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Bevezetés

Az endocrin orbitopathia (EOP) az orbita komponenseit — elsGsorban a kétdszovetet és
a kiilsé szemizmokat — érinté autoimmun gyulladas. F6 klinikai jellemzdi a szemizmok
megvastagodasa ¢s 0démassa valdsa mellett az orbita szovetek térfogat-ndvekedése miatt
fellépd szemtiinetek. Az autoimmun folyamat elsddleges célpontjai az orbitdban taldlhato
fibroblasztok. Az orbita és pajzsmirigy autoimmunitds kozotti pathogenetikai kapcsolat a
pajzsmirigy stimuldldé hormon receptor (TSHR) ellenes autoantitestek (TRAb) jelenlétének
tulajdonithatd, hiszen a TSHR a pajzsmirigy follikularis sejtjein és az orbitaban talalhatd
fibroblasztok felszinén egyardnt expresszalodik. A receptor autoantitestekkel torténd
stimulacidja olyan jelatviteli folyamatokat indit el, melyek kovetkeztében a fibroblaszt sejtek
proliferacidja és gyulladdsos citokin termelése fokozodik, mig az orbitat infiltralo
immunsejtek 4ltal termelt faktorok a gyulladdsos allapot fenntartdsa mellett tovabbi
fibroblaszt aktivaciot valtanak ki.

Az aktivalt orbita fibroblasztok (OF) miofibroblaszt iranyu differencialédason
mehetnek keresztiil, melynek soran amellett, hogy az aktin citoszkeleton atrendezddése révén
kontraktilisebbé valnak, az extracellularis matrix (ECM) termelésiik is megvaltozik. A
fibroblasztokat koriilvevé ECM egyik f6 komponense a hialuronsav (HA), melyrdl ismert,
hogy nagy vizmegkotd képessége révén hozzdjarul az 6déma kialakuldsdhoz, jelentdsen
sulyosbitva ezzel az orbitdban zajl6 folyamatot.

A transzformalé novekedési faktor B (TGF-B) a miofibroblaszt fenotipus irdnyaba
torténd differencialédas kulcsfontossagu regulatora és egyben az ECM atrendezddés egyik
ismert szabalyozdja is. A TGF-f altal indukalt miofibroblaszt differencidlodas HA
anyagcserére gyakorolt hatasa és annak szerepe az EOP lefolydsaban még nem tisztazott.

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

tartottuk annak megismerését is, hogy ezek a gyodgyszerek milyen hatast gyakorolnak a

crer



Irodalmi attekintés

Az endocrin orbitopathia epidemiologidja

Az EOP az orbita komponenseinek autoimmun gyulladasa. Az esetek koriilbeliil 90%-aban
hyperthyreosishoz tarsultan alakul ki, de euthyreoid allapotban vagy hypothyreoid autoimmun
thyreoiditis kiséretében is megjelenhet. Graves-Basedow korban szenvedd betegek 20-30%-
anal extrathyreoidealis szovodményként jelentkezik. Az EOP ndknél gyakrabban alakul Ki,
am a férfiaknal stlyosabb lefolyast lehet. Eves incidenciaja nék esetén 16/100 000, férfiaknal
2,9/100 000 mig prevalenciaja 0,25%. A ndk esetén 40-44 és 60-64 év kozott, férfiaknal 45-
49 és 65-69 év kozotti életkorban fordul elé leggyakrabban. Az EOP kialakulasat kiilonb6z6
kornyezeti tényezdk is befolyasoljak, mint példaul a dohanyzas, a bél mikrobiom valtozasa,
magas szérum koleszterinszint, a D-vitamin- és szelénhiany. Ezek kozott kiemelt szerepet
jatszik a dohanyzas, amely kozel nyolcszorosara noveli az EOP kockazatat. Ezen kiviil
genetikai tényezok, igy a peroxiszoma-proliferator aktivalt receptor gamma (PPARYy), a
plazminogén aktivator inhibitor 1 (PAI-1) és TSHR génjeit érintd polimorfizmusok is

hozzéjarulhatnak a betegség kialakulasdhoz.

Az endocrin orbitopathia klinikai képe, stddiumbeosztdsa és
diagnosztikdja

Az EOP tiinetei valtozatosak lehetnek. Az egyik leggyakrabban eléforduld panasz a
retrobulbaris nyom6 fajdalom, emellé azonban szamos egyéb tiinet is tarsulhat, mint az
exophthalmus, kettdslatas, a szemhéjak retrakcidja, a szemhéj és kotGhartya vorossége és
duzzanata, valamint az expozicids keratopathia vagy szaruhartyafekély. Sulyos esetekben
dysthyroid opticus neuropatia (DON) is kialakulhat. Jollehet latasvesztéssel fenyegetd EOP
csupan 3-5%-ban fordul eld, a betegség mar enyhébb lefolyds esetén is jelentdsen rontja a
betegek életmindségét.

Az European Group of Graves Orbitopathy (EUGOGO) kritériumrendszere a
betegeket sulyossag szerinti alcsoportokba sorolja. Enyhe EOP esetén a betegek ¢letmindségét
az EOP csekély mértékben befolyésolja, €s nem indokolt az immunszuppresszid vagy miitéti
kezelés. Az aldbbiak koziil, esetiikben altaldban egy vagy tobb tiinet jelentkezik: 2 mm-nél
kisebb felsé szemhéj retrakcio, enyhe szemhéj €s/vagy kotdhartya érintettség, a populacios
atlagot legfeljebb 2 mm-rel meghaladé exophthalmus. Kettdslatds nem alakul ki, vagy csak

naponta néhany oOran at jelentkezik, és a szaruhartya érintettség lokalis eljarasokkal,
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szemcseppel, szemkendccsel kezelhetd. Kozepesen sulyos és sulyos EOP esetén nem all
ugyan fenn lataskarosodéds veszélye, viszont a betegség olyan mértékben befolyasolja a
betegek életmindségét, hogy a sziikséges kezelés (immunszuppresszid, szemészeti miitét)
kockazata vallalhat6. Ebben a sulyossagi csoportban a 2 mm-nél nagyobb felsd szemhé;j
retrakcid, kozepes vagy sulyos szemhéj és/vagy kotdhartya érintettség, populacios atlagot
legalabb 3 mm-rel meghaladd exophthalmus és atmeneti vagy tartos kettOslatas koziil
legalabb egy jelen van. Latasvesztéssel fenyegetd, sulyos EOP esetén opticus neuropathia
vagy szaruhartyafekély all fenn.

A betegek vizsgalatakor az orbitdk allapota az ATA (Amerikai Pajzsmirigy Tarsasag)
klasszifikacidja szerint jellemezhetd, mely a betegség sulyossagat tiikkrozi, és lehetdséget ad a
valtozasok kovetésére. Az orbita komponensek és a szemizmok érintettségének megitéléséhez
legalabb egyszer sziikséges MR-vizsgalat elvégzése. Az immunfolyamat aktivitisa MR
modszerrel - az izmok T2 relaxacios ideje €és a zsirelnyomasos STIR felvételek alapjan -
tovabba a szomatosztatin-analoggal vagy dietilén-triamin-pentaecetsavval (DTPA) végzett

SPECT segitségével és a klinikai aktivitasi pontszam (CAS) alapjan értékelheto.

Az endocrin orbitopathia kezelése

Az EOP kezelése jelenleg két hasonlo tartalmi nemzetkdzi ajanlas, az European
Group on Graves’ Orbitopathy (EUGOGO) és az ennél Ujabb, az eurdpai €s az amerikai
pajzsmirigy tarsasadg kozos ajanlasa alapjan torténik.

Enyhébb esetekben szelén rendszeres szedése kedvezd hatdst gyakorolhat a betegség
lefolydsara. Emellett kiemelten fontos a dohanyzés abbahagyésa, hiszen az nemcsak az EOP
kialakuldsdnak kockazatat és a sulyosabb formak megjelenését fokozza, hanem jelentdsen
csokkenti a kezelés hatékonysagat is. Lokalis szemészeti készitmények, miikdnny, és a cornea
kiszaradasat gatld szemzsel¢ segitik a cornea védelmét. A prosztaglandin-analog tartalmu
szemcseppek csokkenthetik a megndvekedett szemnyomast.

Kezelés sordn a pajzsmirigymiikddést az euthyreoid tartomanyba kell beéllitani; a
hyperthyreosis és a kezelés soran esetleg kialakuldo atmeneti, iatrogen hypothyreosis is
kedvezdtlen a betegség szempontjabol. A pajzsmirigy talmiikodés kezelésére pajzsmirigy
miitét is valaszthato, kiilondsen kdzépsulyos vagy sulyos EOP és magas TRAD szint esetén. A
hyperthyreosis miitéti kezelése utan — mely EOP-ban near total vagy total thyreoidectomia —
korai thyroxin-potlas sziikséges. A pajzsmirigy eltavolitds Onmagaban is javulast
eredményezhet az EOP lefolyasaban, feltehetéen az orbitaban és a pajzsmirigyben is jelen

levd TSHR mint autoantigén mennyiségének csokkentése révén. A hyperthyreosis radioaktiv
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jod izotoppal torténd kezelése kontraindikalt aktiv, kozépstulyos és sulyos EOP esetében. A
radiojod a betegek koriilbeliil egyharmadanal a mar meglévd szemtiinetek sulyosbodasahoz
vezet, és a magas kockézati csoportokban akar EOP-ot is kivalthat. Az EOP inaktiv fazisaban
végzett radiojod kezelés esetén preventiv oralis kortikoszteroid kezelés ajanlott az orbitat
értintd kedvezdtlen hatasok megeldzésére.

