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Bevezetés

Az endocrin orbitopathia (EOP) a Graves-Basedow (GD) koros betegek 20-30 %-aban jelenik
meg, és az orbita szovetek autoimmun gyulladéasa és szerkezetének atrendezédése jellemzi. A
betegek tobbségében a kiilsé szemizmok megvastagodasa és a zsiros kotdszovet felszaporodasa
jellemz6. Az EOP klinikai képét a csontos orbitaban talalhatd szovetek térfogat-ndvekedése
okozza. Az periorbitalis oedemas, duzzadt izmok és kotdszovet és a csontos orbita kozotti
térfogatbeli eltérés eredményeként a szovetek az orbita frontalis nyilasa felé ,,tolodnak”, ami
el6idézi a szem axidlis protruzidjat. A latast kozvetleniil veszélyeztetd keratitis megjelenhet a
sulyos és hosszantartd proptozis esetén, mig a latéideg neuropathidjat a latdideg kompresszidja
okozza. Az autoimmun folyamatok els6dleges célpontjai az orbitaban talalhato fibroblastok,
amelyeket az infiltrald6 immunsejtek, illetve az altaluk termelt cytokinek és novekedési faktorok
aktivalnak. Ennek az folyamatnak az eredménye a fibroblastok fokozott proliferacidja és
hyaluronan (HA) termelése, ez utobbi eredményeként az extracelluldris matrix (ECM)
atrendez6dése. Késébb az érett adipocytava torténd differencialodasa iranyaba megy a folyamat.
A plasminogén aktivator inhibitor 1 (PAI-1) szerepe, mely csokkenti az ECM komponenseinek
degradaciojat és ezaltal noveli a matrix stabilitasat, az EOP pathogenesisében nem volt ismert. A
folyamat a kontakt gatlas feloldasaval hozzajarulhat a proliferacié fokozodasahoz is. A HA
termelés meghatarozo faktora a EOP pathogenesisének; a HA vizkot6képessége in vitro sajat
tomegének akar ezerszerese. Minden olyan beavatkozas, ami csokkenti a helyi HA termelést,
csokkentheti az orbitdban kialakulo térfogat-novekedést, és ezzel beavatkozhat a EOP

pathogenesisébe. A 4-metilumbelliferont (4-MU) sikeresen hasznaljak allatmodellben,



autoimmun, kronikus gyulladasos és daganatos betegségekben a HA termelés csokkentésére.

Gyogyszerként, mint spazmolitikum, Eurépaban szamos orszagban elérhetd, nem vénykoteles.

Irodalmi attekintés

Az endocrin orbitopathia (EOP) autoimmun pajzsmirigy betegségekhez, leggyakrabban Graves-
Basedow korhoz (GD) tarsuld korkép. Az EOP jellemzéen az orbita kotdszovet
felhalmozodasaval és a kiilsé szemizmok megvastagodasaval jar. A betegség korai, ugyanakkor
legfobb és leggyakoribb tiinete a retrobulbaris fdjdalmas nyomasérzés, amely stilyosan rontja a
betegek életmindségét. A fajdalomérzet oka a felszaporodott kotdszovet, a megvastagodott
szemizmok és a megndvekedett intraorbitalis nyomas. A beteg vizsgéalata soran kettGslatas,
fokozott konnyezés, fényérzékenység, exophthalmus, a felsé szemhéj retractidja, a periorbitalis
oedema, a conjunctiva hyperaemidja lehet jelen.

Szamos irodalmi adat all rendelkezésiinkre azzal kapcsolatban, hogy az orbita fibroblastok (OF)
az autoimmun folyamatok elsédleges célpontjai EOP-ban. Az aktivacio kovetkeztében n6 az OF
proliferacids rataja és HA termelése, gyulladasos faktorokat termelnek, késébb adipocytava,
illetve miofibroblastokka differencidlodnak. Az ECM egyes komponenseinek koros
felhalmozodasa, az orbita tartalom atrendezddéséhez vezet. Szamos cytokint és novekedési
faktort mutattak ki az EOP-ban szenved6 betegek orbita szoveteiben.

Az orbita fibroblastok fokozott proliferacidja, ECM komponenseinek (féleg HA) termelése és
adipocytava vagy myofibroblastokka torténd differencialddasa hatarozza meg az orbita
szoveteinek térfogat-novekedését. A fibroblastok proliferacidja nagyban hozzajarul a szoveti

atrendez6déshez és a fibrosis kialakulasdhoz. Az EOP orbita szovetek emelkedett mennyiség



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 szveteinek térfogatnovekedéséhez. A harmadik tényez6 az
adipogenesis fokozodasa. Az EOP lefolydsa sordn megvaltozik az ECM komponensek
szintézisének és lebontdsanak egyenstlya az OF aktivacidja miatt. A HA-nak esszencialis
szerepe van a Sejt-ECM ¢és sejt-sejt kozotti kolesonhatasokban: A HA molekula ismétlddé
alegységekbol allo poliszacharid. 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 lebontasaba.

matrix stabilitasat, az EOP pathogenesisében nem volt ismert. A PAI-1 expresszio sejtdenzitas
fliggést mutat szdmos human sejttipusban, példaul a preadipocytdkban, bdr fibroblastokban,
szintézise csokken a konfluens sejtszam iranyaba haladva. Az emelkedett PAI-1 expresszid
eredménye az ECM felhalmozodasa. Az EOP-ban szenvedd betegek orbita szoveteinek elemzése
soran kimutattak a PAI-1 gén fokozott atirasat, mindez azt mutatja, hogy a betegség
kialakulasaban, illetve progresszidjaban e faktornak szerepe van. A plasminogén aktivator
rendszer és a PAI-1 szerepe, illetve kapcsolata a HA-val az EOP pathomechanizmusaban még
nem tisztazott.

