gatlo hatas lathaté. A 100 % jelenti
a kezeletlen tenyészetek alap BrdU beépiilését.

6.3. 4-metilumbelliferon kezelés hatasa a fibroblastok HA termelésére

A kovetkezo kisérletekben 4-MU kezeléssel egészitettiik ki a tapfolyadékot. A kisérletek soran

e

koncentracid tartomanyban az 1 mmol/l koncentracid valtotta ki a maximalis hatast 24 oras

kezelést kdvetden, ezért valasztottuk az 1 mmol/l értéket a tovabbi vizsgalatainkhoz.
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17. abra. A 4-MU koncentracidojanak hatasa az orbita fibroblastok HA termelésre. A
vizsgalt koncentraciok koziil az 1 mmol/l atlagosan 87%-os cs6kkenést valtott ki az orbita fibroblastok HA
termelésében * p < 0,005, ** p < 0,01

A kovetkezokben arra voltunk kivancsiak, hogy a 4-MU kezelés hatékonysaga fligg e a
sejtdenzitastol az orbita fibroblastok esetében. Konfluens (1,56x10* sejt/cm?) és posztkonfluens
(3,12x10* sejt/cm?) denzitason tenyésztve (18. abra), majd 4-MU-val 24 6raig kezelve a sejteket
azt az eredményt kaptuk, hogy a 4-MU kezelés hatékonysaga fliggetlen a sejtstirliségtol

(p = 0,931).
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18. abra. A sejtdenzitas hatasa a 4-MU kezelés hatékonysagara. A kezeletlen tenyészetekhez
viszonyitva minden sejttipuson szignifikans csokkenést okozott a kezelés a sejtek szarmazasi helyétél
figgetlentil.

Erds gatld hatast tapasztaltunk, az egységnyi sejt altal termelt HA mennyisége csokkent a

4-MU kezelést kovetden (19. abra, A). A post hoc analizis megmutatta, hogy a 4-MU kezelés

eredménye markans HA termelés csokkenés: a gatlas 85,3 + 2,9 % a kontroll OF, 85,4 + 2,8 %
az EOP OF és 91,3 = 1,2 % a bor fibroblastok esetében. Elmondhatjuk, hogy az 1 mmol/I
4-MU kezelés atlagosan 87,3% csokkenést okozott a HA termelésben. A 4-MU kezelés
hatékonysaga nem fiiggdtt a fibroblastok szarmazasi helyétdl (p = 0,352). Ezzel parhuzamosan
vizsgaltuk a pericellularis HA termelést, €s ott is kiillonbséget talaltunk a kezelést kovetden OF

esetében (19. abra, B).
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19. abra. A 4-MU hatasa a HA termelésre. A: A sejttenyésztd folyadékba szekretalt HA. Kontroll

OF * p < 0,001, EOP OF * p < 0,005 és bér fibroblastok * p < 0,001. B: A 4-MU hatéasa a pericellularis HA
termelésre. A kezeletlen tenyészetekhez viszonyitva minden sejttipuson szignifikdns csokkentés jott 1étre.
*

p <0,05.
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Annak érdekében, hogy igazoljuk, hogy a 4-MU kompetitiv szubsztratként viselkedik a HA
szintézisben, az emberi szervezetben jelen levé metabolitjat, a 4-MUG-ot alkalmaztuk 24 6ras
kezelés formajaban, 1 mmol/l koncentracidoban, ugyanolyan feltételek mellet. 4-MUG nem

gatolta a HA termelést (20. abra).
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20. abra. 4-MUG Kkezelés hatasa a HA szintézisre. A 4-MUG nem befolyésolta a fibroblastok
HA termelését.

A HASI alap expresszidja rendkiviil alacsony értéket mutatott minden vizsgalt sejtvonalon.

Ahogyan a 21. abra, A része mutatja, nincs szignifikans kiilonbség az alap HAS2

expressziokban az eltéré szarmazasi helyek fiiggvényében (p = 0,654). A 4-MU kezelés minden
sejtvonal esetében szignifikansan csokkentette a HAS2 expressziot (p < 0,001), azonban a
hatékonysagban nincs kiilonbség (ANOVA p = 0,268). Az atlagos csokkenés 72 + 12 %,
76 £ 18 % és 91 + 3 % volt a kontroll OF, EOP OF ¢és bor fibroblastok esetében. A post hoc
analizis alapjan ez a csokkenés minden esetben szignifikans volt (kontroll OF p = 0,008, EOP