Kozépsulyos ¢€s sulyos, immunologiailag aktiv EOP-ban immunszuppressziv kezelés
sziikséges. Az elsdvonalbeli terdpia intravénas kortikoszteroidok alkalmazasa. A kezelési
séma 4,5 g kumulativ d6zisa metilprednizolon intravénasan (hetente egyszer 500 mg hat héten
at, majd ugyanennyi ideig hetente egyszer 250 mg). Az immunszuppressziv kezelés
szempontjabol rendkiviil fontos a korai felismerés és a betegség aktivitdsanak felmérése, mert
ez a kezelés az immunfolyamat aktivitdsanak maximuman a leghatdsosabb, amely akar
hetekkel vagy honapokkal megelézheti az EOP sulyos szemtiineteinek kialakuléasat.

Ha a kortikoszteroid kezelés nem elegend6 vagy ellenjavallt, irradiacio (orbitanként 20
Gy kumulativ doézis, 10 alkalommal 2 Gy addsa mindkét orbitara) is alkalmazhato. Egyes
kutatdsok szerint az intravénas kortikoszteroidok retrobulbaris irradiacioval valo
kombindciodja hatékonyabb.

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

mindkét csontos falanak eltavolitasaval torténik.

Az endocrin orbitopathia pathogenezise
Az orbita fibroblasztok aktivdcidja

Az EOP pathogenezisében az autoimmun folyamat elsédleges célpontjai az orbitdban
taladlhatd fibroblasztok. A pajzsmirigy €s az orbitak ellen irdnyuld autoimmunitds kozotti
pathogenetikai kapocsért felelds autoantigén a TSHR, amely a pajzsmirigy follikuléris sejtein
és az orbita fibroblasztokon egyarant expresszalédik. Az antigén-prezentald sejtek
internalizaljak és lebontjak a TSHR-t, majd peptidjeit MHCII kapcsoltan prezentaljak a helper
T-sejtek szdmdara, melyek ezutdn a CD154-CD40 kapcsolaton keresztiil aktivaljadk az
autoreaktiv B-sejteket, serkentve a TRADb termelését, vagy autoreaktiv T-sejtekként

kemotaktikus faktorok hatasara eljuthatnak az orbia szovetekbe, ahol a CD40 ligandjukon



(CD154) keresztiil kolcsonhatasba lépnek a fibroblasztok felszinén expresszaloéddo CD40
fehérjével. E folyamatok egyiittesen a fibroblasztok aktivaciojat idézik eld.

A plazmasejtek altal termelt TRADb szintje kritikus tényez6 az EOP pathogenezise
szempontjbol, mivel a betegség sulyossaga szoros korreldciot mutat a TRAD antitesttiterrel.
Az inzulin-szeri novekedési faktor-1 receptor (IGFIR) képes fizikai és funkcionalis
komplexet alkotni a TSHR-ral, és e két receptor egyiittes aktivalasa fokozza az OF sejtek
proliferacidjat. A TSHR autoantitestekkel vald stimuldlasa a PKA/CREB, mTOR, AKT és
nukledris faktor kappa B (NF-kB) jelatviteli titvonalak révén fokozza az orbita fibroblasztok
termelését. Az IGF1R egy receptor tirozin kindz, amely aktivalja a PI3K/AKT, Ras/Raf/MEK
és IRS jelatviteli utakat. A IGFIR/TSHR jelatvitel a gliikkozaminoglikanok termelését is
serkenti.

Az orbitdt infiltrald6 immunsejtek (CD4+ ¢és CD8+ T-limfocitdk, monocytak,
makrofagok, B-limfocitdk, plazmasejtek és hizodsejtek) altal létrehozott citokin-kdrnyezet
szintén hozzajarul a fibroblasztok aktivalasdhoz és a gyulladds fenntartasdhoz. Az
immunsejtek €s fibroblasztok altal termelt IL-6 aktivalja a JAK/STAT3 ¢és PI3K/AKT

crer

aktivalt makrofagok altal termelt interleukin-1 [ (IL-1B) fokozza a fibroblasztok
dendritikus sejtekt6l, monocitaktol és makrofagoktdl szarmazé interleukin-15 (IL-15),
tamogatja a B- és T-limfocitak aktivalodasat, mig az interleukin-17 (IL-17) a Th17 sejtek altal
szekretalt gyulladasos citokin mely azaltal, hogy kemokinek termelését valtja ki, eldsegiti az

A T-limfocitak, makrofagok és aktivalt hizosejtek altal termelt 15d-prosztaglandin
(PG) J2, PGE2 ¢és PGD2 szintén hozzdjarul a szovetek térfogatndvekedéséhez az
adipogenezis, gyulladasos citokin termelés és ECM termelés fokozasaval.

A tumor nekrézis faktor a (TNFa) kulcsfontossadgt proinflammatorikus citokin, amely
gyulladdsos molekulak, koztikk mas citokinek és sejtadhézidos molekuldk (ICAM, VCAM)
expresszigjat valtja ki, valamint fontos szerepet jatszik a gyulladasos éallapot fenntartasa és az
immunsejtek toborzasa mellett a sejtproliferacio, differenciacio és apoptozis szabalyozasaban.
A TNF-o serkenti a ciklooxigenaz-2 (COX-2) enzim aktivitasat, igy el6segiti a
prosztaglandinok termelését. A TNF-a kotddése a sejtfelszini receptoraihoz (TNFRI1 és

TNFR2) aktivalja a NF-xB jelatviteli ttvonalat, amely szerepet jatszik a gyulladasos



mediatorok, példaul az interleukin-8 (IL-8), monocita kemoattraktans protein-1 (MCP-1) ¢és
vérlemezke-eredetli ndvekedési faktor BB (PDGF-BB) expresszidjanak szabalyozasaban.

Az orbita fibroblasztok maguk is aktivan részt vesznek az autoimmun gyulladés
fenntartasaban. CD40 expressziojuk révén képesek interakcidba 1épni a CD4+ T sejtek
CD154 ligandjaval mely kolcsonhatas eredményeképpen fokozodik a proliferacidjuk és
gyulladasos citokin (IL-1 és IL-6) termelésiik. Az autoreaktiv T limfocitdk altal termelt
interferon-y (IFN-y) fokozza a HA ¢és PG E2 szintézisét, mig az IL-2 a sejtmedialt
immunvalaszban jatszik fontos szerepet.

Az orbita fibroblasztokat CD90 glikoprotein expresszidja alapjan Thyl ™ (masnéven
CD90.) és Thyl" altipusra oszthatjuk. A Thyl fibroblasztok, azaz preadipocitak, képesek
adipocita irdnyaba differencialodni. Emellett magas PPARy expresszioval rendelkeznek, ami
fokozza az adipogenezist és gatolja az autoimmun gyulladds fenntartdsat. Ezzel szemben a
Thyl® fibroblasztok TGF-B hatasara miofibroblasztokka alakulnak. EOP-ban, az orbita
fibroblasztok fokozott proliferacidja, ECM termelése és adipocitava vagy miofibroblasztokka

valé differencidlodésa a szovetek atrendezodését és egyben térfogatnovekedését okozza.

A miofibroblaszt iranyu differencidlodds

A miofibroblasztok kontraktilis, a-simaizom aktin (a-SMA) pozitiv sejtek, amelyek
szerepet jatszanak a sebgyogyulas folyamataban, de tartos jelenlétiik és aktivacidjuk fibrézist
okozhat. A miofibroblasztokat eredetiik szerint csontveldi eredetii és nem csontveldi eredetii
sejtekre oszthatjuk. A csontvel6i eredetiiek keringé mesenchymalis 6ssejtekbdl vagy CD34+
fibrocytakbol szarmaznak, mig a nem csontveldi eredetiiek fibroblasztokbol, epithel, endothel,
simaizom ¢és zsirsejtekbdl, pericytakbol vagy daganatos hamsejtekbol képzodhetnek.

