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1. Bevezetés és irodalmi attekintés

Az endokrin orbitopathia (EOP) az autoimmun pajzsmirigybetegségekhez leggyakrabban
tarsuld szemészeti korkép. Az EOP etiopathogenezise jelenleg még nem teljesen tisztazott, a
pontos mechanizmus intenziv kutatasok targyat képezi. Nok korében 6tszor gyakrabban fordul
eld, a fogamzoképes korosztalyt holgyeket nagyobb eséllyel érinti. A retrobulbaris térben
lezajl6 folyamatban az orbita fibroblastoknak (OF) kiemelt szerep jut. A lymphocyta inflitracio,
valamint a cytokin felszabadulas altal kivaltott fibroblast aktivacio a retrobulbaris kotoszoveti
tér atalakulasahoz vezet. Az aktivalt OF-ok fontos szerepet toltenek be az extracellularis matrix
(ECM) elemeinck megvaltozott szintézisében ¢és lebontasaban, ezaltal az EOP
pathogenezisében. Az OF-k prostaglandin E2-t (PGE2), glillozaminoglikant (GAG) és nagy
mennyiségli hyaluronsavat (HA) termelnek. A felhalmozodd HA hidrofil jellegének

koszonhetden tovabb gyorsitja az orbita kdtdszovet expanzidjat.

Az EOP Kklinikai megjelenését tekintve jellemzd az exophtalmus, a gyulladt, oedemas,
szemhéjak, valamint a szemhéjak retrakcidja. Az autoimmun gyulladas a szemizmok- és az
orbita kotdszoveti allomanyanak megnovekedését okozza. A szemizmok funkcidzavara
kettéslatashoz vezethet. A nem megfeleld szemhéjzarddas miatt a konnyfilm elégtelenné
valhat, minden esetben sziraz szem betegséget, sulyosabb esetben szaruhartyafekélyt okozva.
A legsulyosabb forma a dysthyroid opticus neuropathia (DON), amely a latasélesség fokozatos

romlasaval €s tartos latasvesztéssel fenyeget.

A dohanyzas az EOP legjelent6sebb befolyasolhato rizikofaktora, emellett jelentés hajlamosto
tényezoként szerepel mind a 1égzdszervi-, mind a nem 1égzdszervi daganatos betegségek
kialakulasaban. A dohanyzas karos hatdsai a betegségre az alabbiakbdl tevodnek 0ssze: reaktiv
oxigéngyokok (ROS) képzddése, az oxidativ stressz hatasainak fokozdodasa, megndvekedett
adipogenesis ¢és kifejezettebb HA termelés. Amellett, hogy a dohanyosok korében gyakrabban

fordul el6 az EOP, a betegség stilyossaga egyenes aranyban nd az elszivott cigarettadk szamaval.

Napjainkban a hagyomanyos cigarettdk (CIG) mellett elterjedében vannak az alternativ
dohanyzasi formék, ugymint a hevitett dohanytermékek (HTP), vagy az e-cigarettak (ECIG).
Ezen 1j eszk6zok dohanyfiistmentes alternativat kinalnak, valamint kevesebb mellékarama

fiistot termelnek beltéri kortilmények kozott, igy tdrsadalmilag is elfogadhatobbnak tartjak dket.

Szerepiik az EOP pathogenezise szempontjabdl jelenleg még nem ismert. Klinikai

tapasztalataink azt mutatjak, hogy a dohdnyzasrél lemondani képtelen paciensek korében a



hagyomanyos cigarettarol a dohdnyzas HTP formadjara torténd valtas kis mértékben a klinikai
tiinetek javuldsat eredményezte. Kutatasunkban a fenti jelenséget szerettiik volna in vitro

koriilmények kozott megvizsgalni.

Vizsgalatunk Gjdonsaga a Real Time Cell Electronic Sensing technika (RT-CES). Ez a modszer
impedancia valtozas mérésével hatarozza meg a letapado kulturaban novekvd sejtek kinetikajat.
A vizsgalathoz hasznalt 16 lyuka sejttenyésztd lemez aljan arany elektrodak talalhatoak,
melyekre a késziilék valtakozo fesziiltséget kapcsol. Sejtek nélkiil a sejttenyésztd folyadék
ionjai szabadon aramlanak. A letapado sejtek az elektrodakat lefedve megvaltoztatjak az ionok
aramlasat. Mivel a rendszer valtdo dramot hasznal, ezért nem ellenallast hanem impedancia
valtozast mér. Kinetikusan, az id6 fliggvényében képes vizsgalni a sejtek aktivitasat, igy

rendkiviil pontos meghatarozast tesz lehetdvé.