A TGF-p fontos szerepet tolt be a sejtndvekedésben és a differencialodasban, emellett szerepe
van a szoveti regeneralddasban és az ECM termelés utjan a fibrosis szabalyozasaban. Szdmos

crer

felhalmozodasban. EOP-os betegek orbita szoveteiben fokozott TGF-f expressziot irtak le



kozepesen stlyos és stilyos EOP esetén, amelynek a mennyisége pozitiv korrelaciét mutatott a
CAS-al. Emellett emelkedett PAI-1 expressziot talaltak, amelyet szamos cytokin és novekedési
faktor szabalyoz, tobbek k6zott maga a TGF-p.

A 4-metilumbelliferon (4-MU) kedvezéen befolyasolja allatmodelleken autoimmun és kronikus
gyulladasos és daganatos megbetegedések lefolyasat. A HA termelést bizonyitottan gatolja in
vitro. Kétféleképpen csokkentheti a HA termelést: egyrészt annak egyik alkotdé komponenséhez,
a gliikoronsavhoz kétédve kompetitiv gatlast fejt ki, masrészt a HAS-ok mRNS expresszidjat
csokkenti. A 4-MU szamos eurdpai orszagban nem vénykoteles gydgyszerként forgalomban van
epehajtoként.

A jelenlegi ajanlasok tartalmazzak, hogy az EOP-0s betegeket olyan centrumokba kell iranyitani,
ahol az endokrinologus, a szemész és a sugarterapias szakember egyiitt kezeli a beteget, illetve
fel kell hivni a figyelmiiket a dohanyzas elhagyasanak fontossagara.

Enyhe EOP esetén a beteg kdvetése mellett a szelén pozitiv hatasat bizonyitottak. Kdzepesen
sulyos és stlyos EOP esetén immunszuppressziv terapia alkalmazasa sziikséges. Sulyos EOP-
ban a latdideg kompresszidja esetén nagydozisu intravénas Kortikoszteroid adasa sziikséges; ha
2 héten belill nem torténik javulds, siirgds sebészeti beavatkozast tesz sziikségessé az orbita

csontos falanak elvételével.

Célkitiizések
Az EOP stlyos, latast veszélyeztetd betegség, amelynek a kezelése a mai napig nem megoldott.
Kisérleteinkkel szeretnénk jobban megismerni a betegség pathomechanizmusat, illetve azt, hogy

hogyan és mivel tudjuk befolyasolni annak két fontos pontjat, a PAI-1 és HA termelést. A



megfigyeléseket EOP-ban szenvedd betegek orbita szovetébdl 1étrehozott primer sejtvonalakon

tettiik.

1. Olyan sejtes modell 1étrehozasa miitéti szovetmintakbol, amelyen tanulmanyozhaté az orbita

fibroblastok viselkedése kiilonbdz6 hatasokra.

2. A betegség pathogenesisében szerepet jatszd volumen novekedés soran a megvaltozo
fibroblast-denzitds modellezése és hatasanak vizsgalata a PAI-1 és a HA termelésre kontroll és

EOP orbita eredettl, illetve bor fibroblast tenyészetek esetében.

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

kiilonb6zd eredetii fibroblast kultirak HA és PAI-1 termelésére, valamint proliferacids ratajara.

4. Lehetséges gyogyszeres beavatkozasi pont azonositisa a fibroblastok HA termelésének

gatlasara.

Moédszerek

Vizsgalataink soran a Debreceni Egyetem AOK Belgyogyaszati Intézet Endokrinologia Tanszék
szakrendelésein, Szemklinikajan, illetve Sebészeti Klinikajan megjelent betegek szovetmintait
hasznaltuk. A betegek kivalasztdsa az elére meghatarozott kritériumok alapjan tortént.

Vizsgélatainkat a Debreceni Egyetem Regiondlis és Intézményi Kutatasetikai Bizottsaga



jovahagyta, azokat a Helsinki Deklaracionak megfelelden végeztiik el, és a résztvevd betegek
beleegyezo nyilatkozatot irtak ala.

Ot EOP-ban szenvedd beteg dekompresszids miitéte soran eltavolitott orbita kotszovetbdl ot
primer orbita fibroblast sejtvonalat hoztunk 1étre. A kontroll orbita kot6szoveteket négy beteg
nem pajzsmirigy betegséghez kapcsolddd szemmiitéte (enukleacié) soran eltavolitott
kotoszovetbol nyertiik. A bor szoveteket négy hasfali sérv miitét soran nyertiik.