Ahhoz, hogy a fibroblaszt sejtek miofibroblasztta differencialodjanak, lokalisan harom
f6 kritériumnak kell teljesiilnie: (i) biologiailag aktiv TGF-B1 jelenléte, (ii) extracellularis
stressz, amely az ECM mechanikai tulajdonsagainak valtozasabol és az extra domén A
fibronektin (EDA-FN)/integrin kolcsonhatasokbol ered, és (iii) bizonyos fenotipus
modulatorok pl. EDA-FN és HA termelddése. Azt az dtmeneti allapotot, amikor az aktivalt
fibroblasztok proliferacidja, migracioja, ECM termelése és citokin termelése fokozodik, de a-
SMA pozitivitds még nem figyelheté meg proto-miofibroblaszt allapotnak nevezziik

Annak ellenére, hogy a szakirodalomban kevés informécio all rendelkezésre az ezen
allapotban 1évd sejtek azonositdsaval kapcsolatban, a proto-miofibroblasztoknak mar tobb
kulcsfontossagt jellemzojét leirtdk. Ezek egyike az aktin citoszkeleton atrendezddése,

melynek soran a foként membranhoz kotott G-aktink monomer polimerizalodik és
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citoplazmatikus F-aktin stresszfilamentumokka alakul. Az F-aktin stresszrostok képzddése
lehetdvé teszi a kornyezo sejtekhez és az ECM komponensekhez valé kapcsolodast, kadherin
alapti adhézid, valamint integrin-tartalmi membrankomplexek segitségével. A kadherinek
kalciumion-fiiggé sejtfelszini adhézidos molekulak, amelyek a catenin csalad fehérjéi altal
kapcsolddnak az aktin citoszkeletonhoz. Az integrinek transzmembran receptorok, amelyek
kiilonb6zé ECM komponensekhez kapcsolddnak, példaul az aSB1 integrin a fibronektinhez,
mig az 02B1 integrin a kollagénhez.

Az érett miofibroblasztok megjelenését az a-SMA-pozitiv stresszrostok képzddése
igazolja. Emellett az érett miofibroblasztok nagyobb kontraktilitdssal, valamint emelkedett
fibronektin és kollagén expresszidval rendelkeznek.

A miofibroblaszt fenotipus kialakulasat harom f6 jelatviteli Gtvonal befolyasolja: a
TGF-B1/Smad, a HA/CD44/EGFR ¢és a Wnt/B-catenin tvonal.

A TGF-B1/Smad tutvonalon a TGF-f1 a LAP komplexbdl felszabadulva kotédik a
TGFBRII dimerekhez, lehetové téve a TGFBRI-el valé kapcsolodasat és az ttvonal
aktivalodasa. Ezt kdvetden a Smad2 és Smad3 foszforilalodik, majd a Smad4-el komplexet
képezve a sejtmagba transzlokalddik, ahol specifikus DNS-szekvencidkhoz kotddve
szabalyozza a pro-fibrotikus gének transzkripciojat.

A HA/CD44/EGFR jelatvitel soran, a HA a transzmembran receptor CD44-hez
kotddik, majd a CD44 ko-receptorként miikddve, az epidermalis ndvekedési faktor receptor
(EGFR) lipid raftokba vald transzlokacigjat idézi eld, aktivdlva az EGFR-t, bifazikus
jelatviteli folyamatokat inditva el az extracellularis jel altal szabalyozott kinaz 1/2 (ERK1/2)
¢s kalmodulin-fliggd protein-kindz II (CaMKII) utvonalakon. A korai folyamatok a
differencidciéval kapcsolatos gének kifejezddését, mig a késdi események a proliferaciot
szabalyozd gének expresszidjat serkentik. A TGF-B1 fokozza a HA szintézist, ezzel is
befolyasolva a HA/CD44/EGEFR jelatvitelt.

A Wnt ligand Dickkopf-related protein 1 (DKK1) hianyaban egyidejiileg kotédik a
Frizzled (FZD) receptor extracellularis doménjéhez és a kis stirtiségii lipoprotein-receptorhoz
kapcsolodo fehérje 5 és -6 (LRP5 és LRP6) koreceptorhoz. Amikor a Wnt ligand megkotodik,
a FZD receptor és az LRP5/6 koreceptor komplexet alkotnak. A Wnt ligand kozvetett modon
foszforilalja az LRP5/6-ot azaltal, hogy olyan jelatviteli folyamatot indit el, amely aktivalja a
Disheveled (DVL) fehérjét, valamint toborozza és aktivalja a kreatin-kindz (CKly) és
glikogén-szintdz kinaz-3 B (GSK-3p) kindzokat. A Wnt/FZD/LRP jelatviteli itvonal a DVL

altal kozvetitett B-catenin gatlo komplex gétlasaval eldsegiti a B-catenin felhalmozodasat és

crer
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Kimutattak, hogy a TGF-p1 a DKK1 gatlasan keresztiil képes aktivalni a Wnt jelatviteli

utvonalat, ezzel is eldsegitve a miofibroblaszt-differencialodast.

A TGF-g jelatvitel miofibroblaszt differencidlodasban betoltott szerepe

A TGF-B egy 25 kDa-os polipeptid homodimer, amely fontos szerepet jatszik a
sejtproliferacio, differencialodas, motilitds, apoptozis és ECM termelés szabalyozasaban.
Héarom f6 isoforméja ismert (TGF-B1, TGF-B2 és TGF-B3), melyek kozil a TGF-B1
dominéns isoforma.

A TGF-p prekurzor formaban keletkezik, amely a homodimer mellett egy pro-peptidet
is tartalmaz. Szintézis utan a TGF-B homodimer a LAP-al (Latency Associated Peptide)
interakcidba lépve létrehozza a kis latens komplexet (SLC), amely a sejt belsejében marad a
nagy latens komplex (Large Latent Complex, LLC)) 1étrejottéig, melynek soran a latens TGF-
B- kot6 fehérje (Latent TGF-B-Binding Protein, LTBP)) hozza kapcsolodik, majd a komplex
transzlokalodik az extracellularis térbe. A TGF-B aktivalasa enzimek és mechanikai hatasok
révén torténik, példaul proteazok altal, vagy savas kornyezet hatdsara, ami denaturalja a LAP-
ot. A thrombospondin-1 (TSP-1) és aV integrinek is képesek kozvetleniil aktivalni a latens
TGF-B-t. A komplexbdl felszabadult TGF-PB ligandok a TGF-f RIl-hez kotédnek, mely ezt
kovetden a TGF-B RI-hez kapcsolodik, igy hozva 1étre a funkcionalis receptort, mig a TGF-3
RIII, mas néven bétaglikan koreceptorként funkcional, mely képes nagy affinitassal kotni a
TGF-B izoformakat és prezentdlni azokat a TGF-BRII szdmara. A fibroblaszt sejtek
miofibroblaszt irdnyba torténd differencidlodasaban a TGF-f SMAD-fiiggd utvonala jatszik
kulcsszerepet. A TGF-p receptor aktivalasat kovetden, a receptor altal katalizalt foszforilacios
folyamat kovetkezik, melynek sordn az R-SMAD-ok (receptor altal aktivalt SMAD fehérjék),
a SMAD2 ¢és SMAD3 foszforildlodnak, majd az R-SMAD-ok oligomert képezzenek a
SMAD4 (Co-SMAD) fehérjével.
talalhato specifikus DNS-szekvencidkhoz kotddve szabalyozza a pro-fibrotikus gének, igy a
kollagén, a fibronektin és az o-SMA transzkripcidjat. Az I-SMAD-ok, mint a SMAD?7,
gatoljak a R-SMAD-ok és az aktiv receptor kozotti kdlcsonhatast, csokkenteni a receptorok
mennyiségét a sejtfelszinen, illetve transzkripcids represszorként is miikddhetnek a

sejtmagban.
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A hialuronsav szerepe az endocrin orbitopathia pathogenezisében

Az EOP pathogenezisében kiemelt szerepet jatszik az orbita fibroblasztok
miofibroblasztta torténd differencialdodasa, valamint a miofibroblasztok fokozott ECM
termelése. A HA, egy szulfatcsoportot nem tartalmazo, linearis gliikozaminoglikan, az ECM
egyik f6 komponense. Tultermelddése, nagy vizmegkotd képessége miatt jelentOsen
hozzajarul a széveti 6déma kialakuldsahoz, negativan befolyasolva a betegség lefolyasat.

A HA bioszintézisét harom transzmembran glikoziltranszferaz izoenzim, a HA szintaz
(HAS) 1, 2 és 3 végzi, amelyek UDP-gliikkuronsavbol és UDP-N-acetil-gliikkozaminbol épitik
fel a HA lancot. E két cukor-nukleotid mennyisége szabalyozza a szintdzok génexpressziojat.
A HASI széles mérettartomanyban (2x10°-2x10° Da) hoz létre HA lancokat, mig a HAS2
nagyobb polimereket (>2x10° Da), a HAS3 pedig révidebb lancokat (<3x10° Da) szintetizal.
A HA lancok, szintézist kovetden, a szintdzokon keresztiil sejtfelszinhez horgonyozva vagy
sejtfelszini receptorhoz kotve a pericellularis térben maradnak, mig fel nem szabadulnak a
kotésbol.