Ismert, hogy terhesség soran a fizioldgias immunszuppresszio hatasara az autoimmun korképek
aktivitasa legtobbszor csokken. Ritkdn, az esetek kevesebb mint egy szézalékaban, az EOP
fellangolhat a varandossag soran is. Ezen ritka esetekben spontan javulas figyelheté meg a
masodik trimeszterben ¢és sziilés utan 4-8 honappal gyakran relapszus alakul ki. Munkank soran
egy olyan irodalomban egyediilalld esetet dolgozunk fel, melyben terhesség soran alakult ki
endokrin orbitopathia és a paciens anamnézisében nem szerepelt korabbi pajzsmirigybetegség.
A jelenség magyardzata a terhesség soran jelentkezd szamos élettani véltozds fényében
rendkiviil Gsszetett, azonban egyértelmi Osszefiiggés latszik a varandodssag alatti dohanyzas

jelenlétével.
2. Célkitiizések

e Kordbban mar tobb kutatds foglalkozott a hagyomanyos dohanytermékek orbita
fibroblastokra gyakorolt hatasaval. Ezzel ellentétben az ECIG és HTP fiistokkel
ismereteink szerint hasonld vizsgalatok még nem torténtek. Célunk ezen
dohanytermékek hatisanak vizsgalata volt EOP és egészséges orbita fibroblastokon.

e A hagyomdanyos laboratoriumi tesztek mellett egy 10j, jel6lésmentes in vitro mérési
modszerrel, az RT-CES technikaval is vizsgaltuk az OF-k viselkedését, amely egy
érzékenyebb eszkozként szolgalhat a sejtek vizsgalatara.

e Vizsgalni kivantuk az irodalomban ritkasdgnak szamité varandos holgy esetét, aki
harmadik terhessége soran ujonnan kialakult EOP miatt jelentkezett Klinikankon.
Anamnézisében pajzsmirigybetegség nem szerepelt és korabbi két terhessége soran

hasonld panaszok nem jelentkeztek, egészséges ujsziilotteket hozott a vilagra.



3. Betegek és modszerek
3.1. A dohanyzas ujabb tipusai hatasanak vizsgalata endokrin orbitopathiaban
Betegadatok

Az EOP OF tenyészeteket négy, EOP-ban szenvedd beteg dekompresszidos miitét soran
eltavolitott kotészovetébdl, a kontroll OF tenyészeteket pedig négy intraocularis daganat miatt
végzett enucleatio miitét soran eltavolitott kotdszovetbdl hoztuk I1étre, ezen betegek
anamnézisében nem szerepelt kordbbi pajzsmirigybetegség. Az intraoculéris daganat egyik
esetben sem terjedt a szemgolyon kiviilre, scleralis besziirtség sem volt jelen. Az extraocularis
tér, beleértve az orbita szoveteket is, intaktak voltak. Minden beteg irasos beleegyezést adott,
valamint a vizsgélatot a Debreceni Egyetem Regiondlis és Intézményi Kutatésetikai Bizottsdga
hagyta jova, azokat a Helsinki Deklaracionak megfelelden végeztiik el. Etikai engedély szdm:

5913/2012/EKU (84/13.).
Sejtkulturak

A sejtkultirdkat Bahn ¢és munkatarsai leirdsa alapjan hoztuk létre. Rdoviden, a miitéti
szovetmintakat apré darabokra vagtuk, majd 199-es médiumot (M199) tartalmazo
tenyésztdedényekbe helyzetiik, 20% (v/v) FBS-szel és penicillin-streptomicinnel, és 37°C-on,
5% CO2 mellett ¢s a tapfolyadékot 3-4 naponta cseréltiik. A fibroblastok kindvése utan a
szovetdarabokat eltavolitottuk, és a sejtkultarakat 10% (v/v) FBS-t tartalmazé M199-ben
tartottuk fenn. Ezutan a sejteket folyékony nitrogénben taroltuk a kisérletek kivitelezéséig. A

primer orbita fibroblastokat alacsony passzazsszdmnal (2-8) vizsgaltuk.
Dohanyfiistelegyek

A fustelegyeket (FE) korabbi kozlemények alapjan készitettiik el. Négy darab referencia IR6F
cigarettat hasznaltunk a CIG fiistelegy készitéséhez, melyek szalanként 8,6 mg katranyt és 0,7
mg nikotint tartalmaznak. A szalak 75%-a lett elégetve, a fiist egy specidlis pumpa segitségével
(MILLIPORE XF54 230-50) 30 ml puffer oldaton lett atvezetve. Az oldatot egy 0,2 um-es
membran sziirén keresztiil sterilre sziirtiik. A 12,5%-0s CIG fiist oldat megfelel napi 100 szal
elszivott cigarettanak. Kisérletiinkhoz egy alacsonyabb 1%-0s, valamint egy magasabb 50%-0s
CIG fiist oldatot hasznaltunk.