Az orbita fibroblast vonalakat a Bahn és munkatarsai altal korabban leirt metodika alapjan hoztuk
létre. A kotoszovet darabokat 2x2 mm-es darabokra vagtuk, majd mostuk antibiotikum tartalmu
PBS-ben, és A szovetdarabokat Petri csészébe helyeztiik. A tenyészet proliferacids potencialjatol
fliggben, a szovetdarabokat eltavolitottuk 2-4 hét utan. A felszaporitast kovetden fagyasztod
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 lyuki plate-be szélesztettiik hat kiilonb6z6
denzitassal, amelyek a kdvetkezdek: 6,24x10% 3,12x10%, 1,56x10%, 7,8x103, 3,9x108 és 1,95x10°
sejt/cm?. 24 6ra elteltével a sejteket 24 6ras szérum megvonassal szinkronizaltuk. Ezt kévetden
ujabb 24 oraig inkubaltuk a sejteket a kiilonbozé kezeléseket tartalmazd és kontroll
tapfolydékkal. A feliiliszokat 6sszegyiijtottiik a és -20°C-on taroltuk a mérések kivitelezéséig.
Minden kisérletet legalabb haromszor végeztiink el, és minden esetben triplikatumban
dolgoztunk. A kezelésekhez hasznalt TGF-B-t M199-ben, a 4-MU-t és 4-metilumbelliferil-
glukoronidot (4-MUG) dimetil-szulfoxidban (DMSO) oldottuk és igy adtuk a tenyésztd

oldatokhoz.



A sejtproliferacios vizsgalathoz a Cell Proliferation ELISA BrdU Colorimetric Kit-et, a sejtek
metabolikus aktivitasanak mérés¢hez EZ4U-t, a cytotoxicitds vizsgalat soran Vybrant
Cytotoxicity Assay Kit-et, a kaszpaz aktivitds meghatarozasahoz a kereskedelmi fogalomban
kaphato Caspase-Glo 3/7 kiteket hasznaltuk a gyart6 altal kiadott utmutatonak megfelelden. A
feliiliszoba keriilt PAI-1 fehérje és HA szintek meghatarozisahoz DuoSet Human Serpin
E1/PAI-1 illetve DuoSet Hialuronan kiteket hasznaltuk a gyart6 altal kiadott Gtmutatonak
megfeleléen. A pericellularis HA meghatarozashoz a sejteket trypsin—EDTA oldattal kezeltiik.
A sejtszuszpenziot 2200 G-n centrifugaltuk 5 percig. A pericellularis HA méréshez a feliiluszot
hasznaltuk. Minden mérésnél az FBS HA tartalmét figyelembe vettiik, és minden esetben a HA
termelést ng/10° sejtre normalizaltuk. Az abszorbanciat és a fluoreszcenciat Beckman Coulter

DTX 880 Multimode Detektorral mértilk. Minden esetben a kezeltelen tenyészetek mért

értékeihez hasonlitottuk a kezelt tenyészetek abszorbancia értékeit.

A 24 lyuku plate-ben 1év6 sejtekrdl a feliiluszot eltavolitottuk, majd PBS-el kétszer mostuk. A
plate aljaban 1évo6 sejteket a TRI reagensben lizaltuk, majd az RNS izolalasig a mintakat -20°C-
on taroltuk. A kiolvasztott mintdkat homogenizaltuk, és 100 pl kloroformot adtunk hozza
16 000 G-n centrifugaltuk 15 percig. A felsé vizes fazist ij DNéaz és RNaz mentes Eppendorf
csdbe pipettaztuk. 375 pl 100%-0s izopropanolt adtunk hozza a vizes fazisban talalhato RNS
precipitacidjahoz, majd 16 000 G-n centrifugaltuk 10 percig. A kovetkezd 1épésben a feliilszo
eltavolitasa utan a pellet mosasa kovetkezett 1 ml hideg 75%-os etanollal. Befejezé 1épésként
centrifugalas kovetkezett 12 000 Gn 10 percig. A teljes feliiliiszo eltavolitasa utan az izolalt RNS-

crer

20°C -on taroltuk az reverz transzkripcio kivitelezéséig. A tisztitott RN'S mintakat High Capacity



cDNA Reverse Transcription Kit felhasznalasaval cDNS-sé irtuk at a gyartd leirasanak
megfeleléen. A TagMan Gene Expression Assay hasznalataval detektaltuk a PAI-1, HAS1, HAS2,
HAS3, HYAL1 és HYAL2 expressziokat, a glicerinaldehid 3-foszfat dehidrogenaz (GAPDH)
haztartasi gén expresszidjahoz viszonyitva. Az RT-PCR reakciot a BioRad CFX96 rendszerén
végeztik. Az eredményeket a GAPDH mRNS expresszios szintjéhez normalizaltuk a ACT
metodikat alkalmazva.