OF p = 0,0234, bér p = 0,0012). A HAS3 esetében (21. abra, B) a kezelés szignifikans

emelkedést okozott a fibroblastok HAS3 termelésében (p = 0,030) fliggetleniil a sejtek
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szarmazasi helyétdl (p = 0,163). Az emelkedés az alap expresszidhoz képest atlagosan
36% a kontroll OF, 99% az EOP OF és 34% a bor fibroblastok esetében. A HYALL esetében az
alap expressziok nem kiilonbdztek a szdrmazasi helyiik fliggvényében (p = 0,203), és a 4-MU
kezelés viszont csokkenést okozott (p = 0,017) és a hatékonysag is fliggott a sejtek eredetétdl

(p =0,042) (21. abra, C). A post hoc analizis megmutatta, hogy a 4-MU kezelés hatasara csak

a kontroll OF-ban bekovetkez6 45 + 13 % csokkenés volt szignifikans. A kiilonb6z6 szarmazasi

helyti fibroblastok HYALZ2 expressziojaban nincs kiilonbség (21. abra, D) (p = 0,353). A 4-MU

kezelés emelkedést okozott a HYAL2 mRNS szintekben (p < 0,0001), és ez a hatas fliggetlen
volt a sejtek szarmazasi helyétdl (p = 0,368). A post hoc teszt megmutatta, hogy a 4-MU altal
kivaltott hatds minden sejtvonalon szignifikans volt. Az emelkedés az alapexpresszidhoz képest

157 + 72 % a kontroll OF-ben, 160 + 24 % a EOP OF-ben, és 135 + 24 % a bér fibroblastokban.
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21. abra. A 4-MU Kkezelés hatisa a HA szintjét befolyasolé kulcs enzimek
expressziojara. A: HAS2 - kontroll OF * p = 0,008, EOP OF ** p = 0,0234, bér *** p = 0,0012, B: HAS3
- *p =0,030, C: HYAL1 - * p < 0,005, D: HYAL2 - kontroll OF * p < 0,001, EOP OF * p < 0,001, bér
** —

p =0,001

A fibroblastok proliferacids rataja fontos tényezd az EOP autoimmun folyamataban. 4-MU
hatasat a proliferacios potencidlra a BrdU beépiilés mértekével vizsgaltuk. 24 oras 4-MU
kezelés soran a csokkenés 78 + 8 % kontroll OF, 61 + 12 % EOP OF és 80 £ 3 % a bor
fibroblastok esetében (22. dbra) a csak tapfolyadékot kapott tenyészetekhez képest. Mind az

alap proliferacios rata, mind pedig a kezelést kovetden megvaltozott proliferacids rata fiiggetlen
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volt a sejtek szarmazasi helyétdl (p = 0,387); a 4-MU kezelés egységes csokkenést okozott
(p < 0,001) attol fliggetleniil, hogy bor eredetli vagy orbita eredetii fibroblastokat kezeltiink

(p = 0,259).

a1 B

BrdU beépiilés (Abszorbancia/10°® sejt)

Kontroll OF] EOPOF | B&r
4-MU| - na I A +

22. abra. A 4-MU Kkezelés hatasa a proliferacios ratara. Atlagosan 70%-os proliferacios
potencial csokkenést tapasztalunk a 4-MU kezelést kovetéen * p < 0,001

Annak megallapitasara, hogy toxikus-e az 1 mmol/l 4-MU a sejtekre, metabolikus aktivitas
mérést végeztiink. A tetrazolium formazanna torténd konverzidja csokkent a 4-MU kezelés
hatasara: 29 + 18 % kontroll OF-ban, 34 + 11 %, az EOP OF-ban, és 30 = 10 % bor

fibroblastokban (23. dbra). A hatas nem fliggott a sejtek szarmazasi helyétol.
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23. abra A 4-MU Kkezelés hatasa a metabolikus aktivitasra. A 4-MU kezelés hatdsara a sejtek
szarmazasi helyétdl fiiggetleniil (p = 0,356) csokken a sejtek metabolikus aktivitasa * p < 0,0001.

Annak igazolasara, hogy a proliferacioban és metabolikus aktivitasban lathato csékkenés nem
a 4-MU kezelés kovetkeztében kialakul6 direkt citotoxikus hatas kovetkezménye, citotoxicitas
vizsgalatot végeztiink. Ez a proba a sejtekbdl apoptdzis vagy nekrdzis esetén felszabaduld
G6PD enzim reakciojan alapul. A kezeletlen tenyészetek esetében a nekrozis/apoptdzis mérteke
3,8 £3.5 %, mig a 4-MU kezelés utdn 5.7 + 5.5%, azaz a sériilt vagy halott sejtek aranya nem
tért el a kezeletlen, illetve a 4-MU-val kezelt sejtvonalak esetében (p = 0,316). Annak
bizonyitasara, hogy a 4-MU kezelés nem mutat pro-apoptédtikus aktivitast, kaszpaz-3 és
kaszpaz-7 aktivitas mérést is végeztiink; 24 oras kezelést kovetden nem talaltunk kiilonbséget

az aktivitasokban (24. abra).
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24. abra. A 4-MU apoptozist vagy nekrozist okozo hatiasanak vizsgalata. A: G6PD
felszabadulas. B: Kaszpaz aktivitas.
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6.4. 4-metilumbelliferon és TGF-P kezelés egyiittes hatasa