Az 1j tipust dohanytermékek fiistjét is teszteltiik. A forgalomban 1évé HTP eszkdz (iQOS,
Philip Morris International Global Services Inc., New York, NY, USA) esetén négy darab
izesitésmentes dohanytdltetet hasznaltunk a FE elkészitésé¢hez. Toltetenként 12 szippantast
végeztiink a pumpaval, Osszesen 48-at, korabbi kézlemények alapjan. Az altalunk hasznalt
elektromos cigaretta (Eleaf iStick Pico, Shenzhen, Kina) szintén kereskedelmi forgalomban
kaphato eszkoz volt. A késziilék teljesitményét 16 Wattra allitottuk, és az ECIG folyadékot (e-
liquid) amelybdl a késziilék a porlasztott fiistot allitja eld korabbi kozlések alapjan 49,4%
propilén-glikol, 49,4% glicerol és 1,2% nikotin ardnyban toltottiik be a késziilékbe. A
higitashoz M 199 mediumot hasznaltunk.

e ey

létrjon-e RT-CES késziilékkel mérhetd valtozas a sejteken €s hogy dsszehasonlithassuk ezt a
HA szintézis vizsgalata soran és metabolikus aktivitds méréséhez hasznalt MTT teszttel mért
eredményekkel. Majd a kdvetkezO mérési sorozatban mar mindharom termékbdl szarmazo
(CIG, ECIG, HTP) alacsonyabb koncentracioju (1%) fiistkivonatokat hasznaltunk. Mindegyik
mérés 1dofiiggd volt, az RT-CES 168 oran keresztiil folyamatos méréseket biztositott, a HA és
MTT vizsgalatokat 24, 48 ¢és 72 ora elteltével végeztiikk el. Mindegyik mérést haromszor

végeztik el, a végeredmények a harom mérés atlagai.
Real-Time Cell Electronic Sensing (RT-CES) technika

A fentiek alapjan elkészitett harom fiistelegy orbita fibroblastokra gyakorolt hatdsanak
vizsgalatara az in. RT-CES technikat alkalmaztuk. Ez egy viszonylag j jeldlésmentes in vitro
mérési modszer, melynek megbizhatosagat korabban mar t6bb alkalommal leirtak. Ismereteink

szerint elsOként alkalmaztuk OF sejtek vizsgalatara.

A késziilék elektromos impedancia valtozds mérésén alapuld valds idejli impedancia
meghatarozast tesz lehetévé. A 16 lyukt sejttenyésztd lemez aljan arany elektrodak talalhatdak,
melyeken sejtek nélkiil a tapfolyadék ionjai szabadon aramolhatnak. Ahogy a sejtek kitapadnak
az elektroddkhoz megvaltozik az ionaramlés, melyet a késziilék érzékel és rogziti. A késziilék
valtdaramot hasznal, igy elektromos impedanciat mér, nem ellenallast. A sejteket M199-ben
szélesztettiik, valamint az FE-kezelt vonalak esetén a haromféle FE hozzaadasa is megtortént a
vizsgalat inditdsakor. Valos idejii adatot gyjtottiink, a késziilék 15 percenként végzett mérést,
¢s az adatok kiértékeléséhez a Cell-Index/sejt-indexet (CI) hasznaltuk, amely egy
mértékegységek nélkiili ardnyszadm ¢€s a kiindulasi impedancia értékhez viszonyitott impedancia

valtozast adja meg. A méréseket 72 6ran at végeztiik.