A statisztikai elemzéseket a STATISTICA 7 software hasznalataval végeztiik (StatSoft Inc.
Tulsa, OK, USA). Az adatokat minden esetben az atlag = SD értékkel abrazoltuk. Ismételt
méréses varianciaanalizis (ANOVA) soran a kezelés (1 ng/mL TGF- és 1 mmol/L 4-MU) mint
belso faktor és a fibroblastok szarmazasi helye (bor, kontroll és EOP) mint csoportok kozotti
faktor szerepelt, és Fisher LSD post hoc analizist alkalmaztuk a kiilonbségek megbecsiilésére. A

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

Eredmények

A sejtdenzitas hatasanak vizsgalata a PAI-1 és HA termelésre

A bér fibroblastok, kontroll orbita fibroblastok és EOP orbita fibroblastok minden sejtdenzitason
vizsgalva kiilonb6z6 mennyiségii PAI-1 fehérjét termeltek. Az egységnyi sejtre esd PAI-1 fehérje
mennyisége csokkent a névekvd sejtdenzitassal; a kontroll OF, EOP OF és bor fibroblastok
hasonlodan viselkedtek ebbdl a szempontbol. A termelt PAI-1 mennyisége a konfluencia eléréséig
¢és az annal nagyobb denzitason is folyamatosan csokkent. Megallapitottuk, hogy a szarmazasi
helyt6l fliggetleniil a ndvekvd sejtdenzitas a PAI-1 termelés negativ regulatora a vizsgalt

sejtvonalak esetében. A PAI-1 mRNS expresszio szintje parhuzamosan csokkent a PAI-1 fehérje
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kiilonbozott az eltérd szarmazasi helyi sejtvonalak esetében (p < 0,01): csdkkend sorrendben
bér fibroblastok > kontroll OF > EOP OF. A feliiluszoban ¢€s a pericellularis térben talalhato
HA mennyisége nem mutatott sejtdenzitas fiiggé 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 nagyobb mennyiségli HA -t termelnek, mint
a kezeletlen OF (b6r vs. kontroll p < 0,01; bor vs. EOP p < 0,001). Hasonlé eredményeket
kaptunk a pericellularis HA szintek vizsgalata soran (bor vs. kontrol p = 0,013, bér vs. EOP
p < 0,001); habar az EOP OF-ok alacsonyabb HA termelést mutatnak, mint a kontroll OF,
de ez akiilonbség nem volt szignifikans (p = 0,06). Pozitiv korrelaciot talaltunk a feliiliszoba
keriilé és a pericellularis térben talalhat6 HA mennyiség kozott (boér r = 0,72, p < 0,01,
kontroll r = 0,77, p < 0,00001, EOP r = 0,97, p < 0,000001). A hialuronan szintaz 1 (HAS1)
és hialuronan szintaz 3 (HAS3) expressziok azonos nagysagrendiiek, mig a hialuronan
szintdz 2 (HAS2) a legnagyobb mennyiségben expresszalt enzim minden vizsgalt sejtvonal
esetében. A HAS enzimek expresszidos mintazata sejttipusonként eltéré. A kezeletlen bor
fibroblastok magasabb HAS1 és HAS2 mRNS expressziot mutattak, mint a kontroll OF, mig
a kezeletlen OF-ok magasabb HAS3 expressziot mutattak, mint a bor fibroblastok. A EOP
OF-ok magasabb HAS3 expressziét mutattak, mint a kontroll OF-ok. A bér fibroblastok
HAS1 és HAS2 expresszidja a novekvd sejtdenzitassal csokkent. A hialuroniddz 1 (HYALL)
MRNS expresszidja sokkal valtozatosabb képet mutatott, mint a hialuroniddz 2 (HYAL2)
expresszidja. A kezeletlen boér fibroblastok rendelkeztek a legalacsonyabb alap HYAL1

expressziods szintekkel, és a EOP OF HYALL expresszoja alacsonyabb volt, mint a kontroll
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OF esetében. Alacsonyabb de nem szignifikans tendenciat lattunk a konfluens tenyészetek
HYAL1 és HYALZ2 termelésében a poszt- vagy prekonfluens tenyészetekéhez viszonyitva.

A fibroblastok proliferacios ratdja csokkent a novekvd sejtdenzitassal minden vizsgalt
sejtvonalon, a sejtek szarmazasi helyétdl fliggetleniil. Pozitiv korrelaciot talaltunk a
proliferaci6 és a PAI-1 szekrécio kozott minden vizsgalt fibroblast vonal esetében
(b6r r = 0,81 p < 0,01, kontroll OF r = 0,71, p < 0,0001, EOP OF r = 0,70, p < 0,0001). Az
0sztodo sejtek ardnya magasabb volt, egy kivételével, minden denzitdson az OF esetében,
mint a bér 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 és az EOP OF a proliferacios

ratajaban.