A TGF-B altal kivaltott HA termelés ndvekedés minden vizsgalt sejtvonal esetében szignifikans
volt (5.2 fejezet). Tisztazni szerettiikk volna, hogy az EOP pathogenesisében szereplé TGF-p
hatés 4-MU-val kivédheto-e.

A 4-MU+TGF-f egyiittes kezelés soran a 4-MU kivédte a TGF-f stimulalé hatasat, és a
kiindulasi HA szint ala csokkentette a szintézist. Ebbdl a szempontbol nem volt kiilonbség a
kiilonb6z6 szarmazasi helytl fibroblastok kozott (p = 0,242), ezért 6sszevontan abrazoltuk oket

(25. abra, A). A TGF-B altal kivaltott HAS1 mRNS expresszidé novekedés csokkent 4-MU

kezelés hatasara (25. abra, B). A HAS2 és HAS3, illetve a HYAL1 és HYALZ2 esetében viszont

nem talaltunk kiilonbséget a TGF- stimulalt és a kezeletlen sejtek kozott.
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25. abra. A 4-MU és TGF-p egyiittes kezelés hatasa az fibroblastok HA termelésére és
HAS1 mRNS expresszidjara. A: HA termelés, kezeletlen vs. TGF- kezelt * p = 0,036, TGF-B kezelt

vs. TGF-B + 4-MU kezelt *** p < 0,0001, kezeletlen vs. TGF-B + 4-MU kezelt ** p < 0,005. B: HAS1 mRNS
expresszio * p < 0,01, ** p = 0,034.

61



/. Megbeszélés

Az orbita fibroblastokat tekinthetjik a EOP-ban zajl6 autoimmun folyamat elsddleges
célpontjanak, mivel az orbita k6tészovetet infiltraldé immunsejtek altal termelt cytokinek
aktivalni képesek azokat (1, 32). Az aktivalt orbita fibroblastok nagy mennyiségben
termelik az ECM komponenseit és fokozottan proliferalnak (7). A HA a legnagyobb
mennyiségben termelt GAG a csontos orbitaban a EOP lefolyasa soran (1, 2, 97). A HA
felhalmozddésa az orbitdban Onmagdban, de magas vizkotd képessége miatt még
kifejezettebben, a szovetek duzzanatat idézi el (98) és elbsegiti a gyulladasos
betoltott szerepe mellett — kulcsfontossagli szerepet jatszik az ECM atrendezdédésében,
szamos fizioldgiai és patofiziologiai folyamatban (101). A PAI-1 a legfébb negativ
regulatora a plazminogén-plazmin atalakulasanak, igy gatolja a fibrinolizist és plazmin-
sebgyogyulast. Ennek kovetkeztében az egyensuly fenntartdsa az ECM szintézise ¢és
degradacidja kozott jelentés részben a PAI-1 feladata. Emellett a sejt-sejt kapcsolatok is
szabalyozzak a proliferaciot és a PAI-1 expressziot (64, 102). Az EOP pathomechanizmusa
soran a HA tultermelése lazabb, nagy viztartalmu kdrnyezetet hoz 1étre, ami hatassal van a
sejt-sejt €s a sejt-ECM kapcsolatokra.

Kisérleteinkkel kimutattuk, hogy a ndvekvd sejtdenzitas negativ regulatora az orbita
fibroblastok PAI-1 termelésének és proliferacids potencialjanak, fiiggetleniil attol, hogy
azok kontroll vagy EOP orbita kotészovetbdl szarmaznak. Az osztédas kontakt gatlasa a
sejtek altalanos jellemzgje (103), mely folyamatosan aktiv, ezzel szabalyozva a sejtek

s

rendszerben a konfluens tenyészetek modellezik az egészséges orbitaban talalhato sejteket,
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mig a prekonfluens tenyészetek hasonlitanak a kiterjedd, magas ECM termelésii, magasabb
proliferacios rataval rendelkezé fibroblastokra. Azt talaltuk, hogy mind az EOP, mind a
kontroll orbita fibroblastok, magasabb proliferacios kapacitassal rendelkeznek, mint a bér
fibroblastok (11. édbra). Mas kutatocsoportok is hasonlé eredményre jutottak a hasonld
koriilmények kozott tartott konfluens fibroblast tenyészetekkel kapcsolatban (37). A mi
kisérleteink soran intenziv, transzkripcios szinten szabalyzott PAI-1 szintézist talaltunk,
mely a sejtdenzitassal parhuzamosan valtozott mind a bor, mint pedig az orbita fibroblastok
esetében; az egységnyi sejtre jutd PAI-1 termelés forditottan aranyos a sejtsturiiséggel