Metabolikus aktivitas mérése

A sejtek metabolikus aktivitdsanak meghatarozadsara MTT assay-t hasznaltunk, amely egy
kolorimetrias teszt a sejtek metabolikus aktivitasanak értékelésére. A sejteket 96 lyukt lemezre
széleszettiik, 10* sejt/lyuk stiriiségben és CO2 inkubatorban 37°C-on 7 napig M199 mediumban
tartottunk fenn, a dohanyfiistelegyeket ehhez az oldathoz adtuk hozza a mérés elkezdése elétt.
A feliiluszokat eltavolitottuk és -20°C-on téaroltuk, a mérések elvégzéséig. Az elsé harom
napban az MTT-t a 21. 45. és 69. 6ra utan adtuk a sejtekhez. 10 ul (Smg/ml) MTT/ 100 ul
tapfolyadék aranyt hasznaltunk. Ezt kovetden a sejteket 3 oran at inkubaltuk 37°C-on. A sejtek
anyagcsere-aktivitasuktol fiiggéen a sarga MTT-t vizben nem olddéd6é kék formazanna
alakitottak. A kék formazan kristalyokat dimetil-szulfoxidban (DMSO) oldottuk fel. Az 595
nm-en mért abszorbanciat egy Beckman Coulter, DTX 880 Multimode Detector (Beckman
Coulter Inc., Brea, CA, USA) késziilék segitségével mutattuk ki. A sejtek metabolikus

aktivitasat a kezeletlen aranyaban fejeztiik ki.
A hialuronsav szintjének meghatirozasa

A feliiliszoban 1évé HA mennyiségét, ELISA moddszerrel, DuoSet Hyaluronan Kit (R&D
Systems, Minneapolis, MN, USA) felhasznildsaval mértik le a gyartd utasitdsainak
megfeleléen. Az eredményeket minden esetben a tdpfolyadék HA tartalmahoz viszonyitva
adtuk meg. A HA termelést a FE-vel nem kezelt sejtekhez viszonyitva, azok aranyaban adtuk

meg.
Statisztikai elemzés

Az eredmények statisztikai elemzését ismételt méréses ANOVA-val végeztiik, amelyet Tukey
tobbszoros 6sszehasonlitd post hoc teszt kovetett (GraphPad Prism 8.0.1, GraphPad Software,
San Diego, CA, USA). A statisztikai szignifikancia szintet p < 0,05-nak fogadtuk el.

3.2. Betegadatok — Terhesség hatasa az endokrin orbitopathia kialakulasara
A tanulmanyozott beteg klinikai jellemzoi

Graves-Basedow-korral szovodott terhesség vizsgalata, mely soran endokrin orbitopathia
alakult ki. A vizsgalt, irodalmi ritkasagként leirt varandos paciens esetén EOP alakult ki a
terhesség soran. Anamnézisében nem szerepelt korabbi pajzsmirigybetegség, €s szemészeti
panaszai sem voltak ezt megel6zden, korabbi két terhessége soran egyaltalan nem észlelt

hasonl¢ tiineteket.



Laboratoriumi vizsgalatok:
Az alabbi betegségspecifikus laboratoriumi vizsgalatokat végeztiik el:

TSH szint meghatarozas: A TSH stimulal6 hatdssal bir a pajzsmirigy hormonok termelésére €s
pajzsmirigy mukodésének mérésére, €s kiilondsen alkalmas a pajzsmirigybetegségek korai
felismerésére vagy kizarasara. A TSH szint meghatarozasa Elecsys TSH kit segitségével tortént

(Roche Diagnostics GmbH, Sandhofer Strasse 116, D-68305 Mannheim).

T3 és T4 meghatarozas: A pajzsmirigy altal termelt és szekretalt trijod-thyronin (T3), valamint
thyroxin (T4) a keringésbe keriilve fontos szerepet jatszanak az anyagcsere szabalyzasaban,
befolyasoljak a sziv- és érrendszer miikodését, a novekedést és a csontanyageserét, és fontosak
az ivarmirigy-funkciok és az idegrendszer normalis fejlddéséhez. Mindkét hormon legnagyobb
részben fehérjékhez kotddve szallitddik a véraramban, ilyenek példaul a thyroxin-binding
globulin (TBG), pre-albumin, albumin. A T4 minddssze 0.03%-a, a T3 0,2-0,4%-a van jelen
bioldgiailag aktiv, szabad formaban (fT3, fT4). Ezen szabad hormonok szintjének
meghatarozasa fontos szereppel bir a pajzsmirigybetegségek allapotanak kovetésében.
Meérésiikhoz az Elecsys FT3 111, valamint Elecsys FT4 III kit-et hasznaltuk (Roche Diagnostics
GmbH, Sandhofer Strasse 116, D-68305 Mannheim).