TGF-p kezelés hatasa a fibroblastok PAI-1 és HA termelésére

konfluens tenyészetek esetében. Az 1 ng/mL ¢és az ennél magasabb koncentraciok esetében
a PAI-1 termelésre kifejtett hatds mar nem kiilonbozott egymastol. A TGF-f minden
denzitason stimuldlta a PAI-1 termelést minden vizsgéalt sejtvonalon, fliggetleniil 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 a denzitas annal
nagyobb PAI-1 termelés fokozodast lattunk. A TGF-p kezelésnek a PAI-1 expressziora kifejtett
stimulalé hatasanak sejtdenzitas fiiggése az OF-ra jellemzd, a bér fibroblastokra nem. A
legnagyobb orbita fibroblast denzitdsok esetében a TGF-f kezelés eredményeképpen 5-szords

novekedést talaltunk a PAI-1 mennyiségében. TGF-B kezelést kovetéen minél magasabb a
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denzitas, annal nagyobb PAI-1 mRNS expresszié fokozodast lathatunk. A legnagyobb denzitason
atlagosan 10-szeres PAI-1 mRNS emelkedést tapasztaltunk, igy elmondhatjuk, hogy a nagy
sejtdenzitas PAI-1 gatlo hatasa a TGF-P kezeléssel részben visszafordithato.

A TGF-B stimulaldé hatasat tekintve a legnagyobb denzitdson talaltunk kiilonbséget a HA
termelésben (p < 0,0001), és ez a hatds nem fliggott a fibroblastok szarmazasi helyétol.
Ugyanez igaz az OF pericellularis HA szintézisére is, mig a bor fibroblastok minden
denzitason emelkedett HA szintézissel reagaltak a TGF-B kezelésre. A kezeletlen
tenyészetek esetében talalt pozitiv korrelacio a feliiluszé HA tartalma és a pericellularis HA
mennyisége kozott szignifikans maradt a 24 6ras TGF-f kezelést kovetden is (b6r 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- hatasara, viszont a
posztkonfluens sejtdenzitast tenyészetek valaszreakcidja eltér ezektdl (p < 0,0001).

A HAS1 expresszidja sejtdenzitas fiiggé modon emelkedik (p = 0,03) kifejezettebben az
orbita fibroblastok esetében, ezzel szemben a HAS2, HAS3, HYALL és HYAL2 expresszids
szintek nem valtoztak TGF- kezelés hatasara. A ndvekvé sejtdenzitassal er6sodik a TGF-
fokozé hatdsa mindharom sejtvonal esetében. A HAS1 mRNS expressziojaban az orbita
fibroblastok esetében a legnagyobb denzitason 500-600-szoros novekedést tapasztaltunk, mig a
bor fibroblastok esetén ez csak kb. 10-szeres volt.

A TGF-B kezelés csak a legnagyobb sejtdenzitason fokozta a proliferaciot (p < 0,01). A
tobbi denzitds esetében gyenge gatld hatast tapasztaltunk. A legkifejezetebb a bor
fibroblastok legkisebb denzitas értékénél egy 30 %-os csdkkenés (p < 0,01), és az EOP OF

esetében 18 %-os csokkenés (p = 0,04).
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4-metilumbelliferon (4-MU) kezelés hatasa a fibroblastok HA termelésére

vizsgalt koncentracio tartomanyban az 1 mmol/L koncentracio valtotta ki a maximalis hatast
24 6ras kezelést kovetden. A 4-MU kezelés hatékonysaga fliggetlen a sejtsiirtiségtol (p = 0,931).
Erds gatld hatast tapasztaltunk, az egységnyi sejt altal termelt HA mennyisége szignifikansan
csokkent a 4-MU kezelés utan. A post hoc analizis megmutatta, hogy a 4-MU kezelés eredménye
markéans HA termelés csokkenés: a gatlas 85,3 + 2,9 % a kontroll OF, 85,4 +2,8 % a EOP OF ¢és
91,3 = 1,2 % a bdr fibroblastok esetében. Az 1 mmol/L 4-MU kezelés éatlagosan 87,3%
csokkenést okozott a HA termelésben. A 4-MU kezelés hatékonysaga nem fiiggott a fibroblastok
szarmazasi helyétél (p = 0,352). A pericellularis HA termelésben is kiilonbséget talaltunk a
kezelést kovetden OF esetében. A 4-MU metabolitja a 4-metilumbelliferil-glukoronid (4-MUG)
nem gatolta a HA termelést.

A HASL alap expresszioja rendkiviil alacsony értéket mutatott minden vizsgalt sejtvonalon. Nincs
kiilonbség az alap HAS2 expressziokban az eltérd szarmazasi helyek fliggvényében (p = 0,654).
A 4-MU Kkezelés minden sejtvonal esetében 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 kezelés emelkedést okozott a fibroblastok HAS3
termelésében (p = 0,030) fiiggetleniil a sejtek szarmazasi helyétdl (p = 0,163). Az emelkedés az
alap expressziohoz képest atlagosan 36% kontroll OF, 99% az EOP OF és 34% a bor fibroblastok

esetében. A HYALL esetében az alap expressziok nem kiilonboztek a szarmazasi helyiik

14



fiiggvényében (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). A post hoc analizis megmutatta, hogy a
4-MU kezelés hatasara csak a kontroll OF-ban bekovetkezé6 45 + 13 % csokkenés volt
szignifikans. A kiillonb6z6 szarmazasi helyli fibroblastok HYAL2 expresszidjaban nincs
kiilénbség (p = 0,353). A 4-MU kezelés emelkedést okozott a HYAL2 mRNS szintekben
(p < 0,0001), és ez a hatas fiiggetlen volt a sejtek szarmazasi helyétdl (p = 0,368). A post hoc
teszt megmutatta, hogy a 4-MU Aaltal kivaltott hatds minden sejtvonalon szignifikans volt. Az
emelkedés az alapexpressziohoz képest 157 + 72 % a kontroll OF-ben, 160 + 24 % a EOP OF-
ben, és 135 £ 24 % a bor fibroblastokban.