A lebontast végzo hialuroniddzok hat alcsalddba sorolhatok. Emldsokben a
lizoszomékban talalhato HYALI1 és a plazmamembranhoz kapcsoloddo HYAL?2 felelés a HA
lebontasaért. A HYALZ2 a hossza lancu HA-t kisebb, 10-20 kDa-os oligoszacharidokra bontja.
Ezek a HA egységek a sejtfelszini HA receptorokhoz kotddve endocitdzissal jutnak be a
sejtbe, ahol a HYALI tovabb bontja 6ket. A kozelmultban két 0j fehérjét is azonositottak,
amelyek szerepet jatszanak a HA lebontdsdban: a sejt-migraciot indukald fehérjét
(CEMIP/KIAA1199) és a transzmembran protein-2-t (TMEMZ2). A CEMIP Klatrin-medialt
endocitozis révén segiti a hialuronsav depolimerizéaciojat, mig a TMEM2 a CEMIP gatlasan
keresztiil szabalyozza a HA lebontasat.

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

A HA kot sejtfelszini receptorok koziil a cluster determinant 44 (CD44) a
legjelentdsebb, amely a hilauronsavval interakcidoba lépve szamos élettani és patologiai
folyamatban jatszik szerepet, példaul a pericelluldris matrix retencidjaban, a sejt-matrix

Ezen kiviil tovabbi receptorok, a hialuronsav daltal kozvetitett motilitds receptor

(RHAMM), nyirokrendszeri endothelialis hialuronsav receptor (LYEV-1), hiauronsav
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endocitozis receptor (HARE) és a toll-like receptor-4 (TLR-4) is képesek kolcsonhatast
kialakitani a hialuronsavval. Mig a HA ¢és a HA-kot6 fehérjék, mint példaul az aggrekan és a
verzikan kozotti kolesonhatasok a sejtek kdzotti kommunikacioban és a szovetek mechanikai

tulajdonsagainak szabalyozasaban jatszanak szerepet.
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Célkitiuzések

A TGF-B1 altal indukalt miofibroblaszt differencidlodas hatdsanak vizsgélata a HA
anyagcserére, melynek jelentdsége az EOP pathogenezisében még nem teljesen
tisztazott.

Annak feltarasa, hogy a gliikokortikoidok, mint els6 vonalbeli terapids szerek, hogyan
valamint képesek-e visszafogni a PDGF-BB — az EOP korai, aktiv szakaszaban
jelentds szereppel bird novekedési faktor — proliferaciot és HA termelést serkentd

hatasat.
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Modszerek

Primer fibroblaszt kulturak létrehozdasa

Vizsgalataink soran a Debreceni Egyetem Klinikai Kozpont Szemészeti Klinikajan ¢és
Sebészeti Klinikdjan megjelend betegek miitéti szovetmintdit hasznaltuk fel. A betegek
megfeleld tdjékoztatast kovetden beleegyezd nyilatkozatot irtak ald. Vizsgalatainkat a
Debreceni Egyetem Regiondlis és Intézményi Kutatasetikai Bizottsaga ¢és az Egészségligyi
Tudomanyos Tandcs Tudomanyos ¢&s Kutatasetikai Bizottsiga hagyta jova (ID:
5913/2012/EKU (84/13)).

Az EOP-ban szenvedd betegek (EOP-OF, n=7) dekompresszids miitéte soran
eltavolitott orbita kotészovetbol és nem-EOP betegek (K-OF, n=8) egyéb indikacioval végzett
— nem pajzsmirigy betegséghez kapcsolddd — szemmiitétébdl szarmazo kotdszovetmintakbol
primer orbita fibroblaszt kulturakat hoztunk 1étre. A borfibroblaszt kulturakat (BF, n=4) hasi
sérvmiitét soran eltavolitott borbdl hoztuk létre.

Az EOP-ban szenvedd betegek esetén a betegség folyaman minden beteg kapott
tireosztatikus gyogyszert, és legalabb egy alkalommal 12 hetes intravénds GC kezelésben
részesiilt. A miitétig minden esetben legalabb egy ¢év telt el a GC kezelést €s az irradiaciot
kovetden. Az EOP diagndzisanak felallitasatol eltelt id6 medianja 4 év volt (minimum 1,
maximum 9 év). Az EOP betegek a miitét eldtti utolsd két honapban mar csak B-blokkolot,
diuretikumot, illetve tiroxin potlast kaptak. A miitét idépontjaban a betegek TSH szintje
alacsony normal vagy szupprimdlt volt, mig a pajzsmirigyhormonok szintje
referenciaértékeken beliil volt. A dekompresszidos miitét minden esetben az EOP inaktiv
fazisaban zajlott.

Az orbita- és borfibroblaszt kultarakat Bahn és munkatarsai altal leirt protokoll alapjan
hoztuk létre. A sterilen eltavolitott szOvetmintdkat 2x2 mm-es darabokra vagtuk, majd négy
alkalommal antibiotikum (penicillin/streptomycin) tartalmu foszfat pufferben (PBS) mostuk,
végll az aprd szovetdarabokat tenyésztéedénybe helyeztik és 20% (V/V) hdéinaktivalt
magzati borjuszérummal (FBS-sel), stabil glutaminnal és penicillin-streptomycin oldattal
kiegészitett M199 tapfolyadékban (Biosera, Nuaille, Franciaorszag) tartottuk fenn dket, 37°C-
on, 5 % CO, mellett. A tapfolyadékot 3-4 naponta cseréltiik. Kettd-négy hét elteltével (a

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

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

szuszpendaltuk és a kisérletek elvégzéséig folyékony nitrogénben taroltuk.
Kezelések

A kisérletekhez a fibroblasztokat 1,56x10* sejt/cm? slirliséggel 24- vagy 96-lyuka
sejttenyésztd6 lemezre szélesztettiik. A miofibroblaszt iranyt differencialodas HA
anyagcserére gyakorolt hatasainak vizsgdlata sordn a kezelésekhez 5 ng/ml TGF-B1 (Gibco,
Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) tartalmi 10% (V/V) FBS-sel és stabil
glutaminnal kiegészitett DMEM High Glucose tapfolyadékot hasznaltunk, és a sejteket
tovabbi 24 illetve 72 6ran keresztiil inkubaltuk. A gliikokortikoidok (Sigma Aldrich, St.
Louis, MO, USA) hatadsanak vizsgalata érdekében kezelést végeztiink hidrokortizon (HC),
prednizolon (P), metilprednizolon (MP), illetve dexametazon (DEX) adasaval (0,0001-1,0
uM tartomanyban a koncentraciofiiggés vizsgalata céljabol, majd a tovabbiakban 1 pM
koncentracidban, 24 oran at), 10 ng/ml PDGF-BB (R&D Systems, Bio-Techne, Minneapolis,
MN, USA) mellett, valamint annak hianyaban 10% (V/V) FBS-sel és stabil glutaminnal
kiegészitett M199 tapfolyadékban kontroll és EOP orbita fibroblasztokon és borfibroblaszt
(BF) kultardkon. Minden kisérletet legalabb harom alkalommal, legalabb harom parhuzamos

mintan végeztiink el.
Sejtproliferdcio vizsgalat

A sejtek proliferacios ratajat ELISA BrdU (kolorimetrias) kit segitségével mértiik. A
vizsgalatot a gyartd (Roche, F. Hoffmann-La Roche Ltd, Bazel, Svdjc) utasitisai szerint
végeztiikk, 96-lyukt plate-ben. A sejtkulturakhoz a kezelések utolsé 2 orajaban 5-brom-2'-
dezoxiuridin (BrdU) oldatot adtunk 37°C-on, 5 % CO; mellett. A tapfolyadék eltavolitasa
utan a sejteket 30 percig fixaltuk. A fixald oldat eltavolitasat kovetden, peroxiddz-konjugalt
anti-BrdU antitestet adtunk a sejtekhez 90 percre, szobahdmérsékleten. Végiil hozza adtuk a

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

mennyiségével, igy a sejtproliferacié mértékével is.
Metabolikus aktivitds vizsgdlat

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

metabolikus aktivitasat tiikrozi, és kozvetetten aranyos az életképes sejtek szamaval.
HA koncentrdacio meghatdrozas

A 96-lyuku plateken végzett kezeléseket kovetden a feliiliszokat Osszegyljtottik és
DuoSet Hyaluronan Kit (R&D Systems, Bio-Techne, Minneapolis, MN, USA) segitségével, a
gyarto altal csatolt utmutat6 alapjan meghataroztuk a tapfolyadékba termelt HA mennyiségét.
A sejtekhez kotott pericellularis HA mennyiségének meghatarozasahoz a sejteket kétszer
PBS-el mostuk, majd 0,05 % (wi/v) trypsin—~EDTA oldattal kezeltiik 37°C-on 20 percig.
Ezutan a reakciot FBS (10% V/V végkoncentracid) hozzaadasaval allitottuk le. A
sejtszuszpenzidt centrifugaltuk (1000 g, 5 perc), és a pericellularis HA méréshez az igy nyert
feliiluszot hasznaltuk.