(8. abra, A). Ez megegyezik a mas munkacsoportok altal hasonld, de nem orbita eredetii

sejttenyészeteken végzett kisérletek eredményeivel (62, 64). Crandall és munkatarsai
subcutan és omentalis human preadipocytdk PAI-1 termelését vizsgaltdk 10°- 10° sejt
kozotti denzitdsokon. A legkisebb denzitason (10°sejt) kb 12500 ng/10° sejt PAI-1 fehérjét
mértek, mely a ndvekd denzitassal parhuzamosan csdkkent 7*10° sejt denzitasig, ahol 2000
ng/10° sejtre csokkent a PAI-1 fehérje mennyisége. Ennél magasabb denzitas értékeken
mar nem valtozott a PAI-1 szintje a feliilliszéban (62). Tudomasunk szerint kutatdcsoportunk
elsoként irta le, hogy az orbita fibroblastok is hasonloan viselkednek (105). Feltételezziik, hogy az
orbita fibroblastok proliferacids allapota a kiilonbdz6 denzitasok esetében a PAI-1 expresszio 6
meghatarozdja; az emelkedett PAI-1 szintézis a GO - G1 atmenetben a pericellularis proteolizis
gatlasdval az egyik lehetséges tamogatdé mechanizmus a proliferacié szamara. Tovabbi
vizsgalatok sziikségesek annak tisztdzasara, hogy milyen mas transzkripcids faktoroknak
lehet szerepe a PAI-1 expresszioban az orbita fibroblastokban. Feltételezziik, hogy a
TGF-B lehet az egyik olyan cytokin, amely felelds az orbita kotészovetben bekovetkezo
valtozasokért. A TGF-B-r6l ismert, hogy transzkripcids szinten szabadlyozza a sejt
novekedést, a sejtek mozgasat, a ECM atalakulasat és a pericellularis proteolitikus

aktivitast (106); az is tudott, hogy stimulalja a PAI-1 transzkripcidjat és — nem orbita
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eredeti szovetekben — képes fokozni olyan gének atirasat, amelyek az ECM komponenseit
kodoljak, példaul a fibronektin, a kollagén-I és proteoglikanok (107, 108). Ezen talmenden,
a TGF-B bizonyitottan jelen van a EOP betegek orbitajaban (35). Eredményeink azt mutatjak,
hogy a TGF-p a PAI-1 szintézis potencialis stimulatora az orbita fibroblastokban minden vizsgalt

sejtdenzitason, a PAI-1 szintjében 6tszoros emelkedést okozva a magas denzitasokon (13. abra, A).

A TGF-B altal kivaltott sejtdenzitas fliggd PAI-1 termelés fokozddas mas transzkripcids
faktorokkal torténd egyiittmiikodés, kolesonhatas kovetkeztében alakulhat ki (109). Ugy
véljik, hogy a magas PAI-1 koncentraci6 az EOP orbitdkban a megndvekedett matrix
stabilitasaért felelds, ezzel hozzijarulva az ECM mennyiségének ¢és a fibroblastok
proliferacios potencialjanak novekedéséhez.

A mas munkacsoportok altal mért eredmények nehezen hasonlithatok a mi mérési
eredményeinkhez, mivel sok esetben mads sejttipuson, kizardlag konfluens tenyészeteken
sejteken, részletesen nem definialt kozegben végezték a kisérleteket. A mi rendszeriinkben
fontos tényez0 a meghatarozott sejtszam, sejtdenzitds, ezért is normalizaltuk eredményeinket
10° sejtre, és igy adtuk meg a termelt PAI-1 és HA mennyiségét a feliiliszoban. A HA
eredményeket tekintve nem mindegy, hogy milyen technikaval torténik a mérés, pl. [H3]-GAG
beépiiléssel, ELISA-val vagy gél-elektroforézissel. Haserodt és munkatarsai 3 kiilonbozo
gyarto altal forgalmazott HA ELISA-t hasonlitott 6ssze, és arra a kovetkeztetésre jutottak, hogy
az a meghatarozo az eredmények tekintetében, hogy milyen fragment hossziisigt HA
standardot tartamaz a kit (110). A kisérleteink soran tobb ismétlést alkalmaztunk, és minden
esetben ugyanugy tortént a kivitelezés, igy egy azon vizsgalaton beliil csak egyféle mérési
modszert hasznéaltunk. A sajat eredményeink minden esetben Osszehasonlithatdak a korabbi
vagy késobb végzett kisérletek eredményeivel.