A 4-MU kezelés soran a csokkenés a proliferacios rataban 78 + 8 % kontroll OF, 61 + 12 % EOP
OF ¢és 80 £ 3 % a bor fibroblastok esetében a csak tapfolyadékot kapott tenyészetekhez képest.
Mind az alap proliferacios rata, mind pedig a kezelést kovetéen megvaltozott proliferacios rata
fiiggetlen volt a sejtek szarmazasi helyétél (p = 0,387); a 4-MU kezelés egységes csokkenést
okozott (p < 0,001) attdl fiiggetleniil, hogy bér eredetli vagy orbita eredetii fibroblastokat
kezeltiink (p = 0,259). A metabolikus aktivitas csokkent a 4-MU kezelés hatasara: 29 + 18 %
kontroll OF-ban, 34 = 11 %, az EOP OF-ban, és 30 = 10 % bor fibroblastokban. A hatas nem
fliggott a sejtek szarmazasi helyétol.

A cytotoxicitas vizsgalat a sejtekbdl apoptdzis vagy nekrozis esetén felszabaduld gliikoz-6-
foszfat (G6PD) enzim reakcidjan alapul. A kezeletlen tenyészetek esetében a nekrozis/apoptozis
meértéke 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-apoptotikus aktivitast, kaszpaz-3 és
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kaszpaz-7 aktivitas mérést is végeztiink; 24 oras kezelést kovetden nem talaltunk kiilonbséget az

aktivitasokban.

4-MU és TGF-p kezelés egyiittes hatasa

A TGF-B altal kivaltott HA termelés ndvekedés minden vizsgalt sejtvonal esetében szignifikans
volt és a TGF-P stimulalt HA novekedést csokkentette a 4-MU kezelés. A 4-MU+TGF-f egyiittes
kezelés soran a 4-MU kivédte a TGF-f stimulalo hatasat, és a kiindulasi HA szint ala csokkentette
a szintézist. Ebbdl a szempontbol nem volt kiilonbség a kiillonbozé szarmazasi helyt fibroblastok
kozott (p = 0,242). A TGF-B altal kivaltott HAS1 mRNS expresszio novekedés csokkent 4-MU
kezelés hatasara. A HAS2 és HAS3, illetve a HYAL1 és HYAL2 esetében nem talaltunk

kiilonbséget a TGF-P stimulacio utan a 4-MU-val kezelt és kezeletlen fibroblastok k6zott.

Megbeszélés

Az orbita fibroblastokat tekinthetjiik a EOP autoimmun folyamatai els6dleges célpontjanak,
mivel az orbita kotészovetet infiltralo immunsejtek altal termelt cytokinek aktivalni képesek
azokat. Az aktivalt orbita fibroblastok nagy mennyiségben termelik az ECM komponenseit
és fokozottan proliferalnak. A HA felhalmoz6dasa az orbitdban 6nmagéiban, de magas
vizkoto képessége miatt még kifejezettebben, a szovetek duzzanatat idézi el6 és elsegiti a
degradacioja kozott jelentOs részben a PAI-1 feladata. Az EOP pathomechanizmusa soran a
HA taltermelése egy lazabb, nagy viztartalmu kornyezetet hoz 1étre, ami hatdssal van a sejt-

sejt és a sejt-ECM kapcsolatokra.
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Kisérleteinkkel kimutattuk, hogy a novekvd sejtdenzitds negativ regulatora az orbita
fibroblastok PAI-1 termelésének és proliferacios potencialjanak, szarmazasi helyt6l
Feltételezziik, hogy az altalunk 1étrehozott rendszerben a konfluens tenyészetek modellezik
az egészséges orbitdban talalhatd sejteket, mig a prekonfluens tenyészetek hasonlitanak a
magas ECM termelésii, magasabb proliferacios rataval rendelkez6 fibroblastokra. Azt
talaltuk, hogy az orbita fibroblastok magasabb proliferacids kapacitassal rendelkeznek, mint
a bor fibroblastok. Kisérleteink sordn intenziv, transzkripcios szinten szabalyzott PAI-1
szintézist talaltunk, mely a sejtdenzitassal parhuzamosan valtozott mind a bér, mint pedig az
orbita fibroblastok esetében; az egységnyi sejtre jutd PAI-1 termelés forditottan aranyos a
sejtsliriiséggel. Tudomasunk szerint kutatdcsoportunk irta le elséként, hogy az orbita fibroblastok igy
viselkednek. Az orbita fibroblastok proliferacids allapota a kiilonbozé denzitasok esetében a PAI-1
expresszio f6 meghatarozoja.