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

A feliiluszokat 0sszegyljtottiikk és -20°C-on taroltuk a GAG izolalasaig. A fehérje
emésztéséhez 1 ml felilliszohoz 110 pl 1 mg/mL Proteinase K-t (Merck KGaA, Darmstadt,
Németorszag) adtunk 20 mM Tris pufferben (Merck KGaA, Darmstadt, Németorszag), amely
1% SDS-t tartalmazott, majd 60°C-on 4 oran at inkubaltuk. A GAG kicsapasahoz 4 ml
eléhitott (-20°C) 96%-o0s etanolt (VWR International, Avantor, Radnor, PA, USA)
hasznaltunk, és -20°C-on egy éjszakan at inkubaltuk. Masnap a mintakat 14000 g-n 10 percig
centrifugaltuk. Az iiledéket elOhiitott 75%-os etanollal mostuk, majd ismét 14000 g-n 10
percig centrifugaltuk. A levegdn szaritott pelleteket Tris/borat/EDTA (TBE) pufferben
(Merck KGaA, Darmstadt, Németorszag) gyujtottik Ossze, majd 100°C-on 3 percig

inkubaltuk, végiil hiitészekrényben taroltuk egy éjszakan 4t.
Hialuronsav gél-elektroforézis

A HA molekulasuly szerinti elvalasztasdhoz Cowman és munkacsoportja altal
beallitott elektroforézis modszert alkalmaztuk. A vizsgélat soran standardként kiilonb6zo
ismert molekulatomegii HA (R&D Systems, Bio-Techne, Minneapolis, MN, USA) vizes
oldatait hasznaltunk. Az izoldlt GAG mintdkat és standardokat bromfenolkék tartalmu
pufferrel (0,02% bromfenolkék 2 M szachar6zzal TBE-ben (Merck KGaA, Darmstadt,
Németorszag) kevertiik 0ssze, €s 1,5%-0s agardz gélben (Bioline, Meridian Bioscience Inc.
Cincinnati, OH, USA) futtattuk TBE pufferben 0,5 6ran at alland6 20 V-on, majd 3,5 oran at
allandoé 40 V-on. Kozvetleniil a futtatas utdn a gélt 1 6ran at 30%-os etanolba helyeztiik. A
gélt egy €jszakan at Stains All (Merck KGaA, Darmstadt, Németorszag) festékben festettiik.
A gélt ezt kdvetden 30 percig 10%-os etanolban inkubaltuk sététben, majd a szintelenitéshez
desztillalt vizbe helyeztiik. A lila hattér eltavolitdsdhoz a gélt a munkaasztalon hagytuk.
Ezutan a gélt beszkenneltiik, és a kapott képeket az Image Studio Digit Ver. 5.2 (LI-COR
Biotechnology — GmbH, Bad Homburg, Németorszag) programmal elemeztiik.

Polimeraz lancreakcio (PCR)

A 24, illetve 72 oras kezeléseket kovetden a 24 lyuku plate-en szélesztett sejtekrdl a
feliiluszot eltavolitottuk, és a sejteket TRI reagensben (Molecular Research Center Inc.,
Cincinnati, OH, USA) lizaltuk, majd az RNS izoldlasig a mintdkat -20°C-on taroltuk. A
kiolvasztott mintdkat homogenizaltuk, és 100 ul kloroformot (Merck KGaA, Darmstadt,
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Németorszag) adtunk hozza. A kloroformmal extrahaltuk a szuszpenzioban 1évo teljes RNS-t.
Centrifugaltuk 15 percig 16 000 g-n. A fels6 vizes fazist 4j DNaz és RNaz mentes csébe
pipettaztuk az atmeneti fazis érintése nélkiil. 375 pl szobahdmérsékletii 100 %-0s izo-
propanolt (VWR International, Avantor, Radnor, PA, USA) adtunk hozzé a vizes fazisban
talalhatdo RNS precipitaciojahoz, majd ismét centrifugaltuk 16 000 g-n 10 percig. Ezutan a
feliilszo eltavolitasa, majd a pellet mosasa kovetkezett 1 ml hideg 75 %-os etanollal. Befejezo
1épésként centrifugdlast végeztiink 12 000 g-n, 10 percen keresztiil. A feliiliszé eltavolitasa
utan az izolalt RNS-t nukledz-mentes vizben (Applied Biosystems, Thermo Fisher Scientific,
Waltham, MA, USA) oldottuk, és koncentraciojat Synergy HI1 Microplate Reader
segitségével mértiik, majd —20°C-on taroltuk az reverz transzkripcio kivitelezéséig. A
tisztitott RNS mintakat High Capacity CDNA Reverse Transcription Kit (Applied Biosystems,
Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) felhasznalasaval cDNS-s¢ irtuk at a gyartoto
leirasaban foglaltak szerint.

Végiil TagMan Gene Expression Assay (Applied Biosystems, Thermo Fisher
Scientific, Waltham, MA, USA) hasznalataval detektaltuk a vizsgalt gének (ACTA2, CEMIP,
FN, GAPDH, HAS1, HAS2, HAS3, HYALL, HYAL2, TMEM2, COL1A1) mRNS expressziojat.
Az RT-PCR reakciot a CFX Opus 96 Real-time PCR rendszeren (Bio-Rad Hercules, CA,
USA) végeztiik. A génexpresszios szintek kvantifikaldsdhoz a ACT moddszert hasznaltuk, a

célgének expressziojat a GAPDH haztartasi gén mRNS szintjéhez viszonyitva normalizaltuk.

Statisztikai elemzés

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

Az adatokat minden esetben atlag + standard hiba (SEM) formajaban abrazoltuk. A

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

A miofibroblaszt differencialodds hialuronsavsav-anyagcserére gyakorolt
hatdsa

Az alfa-simaizom aktin (aSMA), egyes tipusu kollagén alfa lanca (COL1A1l), és

fibronectin gének expresszidjanak valtozasai igazoltadk, hogy az orbita fibroblaszt sejtek
miofibroblaszt irdnyu transzdifferencidloddson mentek keresztiil, TGF-f stimul4ci6 hatasara.
Az aSMA ¢és a fibronektin mRNS expresszidja kezeletlen OF kulturdk esetén 24 és 72 6ra
utan egyarant hasonld volt, eredettdl fliggetleniil, mig a kezelés fokozta az aSMA
expresszidjat mindkét csoportban 24 és 72 ora elteltével (p < 0,0001 minden vizsgalt esetben).
A kezeletlen EOP-OF vonalak COL1A1 expresszidja az idé elérehaladtaval emelkedett
(p<0,01), mely tovabb fokozodott TGF-B stimulaciot kovetden mindkét vizsgalt idépontban
(EOP-OF 24 6ra: p < 0,001; EOP-OF 72 éra: p < 0.001). A K-OF eredetii orbita fibroblasztok
COLIA1 expresszidja szintén emelkedett az alkalmazott kezelés hatdsara (K-OF 24 o6ra: p <
0,01; K-OF 72 o¢ra: p < 0,01). A kezelt EOP-OF vonalak fibronektin expresszidja mindkét
idépontban fokozodott (EOP-OF 24 és 72 ora: p <0,01).
72 o6ra elteltével, annak ellenére, hogy az EOP ¢és K-OF kulturak proliferacidja egyarant
csokkent (p<0,0001 mindkét esetben), a TGF-B-val kezelt kultirdk proliferacios ratdja
magasabb szinten maradt a kezeletlen sejtekéhez viszonyitva (p < 0,001 mindkét esetben). Az
orbita fibroblasztok metabolikus aktivitdsa nem valtozott a TGF-f kezelés els6 24 ordjaban,
azonban 72 ora elteltével mérsékelt novekedés volt megfigyelhetd (K-OF 72 ora: p < 0,001,
EOP-OF 72 6ra: p <0,01).

A miofibroblaszt sejteket vizsgalva megfigyeltiik, hogy mig a feliiluszoba termelt HA
mennyisége nem valtozott a kezeletlen sejtekhez viszonyitva, a pericellularis HA mennyisége
K- OF vonalak esetén 6,1-szeresére (p < 0,0001), az EOP OF sejtek 4,7-szeresére (p <
0,0001) emelkedett 72 oras TGF-P kezelést kdvetden

A TGF-B1 a HAS-1 expressziora fokozo6 hatast gyakorolt mindkét vizsgalt iddpontban
(p < 0,0001 minden vizsgalt esetben), mig a HAS2 és HAS3 mRNS szinteket nem
befolyasolta.

A HYALI1 expresszioja az id6 eldrehaladtaval emelkedett, azonban ez a novekedés

teljes mértékben megsziint a TGF-f indukalt miofibroblaszt iranyl transzdifferencialédas
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kovetkeztében (p < 0,0001). A TGF-B kezelés nem befolyéasolta a sejtek HYAL2 mRNS
expresszidjat.