Az orbita fibroblastok megndvekedett HA szintézisét mar korabban leirtdk 96 lyuku plate-

ben konfulens tenyészteken szérummentes tapfolyadékban TGF-3 hatasara, és azt talaltak,
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hogy az alap HA termelés (kb. 15 ng/10% sejt) 12-szeresére (kb. 165 ng/10* sejt) emelkedett
TGF-B hatasara (99) . Eredményeink azt mutatjak, hogy az egységnyi sejtre jutd HA

termelés nem mutat sejtdenzitds fliggd mintdzatot, de nagyban fiigg a fibroblastok

szarmazasi helyétél (9. dbra, A). Ezt tdmasztja ald, hogy az egyes HAS enzimek

expresszids mintazata kiilonbozik a harom sejttipus esetében (10. abra, A, B és C). A HAS-

ok transzkripcids szintjén bekovetkezd valtozasok nem mindig korreldlnak a HA
szekrécidval (111). A sejtfelszinen a HY AL2 kezdi meg a HA molekula lebontasat kisebb
méretii fragmentekre, amelyeket a HY ALI bont tovabb (44). Annak ellenére, hogy a HAS3-
nak magasabb az expresszios szintje és ennek van a legmagasabb aktivitasa, ennél
alacsonyabb a HYALL1 expresszidja, mégis alacsonyabb HA termelést figyeltiink meg a EOP
OF esetében, mint a kontroll OF-okndl. Ez az eredményiink hasonlé ahhoz, amit masok is

leirtak (112) . A sejtek TGF-B kezelésre megnovekedett HA termeléssel (14. abra, A)

valaszoltak a magasabb denzitasokon, és ezzel parhuzamosan a PAI-1 termelésiik is

novekedett (13. dbra, A). Mivel mind az EOP, mind a kontroll OF azonos moédon reagaltak

a TGF-B-ra, azt feltételezziik, hogy az immunsejtek és a cytokinek jelenléte az, ami
hozzajarul a betegség pathogenesiséhez, nem pedig esetleges kiilonbség az EOP és a
kontroll orbita szovetek k6zott. Megerdsitettiik, hogy a TGF-B kezelés fokozza a HAS1
mRNS expressziot (15. abra). A betegség lefolyasa szempontjabol a TGF- hatasara
bekovetkez6 matrix taltermelés a magasabb denzitasokon hatranyosan hathat. A HA
felhalmozddasa kikapcsolhatja a kontakt-gatlast €s emelkedett proliferacios potencialt
valthat ki (113). A HA koncentraciofiiggé modon emeli a PAI-1 expressziot a human
simaizom sejtekben, 0,97 = 0,22 ng/ug PAI-1 fehérje termelést talaltak, mely mar 0,01
mg/ml HA hozzaadasat kovetden szignifikansan emelkedett (p< 0,05) (114), és pozitiv
korrelaciot talaltak a HA és a PAI-1 aktivitasa kozott amikor human aorta endothel sejteket

inkubaltak C-rektiv proteinnel (r = 0,49, p < 0,05) (115). Az emberi koldokzsinér véna
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endothel sejtekben a nagy molekulasulyt HA stimulélja a TGF-B receptor-I aktivaciot és a
PAI-1 expresszidjat (116). Ezekkel a korabbi eredményekkel 6sszevetve a mi adataink azt
mutatjak, hogy a TGF-P indukalta HA szintézis a magasabb sejtdenzitasokon eldsegiti a
sejtdenzitas fliggd PAI-1 stimuldcidt orbita fibroblastokban. Eredményeink alapjan a
kontakt gatlas fontos negativ regulatora az orbita fibroblastok PAI-1 szintézisének.

A magas proliferacios rata kapcsolatban allhat a PAI-1 szintézissel (8. dbra, A és 11. abra).

Eredményeink azt mutatjak, hogy a novekvo sejtdenzitas altal okozott PAI-1 szintézis

csokkenés TGF-B altal részlegesen feloldhatdé (8. dbra, A és 13. abra, A). Az EOP
pathogenesise szempontjabdl jelentés, hogy a PAI-1 képes kozvetlenill elésegiteni a
csokken, és ebbdl adoddan a ECM degradacidja is csokken. A PAI-1 és eddig nem azonositott
faktorok altali ECM stabilizalas fokozddhat a helyi cytokin felszaporodas kovetkeztében, igy
tovabbi cytokinek esnek ,,csapdaba”, és az EOP klinikai képe sulyosbodhat. A PAI-1 képes a TGF-
B latens formajat aktivalni (60) circulus vitiosus-hoz vezetve..