Feltételezziik, hogy a TGF-B lehet az egyik olyan cytokin, amely felelés az orbita
kotészovetben bekovetkezd valtozasokért. A TGF-B-rdl ismert, hogy transzkripcids szinten
szabalyozza a sejt novekedést, a sejtek mozgasat, a ECM atalakulasat és a pericellularis
proteolitikus aktivitast, stimulalja a PAI-1 transzkripcidjat és képes fokozni olyan gének
atirasat, amelyek az ECM komponenseit kodoljak. Ezen feliill a TGF-f bizonyitottan jelen
van a EOP betegek orbitjaban. Eredményeink azt mutatjdk, hogy a TGF-f§ a PAI-1 szintézis
potencidlis stimulatora az orbita fibroblastokban minden vizsgalt sejtdenzitason, és a PAI-1 szintjében
Otszoros emelkedést okoz a magas denzitasokon. Ugy véljiik, hogy a magas PAI-1 koncentraci6 a

EOP orbitdkban a megndvekedett matrix stabilitasaért felelds, ezzel hozzajarulva az ECM
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mennyiségének és a fibroblastok proliferacios potencialjanak novekedéséhez.

Az egységnyi sejtre jutd HA termelés nem mutat sejtdenzitas fliggd mintazatot, de nagyban
fiigg a fibroblastok szarmazasi helyétél. Az egyes HAS enzimek expresszids mintdzata is
kiilonbozik a harom sejttipus esetében. A HAS-ok transzkripcids szintjén bekdvetkezd
valtozasok nem mindig korrelalnak a HA szekrécioval. A sejtek TGF-B hozzaadasara
megndvekedett HA termeléssel valaszoltak a magasabb denzitasokon, és ezzel
parhuzamosan a PAI-1 termelésiik is ndvekedett. Mivel mind az EOP, mind a kontroll OF
azonos médon 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 eredetli szovetek kozott. Megerésitettiik, hogy a TGF-p kezelés
fokozza a HAS1 mRNS expressziot. A betegség lefolydsa szempontjabol a TGF-P hatasara
a magasabb denzitdsokon bekovetkezd matrix taltermelés hatranyosan hathat. A HA
felhalmozodasa kikapcsolhatja a kontakt-gatlast és emelkedett proliferaciés potencidlt
valthat ki. A mi adataink azt mutatjak, hogy a TGF-P indukalta HA szintézis a magasabb
sejtdenzitasokon eldsegiti a sejtdenzitas-fliggd PAI-1 stimulaciot orbita fibroblastokban.
Eredményeink alapjan a kontakt gatlas fontos negativ reguldtora az orbita fibroblastok
PAI-1 szintézisének. A magas proliferacios rata kapcsolatban allhat a PAI-1 szintézissel.
Eredményeink azt mutatjak, hogy a novekvd sejtdenzitas altal kivaltott PAI-1 szintézis
csokkenést a TGF-f részlegesen gatolja.

Céljaink kozott szerepelt egy olyan hatéanyag azonositasa, mely képes a megnovekedett HA
szintézis gatldsara, még stimulalt koriilmények kozott is. Osszhangban a korabban mds

sejtvonalakon végzett kutatasokkal azt talaltuk, hogy a 4-MU gatolja az orbita és a bor
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fibroblastok HA termelését, igy ez kiinduld pontot adhat tovabbi kisérletek felé. A 4-MU-r6l
ismert, hogy a HA szintézis kompetitiv szubsztratja. Eredményeink alapjan a kompetitiv inhibitor
jelenléte nemcsak a HA szintézisre van hatdssal, hanem az orbita fibroblastok hialuronan
szintazainak és a hialuronidazainak transzkripcios szintjeire is. A HA szintézist befolyasolo hatas
fiiggetlen a fibroblastok szarmazasi helyétdl, 4-MU hatasara minden esetben csokkent a HA
mennyisége a feliiliszoban. Ezenfeliil a csokkent HA szintézise kapcsolatban all az erésen
csokkend proliferacids potenciallal. Ez a két tényez6 egyiittesen hozzajarulhat ahhoz, hogy a
4-MU-t mint potencialis terapias szert hasznalhassuk a EOP kezelésében.

Az anatomiai szarmazasi helytdl fiigg a fibroblastok hialuronan szintaz expresszids mintazata. A
bér fibroblastok magasabb HASL1 expresszioval rendelkeznek, mint a kontroll vagy EOP orbita
fibroblastok. A HAS3 mintazata csdkkend sorrendben EOP OF > kontroll OF > bér fibroblastok.
A HAS2 a legnagyobb mennyiségben expresszalodd izoformaja az enzimnek, ami a HA
termelésért felelds az orbita fibroblastokban; az mRNS koncentracidja két nagysagrenddel
nagyobb mint a masik két izoforma (HAS1, HAS3) esetében. A HA koncentracié novekedéséért
nem a csokkent degradacid, hanem a HAS enzimek tultermelddése felelds.