A hialuronsav katabolizmust a sejtmigraciot indukaldé fehérje (CEMIP) gatlasan
keresztiil szabalyoz6 transzmembran protein 2 (TMEM2) expresszidja TGF-B1 kezelés
hatasara emelkedett (K-OF 24 éra: p < 0,001; EOP-OF 24 6ra: p < 0,01; K-OF 72 éra: p <
0,0001; EOP-OF 72 ora: p < 0,001) mig a CEMIP expresszidja ezzel parhuzamosan
lecsokkent (K-OF 24 6ra: p < 0,001; EOP-OF 24 ¢ra: p < 0,01; K-OF 72 6ra: p <0,001; EOP-
OF 72 éra: p < 0,001).

A feliiliszoban megjelend hialuronsav (HA) frakcidok molekulastly szerinti eloszlasat
gél-elektroforézis segitségével vizsgaltuk. Megfigyeltilk, hogy a nagy molekulatdmegii
hialuronsav (HMW-HA) aranya a TGF- altal indukalt transzdifferencialédas kovetkeztében
fokozodott.

A  gliikokortikoidok hatisa a sejtproliferaciora és a hialuronsav-

metabolizmusra

Céljaink kozé tartozott annak vizsgélata is, hogy az EOP kezelésében hasznalt
gliikokortikoidok hogyan befolyasoljak a kiilonb6z6 eredetli fibroblasztok proliferacios
ratajat, hialuronsav termelését, valamint a HA-szintdzok ¢és hialuroniddzok mRNS-
expressziojat onalloan alkalmazva, illetve PDGF-BB stimulaciét kdvetden.

Vizsgélatokat végeztiink annak érdekében, hogy azonositsuk a hialuronsav-termelést
maximalisan gatlo legkisebb hatékony gliikokortikoid-koncentraciokat 0,0001-1,0 uM
tartomanyban. Az K-OF és EOP-OF sejtvonalak alap hialuronsav termelése nem kiilonbozott
egymastol. A metilprednizolon és a dexametazon mar 0,01 uM koncentracidban is jelentésen
csokkentette a hialuronsav szekréciot (MP: p <0,01; DEX: p < 0,001), mig a prednizolon és a
hidrokortizon gétld hatdsa csak 0,1 uM koncentracional érvényesiilt (P: p < 0,001; HC: p <
0,01). Mivel 1,0 uM volt az a koncentracio, amelynél mar minden vizsgalt gliikokortikoid
maximalis gatl6 hatast fejtett ki a hialuronsav szekréciora (MP: p < 0,001; DEX: p < 0,001; P:
p <0,001; HC: p <0,01), a tovabbi kisérleteink sordn ezt a koncentraciot valasztottuk.

Az orbita fibroblasztok (K-OF és EOP-OF) és a borfibroblasztok (BF) alap
hialuronsav szintje nem kiilonbozott, mig az alkalmazott gliikokortikoid kezelések
mindegyike jelentsen csokkentette a sejvonalak hialuronsav termelést (p < 0,01), eredettdl

fiiggetlentil.
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A fibroblasztok HAS1 expresszidjat a sejtek eredete nem befolydsolta. A vizsgalt
gliikokortikoidok koziil egyediil a hidrokortizon (1 uM) volt képes jelentés emelkedést
kivéltani az orbita fibroblasztok HAS1 expresszidjaban (p = 0,026). A Metilprednizolon,
Dexametazon és Prednizolon kezelések egyik esetben sem befolyéasoltdk a fibroblasztok
HASI1 expressziojat. Az alkalmazott kezelések jelentds mértékben csokkentették a HAS2
mRNS szintjét, minden vizsgalt fibroblaszt vonal esetén (p < 0,0001), kivéve a
Hidrokortizont, mely az EOP orbita fibroblasztok esetén nem befolyasolta azt.

A gliikokortikoid kezelések mindegyike hatékonyan csokkentette a HAS3 expressziot (HC: p
< 0,0005, P: p < 0,0001, MP: p < 0,0005, DEX: p < 0,0001). A borfibroblasztok (BF) és az
orbita fibroblasztok (OF) HAS3 expresszidja kozott nem volt szignifikdns eltérés.

A BF vonalak HYAL1 mRNS expresszioja tal alacsonynak bizonyult ahhoz, hogy
pontosan meghatarozhassuk annak alap- és kezelést kovetd szintjeit, igy azok nem lettek
feltiintetve. Orbita fibroblasztok esetén az EOP és K-OF sejtek alap HYALI expresszidjaban
nem mutatkozott kiillonbség. A vizsgélt gliikokortikoidok mindegyike csokkentd hatast
gyakorolt az expresszios szintekre az orbita fibroblasztok esetén (HC: p < 0,0007, P: p <
0,0062, MP: p < 0,05, DEX: p <0,002).

Az orbita fibroblasztok (K-OF, EOP-OF), és boérfibroblasztok (BF) alap HYAL2
expresszioja kozott nem volt eltérés. A kiilonbozd eredetli fibrolasztok HYAL2 mRNS
szintjét egyik vizsgalt gliikokortikoid sem befolyasolta.

PDGF-BB kezelés hatasara minden sejtvonal hialuronsav termelése fokozodott (p <
0,0001). Tovabba a sejtek eredete nem befolyasolta a PDGF-BB kezelésre adott véalaszt. Mig
minden gliikokortikoid kezelés képes volt a PDGF-BB stimulal6 hatasa mellett is a sejtek alap
HA termelése ala csokkenteni a HA koncentraciot (p < 0,0001). A megfigyelt hatas fliggott a
sejtek eredetétdl, borfibroblasztok esetében volt a legintenzivebb.

Huszonnégy ords PDGF-BB kezelés (10 ng/ml) hatdsdra minden csoportban
szignifikansan emelkedett a sejtvonalak HAS1 expresszidja. Azonban orbita fibrolasztok
esetén ezt a hatast egyetlen alkalmazott gliikkokortikoid sem volt képes gatolni. A PDGF-BB
kezelés fokozta a HAS2 expressziot EOP és K-OF sejtekben egyarant. A PDGF-BB Altal
indukalt HAS2 expresszi6 ndvekedést azonban csak a metilprednizolon (p < 0,001) és a
dexametazon (p < 0,002) voltak képesek csokkenteni. A hidrokortizon és a prednizolon nem
befolyasoltak azt. Borfibroblasztokban (BF) a PDGF-BB HAS2 expressziora gyakorolt hatdsa
elhanyagolhat6 volt.

A PDGF-BB fokozta a HAS3 mRNS expresszidjat orbita fibroblasztokban (p =
0,049). A K-OF és EOP-OF sejtvonalak kezelésre adott valasza nem kiilonbozott. A PDGF-
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BB altal indukélt HAS3 expresszi6 novekedését csupan két vizsgalt gliikokortikoid, a
metilprednizolon (p = 0,035) és a dexametazon (p = 0,029) volt képes csokkenteni. Mig a
PDGF-BB nem nem befolydsolta a borfibroblasztok a HAS3 expresszidat.

PDGF-BB kezelés kovetkeztében az EOP-OF (p < 0,003) és K-OF sejtvonalak
HYALI mRNS expresszidja egyarant csokkent. Azonban egyik gliikokortikoid sem
befolyasolta ezt a hatast. Emellett a PDGF-BB kezelés, sem oOnalloan, sem pedig
gliilkokortikoidokkal kombinélva, nem befolyasolta a HY AL2 expressziot.

A sejtek proliferacios ratdja minden esetben emelkedett PDGF-BB altali stimulacio
hatasara, eredettdl fiiggetleniil (p < 0,0001). A PDGF-BB kezelés hatasat azonban egyik

vizsgalt gliikokortikoid sem volt képes gatolni az alkalmazott 1 uM koncentracidban.

Megbeszélés

Az EOP aktiv szakaszaban az autoimmun folyamat elsddleges célsejtjei az orbita
fibroblasztok. Aktivalédasuk kovetkeztében HA termelésiik fokozddik, amivel jelentsen
hozzajarulnak a tlineteket okozd volumen expansio, 6déma kialakulasdhoz. Az EOP
pathogenesisének felderitését célzd in vitro kisérletek soran gyakran vizsgaljak az orbita
fibroblasztok HA szintézisét, mégis kevés adat all rendelkezésre a HA anyagcserében szerepet
Jatszo enzimek expresszidjanak valtozasardl a betegség lefolyasa soran.

A betegség eldrehaladtaval az aktivalt orbita fibroblasztok miofibroblaszt iranyu
differencialoddson mehetnek keresztiil. A kisérleteink sordn hasznalt TGF-fmultifunkcionalis
citokin, amely amellett, hogy ismert a sejtnovekedés, motilitas, matrix atrendez6dés és a
pericellularis proteolitikus aktivitds szabalyozdsdban betdltott szerepe, a miofibroblaszt
fenotipus irdnyadba torténd differencidlodas indukélédsaban és a fenotipus fenntartdsdban is
kulcsfontossagu. Korabbi vizsgalatok soran jelentds TGF-f expressziot mutattak ki sulyos
EOP-ban szenvedd betegek orbita kotoszovetében, amely korrelalt a betegek klinikai
aktivitasi pontszamaval, tehat feltételezhetjiik, hogy a miofibroblaszt iranyu differencialodas a
betegség aktiv szakaszaban elindul. Az EOP pathogenesise soran a miofibroblasztok fontos
szerepet jatszhatnak az orbita szovetek atrendezddésében, azonban bizonyos tulajdonsagaik,
beleértve a HA metabolizmusukat, még nem teljesen tisztazottak.