TSH receptor elleni autoantitest meghatarozas: GD-ben a pajzsmirigy talmiikodést jellemzbéen
a TSH receptor (TSHR) elleni autoantitestek okozzak, és ezeknek a TSHR-antitesteknek
(TRAD) a mérése fontos eszkdz a betegség diagnozisaban és kezelésében. Mérését Elecsys
Anti-TSHR kit segitségével végeztiik (Roche Diagnostics GmbH, Sandhofer Strasse 116, D-
68305 Mannheim).

Tiroglobulin elleni antitest meghatarozas: A tiroglobulin nagyméreti glikoprotein, melynek
szintézisét ¢€s felszabadulasdit a TSH szabdlyozza. A tiroglobulin elleni antitestek
meghatarozasat foként autoimmun pajzsmirigybetegségek gyantja esetén alkalmazzak.
Méréséhez a LIAISON® Anti-Tg Kit-et hasznaltuk (DiaSorin S.p.A. Via Crescentino snc -
13040 Saluggia (VC) — Italy).

Szemészeti vizsgalatok

Az exophthalmus az EOP egyik legismertebb tiinete, mely a betegek akar 70%-ban is
eléfordulhat. Megjelenése legtobbszor kétoldali, de az esetek 10-20%-ban aszimmetrikus

formaban is el6fordulhat. Az exophthalmus mértékének meghatdrozdsara a Hertel-féle



exophthalmometert hasznaljuk. Az eszk6z a cornea és a csontos orbita lateralis pereme kozotti
tavolsagot adja meg milliméterben kifejezve. A kaukdzusi populacioban 20 mm a felsd hatar.
A protrusio mértéke nagy egyéni valtozatossdgot mutathat, ezért figyelembe kell venniink az
adott beteg kezdeti Hertel értékét, és amennyiben nem rendelkeziink ilyen adattal, a populéacids

atlagtol vald 2 mme-es eltérést javasolt a diagndzis felallitasahoz.

Az EOP aktivitasanak megitéléséhez a Clinical Activity Score besorolast alkalmaztuk, melynek
felméréséhez réslampas vizsgalatot végeztiink. A pontok meghatarozasa a négy klasszikus
gyulladasos jel szemészeti tiieneti alapjan torténik: fajdalom, duzzanat, vOrdsség ¢&s
funkcidkiesés. Orbitanként vizsgaljuk, hogy a tiinetek koziil mennyi van jelen. Ha a beteg CAS

pontszama 4 vagy annal nagyobb, akkor az immunoldgiailag aktiv betegségre utal.
Perinatologiai vizsgalatok

A megjelenést kovetden elvégzett fizikalis- és ultrahangvizsgalatok soran a magzat nem mutatta
fejlédési rendellenesség, tachcardia, vagy golyva jeleit, tovabba megnyugtatd ndvekedési

iitemet mutatott a kontroll ultrahang vizsgéalatok soran.

4. Eredmények

4.1. A dohanyzas ujabb tipusai hatasanak vizsgalata endokrin orbitopathiaban
Magasabb (50%) koncentracioju CIG fiistelegy hatasa az orbita fibroblastokra

RT-CES mérések magasabb (50%) koncentracioja CIG fiistelegy mellett

Kezdetben magas ClG-koncentraciot (50%) hasznaltunk. Kisérleteinkben —annak
megfigyelésére torekedtiink, hogy a HA szekrécidja és az OF-ok metabolikus aktivitdsa
Osszefiigg-e a RT-CES modszerrel mért CI értékkel. Az optimélis sejtsiirliség azonositasat
kovetden lyukanként 10 000 sejtben hataroztuk meg a sejtszamot és 200ul-ben szélesztettiik a
sejteket. Az EOP sejtek alap CI értékei jelentésen kiilonboztek a kontroll sejtekétél (p<0,0001).
Az EOP OF-k maximalis CI értéke a mérés alapjan itt 3,3 volt, mig a kontroll OF-k CI értéke
2,79-nal tetézott. A sejtek eredete meghatarozta a viselkedésiiket, a mérés soran az EOP OF-k
a kezdeti 10 ora elteltével végig magasabb CI értékeket vettek fel. (p<0,0001).