Azt talaltuk, hogy a 4-MU még TGF-f altal stimulalt koriilmények kozott is képes a bor €s orbita
fibroblastok HA termelésének csokkentésére. A 4-MU kozvetlen hatdsa a HAS génjeire egyelére
tisztazatlan. Vizsgalatunkban a 4-MU csokkentette a HAS1 és HAS2 expressziot, mikozben a
HAS3 szintje valtozatlan maradt. A HAS-ok mellett a hialuronidazok expresszidjat is
befolyasolja. Emelkedett HYAL2 expressziot talaltunk a 4-MU kezelés hatasara, amely
gyorsithatja a HA lebontéas elsd 1épéseit, ami kedvezd hatasu lehet az EOP lefolydsa soran.

Eredményeink arra utalnak, hogy 24 6ras 4-MU kezelés nem ndveli az apoptdzis szintjét sem az
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orbita, sem a bor fibroblast tenyészetek esetében, de tovabbi vizsgalatok sziikségesek ennek
egyértelmil tisztazdsara. A maximalis gatld hatas eléréséhez sziikséges 4-MU koncentracio az
altalunk vizsgalt tenyészeteken nem toxikus a fibroblastokra. A cytotoxicitas vizsgalatokat alapul
véve megjegyezziik, hogy a formazan atalakulason alapuld metabolikus aktivitas vizsgalatok
altalaban tulbecsiilik a 4-MU hatasat a sejt életképesség szempontjabol.

A 4-MU fent emlitett tulajdonsagai hozzajarulnak ahhoz, hogy az EOP kezelésében egy Uj
potencialis iranyba indulhassunk el. Munkank soran igazoltuk, hogy a 4-MU legalabb két médon
avatkozik be a fibroblast aktivacidba, a proliferacié csokkentésével és a HA szintézis gatlasaval.
Mivel a szoveti mikrokornyezet és annak HA tartalma hozzajarul a helyi gyulladasos folyamatok
fenntartasahoz, igy a 4-MU pozitivan befolyasolhatja az EOP kialakulasat és lefolyasat. A 4-MU
kezelés hatéassal lehet a sejt-sejt kolcsonhatasokra, amelyek az antigén prezentacioban fontosak.
Ugyancsak befolyasolhatja az adipogenezist; az adipogenezist HA felhalmozddas és az
emelkedett HAS2 expresszio kiséri.

Az egyik potencialis gyenge pontja a vizsgalatunknak annak in vitro jellege. Az emberi orbitdban
sokkal Osszetettebb a kdrnyezet: a szisztémas immun, endokrin, és a lokalis faktorok, a nagyobb
szoveti nyomas és a vérellatas valtozasa egyiittesen vannak jelen. Mindazonaltal ezen tényez6k

barmelyike potencialis beavatkozasi pont lehet a betegség pathomechanizmusa soran.
Osszefoglalas

Az endocrin orbitopathia (EOP) az autoimmun pajzsmirigy betegségek gyakori szovédménye,

mely jelentés életmindség romlassal, stlyos esetben latasvesztéssel jar. A hialuronan (HA)
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taltermelés a betegség jelentds pathogenetikai faktora. A HA-nak kulcsfontossag szerepe van
az orbita kotdszovet és a kiilsé szemizmok autoimmun gyulladasaban.

Kimutattuk, hogy az orbita fibroblastok sejtdenzitas-novekedése negativ regulatora a
proliferacionak és a PAI-1 szekrécionak kontroll és EOP orbitabdl szarmazd fibroblastokon
egyarant. A ndvekvé sejtdenzitassal csokkent az egységnyi sejt altal termelt PAI-1 mRNS
expresszidja is minden vizsgalt sejtvonal esetében. A PAI-1 termeléssel ellentétben a fibroblastok
altal termelt egységnyi sejtre es6 HA mennyisége viszont nem mutat denzitasfiiggést.

A TGF-p stimulalja a PAI-1 expressziot, mely hatds a novekvé sejtdenzitassal fokozodik orbita
fibroblastok esetén, mig a bor fibroblastoknal nincs jelen. A TGF-f hatdsara novekvé HA
termelés feloldhatja a kontakt gatlast és a proliferacié fokozodasahoz vezethet, amit az
emelkedett PAI-1 szintézis tamogat.

A vizsgalt fibroblastok HA termelését minden esetben csokkentette a 4-MU kezelés. A 4-MU
kezelés novelte a HAS3 és HYAL2 expressziot, mig a HAS2 expresszidban csokkenést talaltunk
minden sejtvonal esetében. A HYAL1 esetében—nem tapasztaltunk valtozast. Az EOP és az
egészséges orbitabol szarmazé fibroblastok azonosan viselkedtek. A 4-MU gatolta mind az alap,
mind pedig a TGF-B stimulalt HA termelést, és csokkentette a proliferacios potencialt minden
vizsgalt fibroblast esetében.

Mivel a EOP-nak nincs megfeleld allatmodellje, klinikai vizsgalatok szolgalhatnak tovabbi
informacioval a gyogyszerként torténd alkalmazhatésagarol EOP-ban. Minden beavatkozas,

amely a HA taltermel6dését csokkenti, kedvezd lehet az EOP kezelésében.
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