Vizsgélataink sordn, a miofibroblaszt markerekként hasznalt aSMA, COL1AI ¢és a
fibronektin mRNS expressziojanak novekedése aldtdmasztotta, hogy a transzdifferencialodas
a miofibroblaszt fenotipus iranydban valoban bekovetkezett a TGF-f stimulacid hatisara

orbita fibroblasztokban. Az aSMA fokoz6dd expresszidja felelés a miofibroblasztok
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kontraktilis fenotipusaért, €s képes a mechanoszenzitiv Hippo jelatviteli itvonal modulaldsara
a Yes-asszocidlt fehérje (YAP) ¢és a PDZ-kot6é motivummal rendelkezd transzkripcios
koaktivator (TAZ) aktivalasaval, a YAP/TAZ pedig képes szabalyozni az oaSMA
expresszidjat. A YAP és TAZ mechanotranszdukcids fehérjék kolcsonhatasba léphetnek a
Smad transzkripcios faktorokkal, melyek a TGF-f jelatviteli utvonal klasszikus mediatorai. A

TGF-f a SMAD fiiggd, kanonikus jelatviteli utvonal révén fokozza a YAP/TAZ nuklearis

crer

crcr

fibrotikus markerek, koztiik az aSMA expresszioja is csokken. A Hippo és a TGF-p jelatviteli
utvonalak kozotti kapcsolatot orbita fibroblasztokban is igazoltak. Bar az aSMA-t gyakran a
miofibroblasztok kulcsmarkerének tekintik, a milanyag feliileten tenyésztett kiilonboz6
eredetll mesenchymalis stroma sejtek is rendelkeznek alap aSMA expresszidval, amelyet a
TGF-B tovabb fokozhat. Ezt a jelenséget K-OF és EOP-OF sejtkulturdk esetén egyarant
megfigyeltiik.

Azt tapasztaltuk, hogy 72 ora elteltével az orbita fibroblasztok alap proliferacios rataja
csokkent a konfluens kultarakban, ami a kontakt gatlas, mint negativ regulator jelenlétére utal.
A megfigyelt csokkenés mértéke minden esetben kisebb volt TGF-B kezelt sejtek esetén.
Ezzel 6sszhangban a 72 6ras TGF- B kezelést kovetden a sejtek metabolikus aktivitasa is

novekedett, ami lehet a magasabb proliferacios rita kovetkezménye. A TGF-f hatasa
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alapjan, mely szerint a sejtek HA termelé képessége befolyasolja a TGF-f proliferaciora
gyakorolt hatasat, feltételezziik, hogy az orbita fibroblasztok jelentés HA termelése hozzajarul
ahhoz, hogy ebben a sejttipusban a TGF-f emeli a proliferacios ratat.

Kimutattuk, hogy a sejtekhez kotott pericellularis HA mennyisége fokozodott a TGF-f3
kezeléssel indukalt miofibroblaszt iranyt differencidlodas kovetkeztében. A tapfolyadékba
termelt HA esetén igazoltuk, hogy nétt a HMW-HA aranya az 6sszHA koncentracio valtozasa

nélkiil.

23



A TGF-B a HAS-1 expressziora fokozo hatast gyakorolt mindkét vizsgalt idépontban,
mig a HAS2 ¢és HAS3 tekintetében nem tapasztaltunk emelkedést. Habar kutatocsoportunk
korabbi eredményeivel Osszhangban kimutattuk, hogy orbita fibroblasztokban a HAS2 a
dominans szintdz, eredményeink alapjan ugy véljik, hogy a miofibroblaszt
transzdifferencidlodas soran, annak ellenére, hogy alap enzimaktivitasa alacsonyabb, mint a
tobbi szintdzé, a HAS1 expressziojanak fokozodasa jelentOs szerepet jatszik a pericellularis

Tovabbi megfigyelésiink, hogy TGF-P kezelés kovetkeztében, a HYAL1 és CEMIP
expresszios szintje csOkkent, ami szintén hozzéjarulhat a pericellularis HA koncentracio
emelkedéséhez ¢s egyuttal magyarazatot adhat a HMW-HA ardnyanak novekedésére, az
MMW-HA ¢és LMW-HA mennyiségének csokkenése mellett. Ezzel szemben a TMEM?2
expresszidja 72 oras TGF-B1 kezelés hatasara jelentdsen emelkedett.

Mig korabban, egérmodellen végzett vizsgalatok alapjan ugy vélték, hogy a TMEM?2
katalitikus hialuroniddz funkcioval rendelkezik, friss irodalmi adatok tdmasztjak ala, hogy a
human TMEM2 (hTMEM2) éppen ellenkezdleg, valojaban a HA felhalmozodasat segiti el6 a
CEMIP expresszidjanak gatlasa révén. Ugyan az egér (mTMEM2) ¢és hTMEM?2
fehérjeszerkezete nagyfoku homoldgiat mutat, Sato €s munkatarsai egér és human TMEM?2
hibrid konstrukciok vizsgalataval igazoltdk, hogy mig az mTMEM?2 hialuronidazként
csokkenti a HA felhalmozo6désat, annak human megfeleldje ellentétes hatast valt ki. Habar az
EOP egérmodelljében a TMEM2 expresszidjanak fokozasa csokkentette a gyulladast,
valamint az adipogenezis és a fibrozis mértékét, az egér és humdan eredeti TMEM?2
enzimaktivitisanak eltérése miatt, tovabbi vizsgalatokra van sziikkség a hTMEM?2 EOP
pathogenesisében betoltott szerepének tisztazasa érdekében.

Az orbita fibroblasztok, fiiggetleniil att6él, hogy EOP vagy nem EOP betegektdl
szarmaztak, hasonldan reagdlnak a TGF-p kezelésre a HA metabolizmusuk és proliferacios
ratajuk és a vizsgalt mRNS expressziok tekintetében, illetve egyarant hasonloan reagaltak az
alkalmazott kezelésekre. A miofibroblaszt markerek koziil az aSMA és a COL1A1 hasonlo
litemben emelkedtek a sejtek eredetétdl fiiggetleniil, mig a TGF- kezelést kovetd fibronektin
expresszio novekedése csak az EOP-OF kulturakra volt jellemzo.

A kapott eredmények tiikrében megallapithatjuk, hogy miofibroblaszt iranyu
differencidlodds sordn, a HAS1 és TMEM2 fokozott expresszidja ¢és két specifikus
hialuronidaz (HYAL1 és CEMIP) mRNS szintjének csokkenése allhat a pericellularis HA
felhalmozodas és HMW-HA frakcid novekedésének hatterében. A pericellularis térben

felhalmozoddo HA, nagy vizmegkotd képessége miatt, hozzajarul az orbita szévetek
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térfogatnovekedéséhez, illetve 6démassa valasdhoz, és egyuttal fokozhatja a fibroblasztok
Megfigyeléseink alapjan ugy véljiik, hogy a hialuronidédzok potencidlis célpontok lehetnek az
EOP kezelésében.

Az EOP kezelése soran jelenleg az autoimmun gyulladas csokkentése révén hato
terapiat, ezen beliil is elsé vonalbeli szerként gliikokortikoidokat alkalmaznak. Ismert, hogy a
gliikokortikoidok képesek gatolni a T-sejteket aktivalo citokineket és adhézios molekuldkat,
az is, hogy a gliikokortikoidok képesek gatolni a HA termelést tobbféle sejttipusban, példaul a
hidrokortizon boérfibroblasztokban, illetve a dexametazon bor és orbita fibroblasztokban,
szinoviocita sejtkultirdkban, valamint az iziileti folyadékbol izolalt leukocitakban,
pajzsmirigysejtekben és pajzsmirigy eredeti fibroblasztokban egyarant.

Kisérleteink sordn minden, 24 o6rdn 4t alkalmazott gliikkokortikoid kezelés
(hidrokortizon, prednizolon, metilprednizolon és dexametazon) jelentésen csokkentette a
vizsgalt fibroblaszt kultirdk HA termelését, elsdsorban a HAS2 és HAS3 expresszidjanak
csokkentése révén.

Kevés adat allt rendelkezésre arra vonatkozoan, hogy a gliikokortikoidok miként
hatnak a hialuroniddzok expressziojara. Gebhardt ¢€s munkatarsai kimutattak, hogy
dexametazon (DEX) kezelést kovetden a borfibroblasztok HA termelése csokken, a HYAL1
¢s HYAL2 mRNS szintje és enzimaktivitdsa valtozatlan marad. Méasok egér makrofagokban
csokkenést talaltak a HYAL1 expressziojaban dexametazon kezelést kovetden. Ezeket az
eredményeket tamasztjdk ala jelen megfigyeléseink is, miszerint a gliilkokortikoidok
csokkentik a HYALI1 expressziojat. Feltételezésiink szerint, a gliikkokortikoid kezelést kovetd
csokkent HA termelés elsdsorban a HAS2 és HAS3 expresszidjaban bekovetkezd valtozasok
kovetkezménye, az Osszfolyamatot a HYALI1 altali HA lebontas mértékének csokkenése
valosziniileg kevésbé befolyasolja. Azonban a HA lebontasat szabalyozd enzimek pontos
teljesen tisztazott.