Az orbita fibroblastok HA termelése nem fiigg a kontakt gatlastol és a proliferaciotol. A
tulzott mennyiségben torténé HA termelés EOP-ban az orbitaban termel6dé cytokinek
hatasa jon létre. Az OF bizonyos cytokinekre emelkedett HA produkcioval és
megnovekedett proliferacioval reagalnak; azt talaltuk, hogy a TGF-B-nak a nagyobb
sejtstiriségeken ilyen hatdsa van. A HA felhalmozodasa stimulald kornyezetet biztosit a
Céljaink kozott szerepelt egy olyan hatdéanyag azonositasa, mely képes a megndvekedett HA
szintézis gatlasara, még stimulalt korilmények kozott is. A 4-MU-t jelenleg sikeresen
alkalmazzak autoimmun betegségek allatmodelljein a folyamat befolyasolasara (76, 117, 118).
Osszhangban a korabban mas sejtvonalakon végzett kutatasokkal (6, 119) azt talaltuk, hogy a

4-MU gatolja az orbita és a bor fibroblastok HA termelését, igy ez kiinduld pontot adhat tovabbi
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kisérletek felé. A 4-MU-rdl ismert, hogy a HA szintézis kompetitiv szubsztratja. Eredményeink
alapjan, a 4-MU jelenléte nemcsak a HA molekuldk alegységekbdl valo szintézisére van
hatassal, hanem az orbita fibroblastok hialuronan szintazainak és a hialuronidazainak
transzkripcids szintjeire is. Bar a 4-MU markéansan csokkenti a HA termelést, teljes gatlast nem
értiink el; a maximalis gatlas 80% volt a vizsgalt sejtvonalakon, ez az eredmény megegyezik a
Rilla és munkatarsai altal tapasztaltakkal, akik 83 %-os csokkenést értek el 4-MU kezelést
kovetdeden a HA termeléseben epidermalisa kerationcytak esetében (120). A HA szintézist
befolyasold hatas fliggetlen a fibroblastok szarmazasi helyétdl: a kontroll, az EOP és a bor
fibroblastok egyforma mennyiségii HA-t termeltek alap (kezeletlen) koriilmények kozott, és 4-
MU hatasara minden esetben szignifikansan csokkent a HA mennyisége a feliiluszoban (19.

abra, A). Li és munkatarsai bizonyitékot talaltak arra, hogy a 4-MU anti-inflammatérikus

hatassal is rendelkezik, azaltal, hogy gatolja az NF-«f aktivaciot, igy csokkentve a felszabadulo
pro-inflammatorikus cytokinek mennyiségét (121). Fontos, hogy a csokkent HA szintézis
kapcsolatban all az erdsen csokkend proliferacios potencidllal; patkany epidermalis
keratinocytak esetében 0,2 mM 4-MU kezelést kovetden (sejtszamra vonatkoztatva) 50 %-0s
csokkenést talaltak a proliferacioban, mig 0,5 mM esetében teljesen leallt a proliferacidja ezen

sejteknek (120), amit a mi eredményeink is megerdsitenek (19. abra, A és 22. dbra). Ez a két

tényez6 hozzajarulhat ahhoz, hogy a 4-MU-t, mint potencialis terapias szert hasznalhassuk az
EOP kezeléseben.

Az anatomiai szarmazasi helytdl fiigg a fibroblastok hialuronan szintaz expresszids mintazata.
Azt talaltuk, hogy a bor fibroblastok magasabb HAS1 expresszioval rendelkeznek, mint a
kontroll orbita vagy EOP orbita fibroblastok. A HAS3 mintazata csokkend sorrendben EOP OF
> kontroll OF > bér fibroblastok (105). Megerdésitettiik azt is, hogy a HAS2 a legnagyobb
mennyiségben expresszalddo izoformdja az enzimnek, ami a HA termelésért felelds az orbita

fibroblastokban (122); az mRNS koncentracioja két nagysagrenddel nagyobb mint a masik két
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izoforma (HAS1, HAS3) esetében. Zhang és munkatarsai azt talaltak subcutan preadipocytak
vizsgalata sordn, hogy a HAS2 (304,8 +116,2 TCN/1000 APRT (transzkripciés masolat
szam/1000 adenozin phosphoribozil transzferaz (APRT)) egy nagysagrenddel nagyobb
mértékben expresszalodott mint a HAS1 (34.5 + 13 TCN/1000 APRT) és a HAS3 (20.8 +
7.1 TCN/1000 APRT) és megallapitottak, hogy nem a csokkent HA degradacio felelés a HA
mennyiségének a novekedéséért, hanem a HAS enzimek tultermelddése (123).