A kontroll OF-k nem reagaltak az 50%-0s CIG-re (p = 0,46); nem okozott ndvekedést a CI-
szintekben. A maximalis CI-t (CI = 3,00) 29 o6ranal érték el a sejtek. Az EOP OF-k masképp
viselkedtek, a FE-vel kezelt EOP OF-ok Cl-értéke jelentdsen megnétt a kezeletlen EOP OF-
okéhoz képest (p < 0,0001). A maximumot 6 6ranal érték el (CI = 5,53). Ezt kdvetden, gyors

csokkenést tapasztaltunk, a Cl-értékek a 60. 6rara a kezeletlen EOP OF-0k szintjére csokkentek.



A metabolikus aktivitas mérése (50%) koncentracidoju CIG fiistelegy mellett

A metabolikus aktivitas tekintetében az EOP ¢és a kontroll sejtek eltéré modon viselkedtek. A
kezelés 24. és 48. orajaban a CIG-vel kezelt sejtek metabolikus aktivitasa szignifikansan
alacsonyabb volt a FE-vel kezeletlen sejtekhez képest (EOP OF 24 ora: p < 0,03; 48 6ra p <
0,01; kontroll OF 24 6ra p < 0,01; 48 6ra p < 0,01). A 60. 6raban a kezeletlen és CIG-el kezelt
sejtek metabolikus aktivitasa kozotti kiilonbség eltiint minden vizsgalt sejtvonal esetében (EOP
p = 0,66, kontroll p=0,89). 72 6ra elteltével a CIG kezelt vonalak mar szignifikdnsan magasabb
aktivitasi ratat mutattak, mint a kezeletlen sejtek (EOP p = 0,001; kontroll p = 0,004).

Hialuronsav termelés (50%) koncentracioja CIG fiistelegy mellett

A CIG kezelés mind a kontroll, mind az EOP sejtek HA-termelésének ndvekedését okozta az
0sszes vonalon, minden mért idédpontban (EOP p<0,002; kontroll p<0,04). Az EOP és kontroll
A HA-termelés nem kiilonbozott az EOP és a kontroll fibroblastoknal, sem a kezeletlen, sem a

FE-vel kezelt kultarakban (kezeletlen p=0,99, 24 6ra p=0,95, 48 6ra p=0,87, 72 h p=0,67).
Alacsony koncentraciojua (1%) fiistelegyek hatasa az orbita fibrolastokra

RT-CES mérések alacsony koncentracioju (1%) fiistelegyek mellett

crer

0s) FE-nek tettiik ki, amely koriilbeliil napi 8 szal elszivott cigarettanak felel meg. Ebben a
koncentracioban mind a CIG, a HTP, valamint az ECIG kivonatokat megvizsgaltuk az dsszes

OF kultaraban.

Az EOP OF-k esetében az ECIG okozta a legnagyobb eltérést a CI értékekben (Cl = 6,33). Ezt
szorosan kovették a HTP-kezelt EOP OF-k értékei (Cl = 6,25). A CIG-kezelt EOP OF-k
mutattak a legkisebb CI eltérést jelen mérésnél (Cl = 5,38).

A FE-vel nem kezelt EOP sejtek Cl-értékei alacsonyabbak voltak, mint dohanyfiisteleggyel
kezelt tarsaiké. A CIG-el kezelt EOP sejtek Cl-értékei csucspontjukat 9 6ranal érték el (CI =
5,38); a HTP és ECIG kezelt EOP sejtek hasonl6 viselkedést mutattak, gorbéjiik platdszerti volt.
Az ECIG kezelt EOP sejtek csucsértéke Cl = 6,33, a HTP kezelt EOP csucsértéke Cl = 6,25
volt. A CIG-re, HTP-re és ECIG-re adott sejt indexben kifejezhetd valaszok kiilonb6zbek voltak
(p <0,0001).



A FE-vel nem kezelt kontroll sejtek gyors novekedést mutattak, majd 8 ora elteltével elérték a

csucsértékiiket (CI =2,79).

A CIG fiisteleggyel kezelt kontroll sejtek hasonlo értékeket mutattak, mint a kezeletlen kontroll
OF-k, a legmagasabb CI érték 2,62 volt és a CI értékeik gorbéje hasonld lefutast mutatott. Ehhez
képest a HTP-vel és ECIG-el kezelt kontroll sejtek szignifikans kiilonbséget mutattak a CI-ben
(p <0,0001); mind a HTP-vel, mind az ECIG-vel kezelt kontroll fibroblastok hasonloan
viselkedtek a 22. 6raig, amikor a CI mindkét sorban novekedni kezdett. A HTP kezelt kontroll
vonal a 32. 6raban érte el a maximumot (CI = 3,32), az ECIG vonal pedig az 52. 6raban. (CI =
3,41).