A PDGF-BB, mely ismert a hialuronsav szintézist serkentd hatasarol, minden vizsgalt
gliikokortikoid kezelés sem befolyasolta az orbita eredetii fibroblasztok proliferacios ratajat,
tovabba a PDGF-BB okozta proliferacio fokozddasra sem voltak hatassal. Ez alapjan

feltételezziik, hogy a gliikkokortikoidok hatasaban nem jatszik szerepet az orbita fibroblasztok

crcr
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gliikokortikoid képes volt csokkenteni a fibroblasztok HA termelését 6nmagaban adva és
PDGF-BB jelenlétében egyarant.

A gliikokortikoidok tobbféle modon befolyasolhatjadk a PDGF-BB stimuldlo hatésat.
Ismert, hogy in vivo a gliikokortikoidok immunszupressziv agensekként mitkkodve gatoljak a
T-sejtek aktivaciojat ¢és szovetekbe valo infiltraciojat. Az NF-kB kulcsfontossag
transzkripcids faktor a gyulladasos medidtorok szintézisében €s szabalyozasaban. Az aktivalt
gliikokortikoid receptor-komplex képes kozvetleniil kolcsonhatasba 1épni az NF-kB p65
alegységével, gatolva annak DNS-hez valo kotddését, ezaltal blokkolva a gyulladasos gének
atirasat, igy a gliikkokortikoidok kozvetleniil csokkentik a gyulladast és a PDGF-BB
expressziojat, ami magyarazatként szolgdlhat arra, hogy miként csokkenthetik a
gliikokortikoidok a PDGF-BB altal stimuldlt HA termelést. Emellett a gliikokortikoidok
kedvez6 hatast fejtenek ki a sejtek energiacgyensulyanak fenntartasaban kulcsszerepet jatszo
adenozin-monofoszfat-aktivalt protein kinaz (AMPK) foszforilacidja révén is, hiszen habar a
HAS enzimek kozvetleniil nem igényelnek ATP-t a miikddésiikhoz, az altaluk hasznalt
prekurzorok szintéziséhez az ATP elengedhetetlen. Az AMPK aktivécidja kozvetett modon
gatolja a HA szintézist azaltal, hogy korlatozza a sziikséges prekurzorok, az UDP-N-acetil-
gliik6zamin (UDP-GIcNAc) és az UDP-gliikkuronsav (UDP-GIcUA) hozzaférhetdségét.

Korabbi eredményekkel 6sszhangban megallapitottuk, hogy az orbita fibroblasztok és
a borfibroblasztok eltér6 HAS mRNS expresszids mintazatot mutatnak, de emellett a PDGF-
BB kezelésre adott valaszukban is kiilonboznek. A PDGF-BB kezelés EOP és K-OF sejtekben
egyarant fokozta a HAS2 és HAS3 expressziot, mig borfibroblasztokban a PDGF-BB HAS?2
¢s HAS3 expressziora gyakorolt hatdsa elhanyagolhat6 volt. Az alkalmazott gliikokrtikoidok
jelentds mértékben csokkentették a HAS2 mRNS szintjét, minden vizsgalt fibroblasztkultira
esetén, kivéve a hidrokortizont, mely az EOP orbita fibroblasztok HAS2 expressziojat nem
befolyasolta. A PDGF-BB altal indukalt HAS2 expresszi6 ndvekedést azonban csak a
metilprednizolon és a dexametazon volt képes gatolni. A gliikokortikoid kezelések
mindegyike hatékonyan csokkentette a HAS3 expressziot. Li és munkatarsai megfigyeltek,
hogy a HYALI expresszidja 4 o6raval a PDGF-BB kezelés utan megnovekedett, azonban a 24
oras eredményeik mar megegyeznek a mi megfigyeléseinkkel: a HYALL expresszioé csokkent,
mig a HY AL2 valtozatlan maradt.

Arra a kovetkeztetésre jutottunk, hogy a gliikkokortikoidok hatasa az EOP kezelésében
tulmutat az immunfolyamatok moduldlasan. A HA koéros felhalmozodéasa — mely els@sorban
az orbita fibroblaszt aktivacio és a miofibroblaszt iranyt differencialodas kovetkezménye —

nagyban hozzajarul az 6déma kialakulasahoz és a jellegzetes szemtiinetek megjelenéséhez.
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Azaéltal, hogy a gliikokortikoidok képesek csokkenteni a HA termelést a szintaz enzimek
gatlasan keresztiil, tovabbi kedvezd hatast gyakorolhatnak az EOP lefolyésara, javitva a

betegek ¢életmindségét.
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Uj megallapitasok

1.

2.

3.

4.

Az orbita fibroblasztok miofibroblaszt iranyu differencidlodésa soran a sejtek HA
turnovere csOkken, elsdsorban egyes hialuroniddzok (HYAL1 ¢és CEMIP)
expressziojanak csokkenése kovetkeztében, ami az emelkedd6 HAS1 expresszidval
egyiitt a sejtekhez kotott pericellularis HA mennyiségét noveli, a tapfolyadékba
termelt HA esetén pedig a HMW-HA iranyaba tolja a HA molekulatomeg szerinti
megoszlasat.

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

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

crer

képesek a PDGF-BB proliferaciot fokozo hatdsanak mérséklésére sem.
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Osszefoglalas

Az endocrin orbitopathia (EOP) patogenezisében az orbita fibroblasztok (OF)
miofibroblasztta torténd differencidlodéasa kiemelt szerepet jatszik, amelynek kulcsfontossagu
regulatora a TGF-B1. A miofibroblasztokat fokozott extracellularis matrix (ECM) termelés
jellemzi, melynek egyik f6 komponense, a hialuronsav, nagy vizmegkotd képessége miatt,
jelentdsen hozzdjarul a szoveti 6déma kialakulasahoz, rontva az EOP lefolyéasat. Vizsgaltuk a
miofibroblaszt irdnyt differencidlédas hatdsdt az orbita fibroblasztok hialuronsav
metabolizmusara, valamint az EOP kezelésében hasznalt gliikkokortikoidok (GC) hatasat a

Igazoltuk, hogy az OF sejtek TGF-B1 altali stimulaciot kovetden miofibroblaszt iranyt
transzdifferencialdéddson mentek keresztiil. Hetvenkét ora elteltével a kezeletlen tenyészetek
proliferacios rataja csokkent; ez kisebb mértékii volt TGF-B1 kezelt sejtekben. Megfigyeltiik,
hogy a pericellularis hialuronsav mennyisége fokozodott, mig a feliiliszo hialuronsav tartalma
nem valtozott a kezeletlen sejtekhez viszonyitva. A TGF-B1 a hialuronsav-szintaz-1 (HAS-1)
expressziora fokozé hatast gyakorolt. Az 1-es tipusu hialuronidaz (HYALT) és a sejtmigraciot
indukalo fehérje (CEMIP) expresszidja egyarant csokkent a differencidlodést kovetden. Ezzel
szemben a transzmembran protein 2 (TMEM2) expresszidja 72 6rads TGF-B1 kezelés hatasara
jelentdsen emelkedett. Kimutattuk tovabba, hogy a nagy molekulatomegii HA (HMW-HA)
aranya a TGF-p altal indukalt transzdifferencialodast kvetden nott.

PDGF-BB okozta proliferacio fokozodasra sem voltak hatassal. A hidrokortizon volt az
egyetlen GC, amely jelentdsen novelte a HAS1 expressziot, mig mindegyik gliikokortikoid
csokkentette a kezelt sejtvonalak HAS2 és HAS3 mRNS expressziojat. A legmagasabb alap
HAS2 szinttel a dermalis fibroblasztok (DF) rendelkeztek. A HYAL1 expresszio minden
esetben csokkent a gliikkokortikoid kezelés hatasara, mig a HYAL2 expresszigjat egyik
kezelés sem befolyasolta. A gliikkokortikoidok eredettdl fliggé mértékben csokkentették a
kiilonbozé fibroblaszt vonalak HA termelését, 6nmagukban adva és PDGF-BB kezelést
kovetden egyarant. A csokkentd hatds DF-ok esetén kifejezettebb volt. Csupan a
metilprednizolon és a dexametazon csokkentette a PDGF-BB altal indukalt HAS2 és HAS3
expresszio fokozddast, mig egyik gliikokortikoid sem befolyasolta a PDGF-BB-stimulalt
HASTI expressziot. A PDGF-BB kezelés HYAL1 csokkentd hatasat egyetlen alkalmazott GC

sem volt képes gatolni.
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