Eredményeink alapjan a 4-MU még TGF-f altal stimulalt korilmények kdzott is képes a bor és

orbita fibroblastok HA termelésének csokkentésére (25. abra, A). A 4-MU kozvetlen hatasanak

mechanizmusa a HAS génjeire egyeldre tisztazatlan. Korabban leirtak hogy a HAS1 és HAS2
expressziok pozitiv korrelaciét mutatnak az UDP-GIcUA ¢s UDP-GlcNac sejten beliili
szintjeivel, viszont a HAS3 semmilyen korrelaciot nem mutat az intracellularis UDP-gliikoz
szintekkel (51). Vizsgalatunkban a 4-MU szignifikansan csokkentette a HAS1 és HAS2

expressziot, mikdzben a HAS3 szintje valtozatlan maradt (21. dbra, A, B és C). Ismert, hogy a

4-MU az ,,UDP-gliik6z ¢hezés™ kialakitasdval meggatolja a HAS-ok plazmamembranba torténd

crer

crer

¢s E). A HYAL2 a sejtfelszinhez kihorgonyozottan taldlhatd és kozepes méreti HA
fragmenteket készit a nagy molekulastilya HA molekuldkbdl, mig a HYALI1 intracellulérisan
illetve a vérplazmaban talalhaté meg (125). A HYAL1 minden méreti HA molekulat képes
bontani és nagyon kis HA fragmenteket general (44, 126). A degradacio eredménye tobbféle,
valtozatos méretli HA fragment, melyeknek kiilonb6z6 biologiai folyamatokban van szerepiik.

Emelkedett HYAL2 (21. abra, E) expressziot talaltunk a 4-MU kezelés hatasara, amely

gyorsithatja a HA lebontas els6 1épéseit, és ez kedvezd hatasu lehet az EOP lefolyasa soran. A
HA szintézis gatlasaval a sejtciklus lefolydsa is gatlast szenvedhet, amint azt osteoszarkéma

sejteken 4-MU hasznalataval kimutattak (127). Tumor sejteken a 4-MU befolyasolja a
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proliferaciot és a motilitast az Akt foszforilaciojanak akadalyozasaval a HA - PI3K/Akt
szignalizaciés utvonalon. Az antiapoptotikus PI3K/Akt utvonal gatlasa hozzajarulhat az

apoptozis indukalasdhoz (127-130). Eredményeink azt mutatjak, hogy 24 6ras 4-MU kezelés

nem fokozza az apoptozist sem az orbita, sem a bér fibroblast tenyészetek esetében (24. abra
A ¢és B), de tovabbi vizsgalatok sziikségesek annak tisztazasara, hogy hosszabb expozicid
milyen hatast valt ki. Vizsgalataink alapjan a maximalis gatl6 hatas eléréséhez sziikséges 4-MU
koncentraci6 nem toxikus a sejtekre nézve. A citotoxicitas vizsgalatokat estében megjegyezziik,
hogy a formazan atalakulason alapuldé metabolikus aktivitas vizsgalat tilbecsiilheti a 4-MU
hatasat a sejt életképesség szempontjabol.

A 4-MU fent emlitett tulajdonsagai hozzajarulnak ahhoz, hogy az EOP kezelésében egy igéretes
Uj iranyba indulhassunk el. Munkank soran igazoltuk, hogy a 4-MU legalabb két modon
avatkozik be a fibroblast aktivacidba, a proliferacié csokkentésével és a HA szintézis gatlasaval.
Mivel a szoveti mikrokdrnyezet €s annak HA tartalma hozzajarul a helyi gyulladésos
folyamatok fenntartasahoz (131), igy a 4-MU kedvezden befolyasolhatja az EOP kialakulasat
¢s lefolyasat. A 4-MU kezelés hatassal van a sejt-sejt kdlcsonhatasokra, amelyek az antigén
prezentacioban fontosak, és gatolja a T-sejt proliferaciot is (132). A betegség kés6i fazisaban
lehet jelentésége annak, hogy a 4-MU befolyasolja az adipogenesist is (133). 3T3-L1
fibroblastokon végzett kisérletekben kimutattak, hogy a 4-MU kezelés gatolja az adipogenesist
(134), illetve csokkenti a felhalmoz6dd zsir mennyiségét és a zsirsejtek méretét is (135). Az
adipogenesisrél ismert, hogy HA felhalmozodas és az emelkedett HAS2 expresszio kiséri (123).
Munkam egyik potencialis gyenge pontja a megfigyelések in vitro jellege. Az emberi orbitaban
sokkal Osszetettebb a kornyezet: az immun, endokrin és lokalis faktorok, a nagyobb szoveti
nyomas ¢és a veérellatas csokkenése egylittesen vannak jelen. Mindazonaltal ezen tényezok

barmelyike potencialis beavatkozasi pont lehet a betegség pathomechanizmusa soran.
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8. Osszefoglalas

Az endocrin orbitopathia (EOP) az autoimmun pajzsmirigybetegségek gyakori szovédménye,
mely jelent6s életminéség romlassal, stlyos esetben latasvesztéssel jar. A hialuronan (HA)
tultermelés a betegség jelent6s pathogenetikai faktora. A HA-nak kulcsfontossagh szerepe van
az orbita kotdszovet €s a kiilsd szemizmok autoimmun gyulladasaban.