Metabolikus aktivitas mérése alacsony koncentracidju (1%) fiistelegyek mellett

Az 1%-0s HTP-vel, ECIG-vel és CIG-vel végzett kezelésnél 24, 48 és 72 Ora utan sem
tapasztaltunk szignifikans kiilonbséget az anyagcsere-aktivitasban a FE-kezelt OF vonalakon
Osszehasonlitva a FE-kezeletlen sejtekkel. Az FE-kezeletlen EOP és kontroll sejtek metabolikus
alapaktivitasa szintén nem kiilonbozott. Az 50%-0s CIG-kezeléssel ellentétben, az 1%-0s HTP,

ECIG és CIG nem volt hatassal a metabolikus aktivitasra (p=0,9)
Hialuronsav termelés alacsony koncentracioji (1%) fiistelegyek mellett

Nem talaltunk kiilonbséget az EOP és kontroll OF a hialuronsav termelésében sem 1%-0s FE
kezelést kovetden a kezeletlen OF-k értékeihez viszonyitva. Minden sejtvonal hasonléan
viselkedett ebben a tekintetben, fiiggetleniil hogy beteg vagy kontroll orbitabdl szarmaztak-e (p
= 0,83). Az 1%-os FE nem volt hatassal a vizsgalt sejtek HA termelésére sem 24 oraval, sem

48 oraval a kezelés utan (p = 0,14).
4.2.1 A terhesség hatasa az endokrin orbitopathia kialakulasara

Vizsgalatunk soran GD-vel, majd EOP-val sz6vodott terhességet kovettiink, mely soran a

vartnal ellentétes klinikai kép hatterének, pathogenesisének tisztdzasara torekedtiink.

Az irodalomban elséként irunk le egy 19 éves né harmadik terhessége soran, a mésodik

trimeszterben ujonnan kialakult EOP betegséget.

A péaciens anamnézisében nem szerepelt korabban pajzsmirigybetegség. A hyperthyreosist

héaziorvosa diagnosztizalta a terhesség 20. hetében.

Laborleletei ekkor a kovetketoképp alakultak: TSH 0,01 mU/L; FT4: 78,4 pmol/L (referencia
tartomany: 12-22 pmol/L), FT3: 37,4 pmol/L (referencia tartomany: 3,1-6,8 pmol/L).



Ismeretlen okok miatt csak a 30. terhességi héten jelentkezett legkdzelebb tertiletileg illetékes
endokrin szakrendelésen, a laboreredményekben tovabbra is hyperthyreosis jelei mutatkoztak,
mely miatt thyreostatikus terdpiat (thiamazole) inditottak. Egyéb ismert betegségrol nem
szamolt be, korabban nem voltak pajzsmirigy problémai és terhesség elotti laboreredmények
nem alltak rendelkezésre. Mindharom terhessége természetes uton fogant, el6z6 két gyermekét
csdszarmetszéssel hozta viladgra térardnytalansdg miatt. Anamnézisébdl kiemelendd, hogy

naponta 20 szal cigarettat szivott, melyet a terhesség alatt sem hagyott el.

Klinikdnkon eldszor a 33. terhességi héten jelentkezett, fObb panaszai a jobb oldali
exopthalmus, csokkent és fajdalmas szemmozgasok, valamint a csokkent vizus voltak.
Elmondésa szerint az elsd tiinete, az exophthalmus a terhesség 14. hetén jelentkezett jobb
szemén. Felvételkor a TSH és pajzsmirigyhormon szintek még tovabbra is a hyperthyreoid
tartomanyban voltak. A TRAb érték 2,4 U/L (referencia tartomany:< 1 U/L), az anti-
thyreoglobulin antitest szint 1324,0 IU/ml (referencia tartomany <60 IU/ml) voltak. Az aktualis
ajanlasok ellenére metimazol indult 50 mg/nap doézisban, mivel a sulyos hyperthyreosis
jelentdsen novelte a korasziilés kockazatat, emellett a harmadik trimeszterben a metimazol mar
nem birt magzatkarositd kockazattal. Hirom nap utdn a metimazol dézisat 30 mg/napra
csOkkentettiik. A szemészeti vizsgalatok ekkor tovabbra is jelentds jobb oldali exophthalmust
mutattak, beszikiilt és fajdalmas szemmozgasokkal. A latasélesség 0,6 volt a jobb szemen ¢és
szemhéj oedema is jelen volt ezen az oldalon. Az exophthalmus mértéke 28/21 mm volt 90 mm-
es alap mellett Hertel vizsgalattal (a populéciés normal hatarérték 20 mm). Az EOP allapotat
sulyosnak itéltiik meg az EUGOGO osztalyozas alapjan, a Clinical Activity Score (CAS) érték
jobb oldalt 6/7 ¢és bal oldalt 0/7 volt. A magzat folyamatos monitorozas mellett megfeleld
novekedési litemet mutatott, golyvat és tachycardiat sem lattunk az ultrahangos vizsgalatokkal.
A 34. terhességi héttdl kezdve a metimazol terapiat 2x15 mg/napra modositottuk. A 38. héten
végzett szemeszeti vizsgalatokon a vizus, a CAS érték és az exophthalmus javulo tendenciat
mutatott, habar a szem mogotti fajdalom, valamint a szemmozgaskor jelentkez6 fajdalom é€s a
szemhéjoedema még jelen voltak. Mivel nem alakult ki latast veszélyezteté EOP, igy a magas