Kimutattuk, hogy az orbita fibroblastok (OF) sejtdenzitas-novekedése negativ regulatora a
proliferacionak és a plazminogén aktivator inhibitor 1 (PAI-1) szekrécionak kontroll orbitabol
¢s EOP orbitabol szdrmazo fibroblastokon egyarant. A novekvd sejtdenzitassal csdkkent az
egységnyi sejt altal termelt PAI-1 mennyisége és mRNS expresszidja minden vizsgalt sejtvonal
esetében, mig a fibroblastok altal termelt, egységnyi sejtre esd HA mennyisége nem mutatott
denzitasfliggést. A negativ szabalyz6 hatas részben gatolhatd volt transzforméld novekedési
faktor B-val (TGF-B). A TGF-B stimulalta a PAI-1 expressziot, és ez a hatas a novekvd
sejtdenzitassal orbita fibroblastok esetén fokozddik, mig a boér fibroblastoknal nincs jelen. A
TGF-p hatasara novekvo HA termelés in vivo csokkentheti a sejtdenzitast, feloldhatja a kontakt
gatlast és a proliferacio fokozodasahoz vezethet, amit az emelkedett PAI-1 szintézis tdmogat.
A vizsgalt fibroblastok HA termelését minden esetben csokkentette a 4-metilumbelliferon
(4-MU) kezelés. A 4-MU csokkentette a hialuronan szintaz 2 (HAS2) és novelte a hialuronan
szintaz 3 (HAS3) és hialuronidaz 2 (HYAL2) expresszidjat minden sejtvonal esetében, mig a
hialuronidaz 1 (HYALL) expresszido nem valtozott. Az EOP és a kontroll orbitabol szarmazo
fibroblastok hasonléan viselkedtek: a 4-MU gatolta mind a bazalis, mind pedig a TGF-$
stimulalt HA termelést és csokkentette a proliferacids potencialt minden vizsgalt fibroblast
esetében. Az EOP-nak nincs megfeleld allatmodellje, igy klinikai vizsgéalatok szolgalhatnak

tovabbi informacioval a 4-MU gyogyszerként torténd alkalmazhatosagarél EOP-ban.
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9. Summary

Endocrine orbitopathy (EOP) is an autoimmune disorder of retroocular tissues which may
accompany Graves’ disease (GD). In addition to leading to decrease in quality of life, in severe
cases, it may result in loss of vision. Hyaluronan (HA) overproduction is a major factor in the
pathogenesis of EOP, playing a key role in the autoimmune inflammation of the orbital
connective tissue and external eye muscles.

We have shown that the increasing cell density of orbital fibroblasts is a negative regulator of
proliferation and plasminogen activator inhibitor-1 (PAI-1) secretion in both control orbital and
EOP orbital fibroblasts. With increasing cell density, the amount of PAI-1 protein and mRNA
expression per cell decreased in all examined cell lines, while the amount of HA per cell
produced by fibroblasts did not show density dependence. The negative regulatory effect of
increasing cell density was partially reversed by transforming growth factor  (TGF-B). TGF-f
stimulated PAI-1 expression, and this effect is more marked with increasing cell density in
orbital fibroblasts, while was missing in dermal fibroblasts. Increased HA production by TGF-
B may reduce contact inhibition, and lead to increased proliferation rate, which is further
enhanced by elevated PAI-1 synthesis.

HA production of the fibroblasts was reduced in all cell lines after 4-methylumbelliferone
(4-MU) treatment. 4-MU decreased hyaluronan synthase 2 (HAS2) and increased hyaluronan
synthase 3 (HAS3) and hyaluronidase 2 (HYAL2) expressions, while hyaluronidase 1
(HYALZ1) expression remained unchanged. EOP fibroblasts and fibroblasts from control orbits
behaved similarly: 4-MU inhibited both basal and TGF-B-stimulated HA production and
reduced proliferative potential in all fibroblast lines examined.

Any intervention that reduces HA overproduction may be beneficial in EOP. As no suitable
animal model of EOP is available, clinical trials should provide additional information on

4-MU’s applicability as a treatment option.
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