dozist kortikoszteroid terapiatdl eltekintettiink.

Betegiink a 39. héten egészséges, 3170 grammos ledny ujsziilottet hozott a vilagra
csaszarmetszéssel. A természetes sziilés az EOP és a téraranytalansag miatt is ellenjavallt volt.
Az 0jsziilott nem mutatta a pajzsmirigy-alulmiikddés klinikai jeleit, és a 3. napi TSH szintje is
az 0jszilott referencia tartomanyban volt. Az anya pajzsmirigyhormonszintjei a sziilés utan

emelkedni kezdtek; a tiamazol adagjat ennek megfeleléen modositottuk, bisoprolollal



kiegészitve. Szempanaszai a csaszarmetszést kovetdé napon lényegesen javultak, a CAS

csoOkkent, és a latasélesség normalizalodott. Az exophthalmus, a szemhéj- és kotohartya-

vOrdsség, valamint a szemhéj- €s a caruncula duzzanata a sziilés utani 3. napon is jelen voltak.

A tovabbiakban MRI vizsgalatot terveztiink, melybe a paciens nem egyezett bele. Tovabba

eljegyeztiik thyreoidectomia mitétre is, melyre azonban nem jelent meg, ahogy a késdbbi

kontroll vizsgélatkora sem, igy az 0jsziilott és az anya késébbi allapotarol informacié nem volt

nyerhetd.

5.

Fobb eredmények és kovetkeztetések

5.1. A dohanyzas ujabb tipusai hatasanak vizsgalata endokrin orbitopathiaban

Az RT-CES modszer alkalmasnak bizonyult a kiilonb6zd kornyezeti tényezdk orbita
fibroblastokon torténd tanulmanyozéasara. Kellden érzékeny modszernek bizonyult ahhoz,

s

alkalmas lehet a kotészovetben lejatszodo folyamatok pontosabb vizsgalatara.

A modszer alkalmas arra, hogy kiilonbséget tudjunk kimutatni az EOP ¢és kontroll orbita

fibroblastok viselkedésében.

Igazoltuk, hogy magas CIG fiistelegy hozzaadasa esetén az EOP és kontroll fibroblastok
magasabb CI értékeket mutatnak. Ez alatamasztja a dohanyfiist szerepét az EOP

pathogenezisében.

Az 50%-os CIG fiistelegy kezelésre mind az EOP, mind a kontroll fibroblastok fokozott
HA termeléssel reagaltak, amely Osszhangban van a betegség feltételezett

pathomechanizmusaval és a klinikai kép kovetkezményes romlasaval.

Kutatasunk els6ként igazolta, hogy az 0j tipusti dohanytermékek hatdsara (ECIG, HTP) az
EOP fibroblastok viselkedése eltérd, mely alatdmasztja a feltételezést, hogy az alternativ
dohanyzési formék kiilonbozéen hatnak a betegség lefolydsara, mint a hagyomanyos

cigaretta fiist.



5.2. Terhesség hatasa az endokrin orbitopathia kialakulasara

e A terhesség masodik és harmadik trimeszterében szamitani kell a fennélldé EOP
stlyosbodasara, annak ellenére hogy a Graves-Basedow koros hyperthyreosis melynek

szovodményeként az EOP fellépett altalaban javulast mutat.

e A terhesség alatt kialakul6é vagy romlé EOP esetén a dohanyzas elhagydsa nmagaban a

szemészeti eltérés gyors €s jelentds javulasahoz vezethet.
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