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Roviditések jegyzéke:

CAS - Clinical Activity Score

Cl —cell index / sejt index

CIG - hagyoméanyos cigaretta

DON - dysthyroid opticus neuropathia

ECIG - elektromos cigaretta

ECM — extracellularis matrix

EOP — endokrin orbitopathia

EUGOGO - European Group on Graves' orbitopathy
FBS - fetal bovine serum / magzati szarvasmarha szérum
FE - fiistelegy

GAG - gliikozaminoglikdn

GD - Graves-Basedow-kor

HA — hyaluronan / hialuronsav

HT - Hashimoto thyreoiditis

HTP - heated tobacco product / hevitett dohanytermék
IF-y - interferon-y

IGF-1R — Insulin-like growth factor 1 receptor / Inzulinszeri névekedési faktor receptor
IL-1 - interleukin 1

IL-6 - interleukin 6

OF — orbita fibroblastok

PAH - policiklikus aroméas szénhidrogének

PGE?2 - prostaglandin E2

RT-CES - Real-Time Cell Electronic Sensing / valos idejli sejt impedancia meghatarozas



T3 - trijod-thyronin

T4 — thyroxin

TNF-o — Tumor necrosis factor o./ Tumornekrozis-faktor-alfa
TRAD — TSH receptor antibody / TSH receptor antitest

TSH — thyreoidea stimulalé hormon

TSHR - thyreoidea stimulalé hormon receptor



1. Bevezetés

Az endokrin orbitopathia (EOP) az autoimmun pajzsmirigybetegségekhez leggyakrabban
tarsuld szemészeti korkép. Az EOP ethiopathogenezise jelenleg még nem teljesen tisztazott, a
pontos mechanizmus intenziv kutatasok targyat képezi. N6k korében 6tszor gyakrabban fordul
eld, a fogamzoképes korosztalyu holgyeket nagyobb eséllyel érinti. Terhességben a fiziologias
immunszuppresszié hatasara az autoimmun korképek aktivitasa legtobbszor csokken. Ritkan,
az esetek kevesebb, mint egy szazalékaban, az EOP fellangolhat a varanddssag soran is. Az
EOP egyik legjelentésebb befolyasolhatd rizikofaktora a dohdnyzas, mely a betegség
sulyossagat ¢és a terapia hatékonysagat is nagymértékben rontja. Napjainkban a hagyomanyos
cigarettdk (CIG) mellett elterjeddben vannak az alternativ dohdnyzasi formak, ugymint a
hevitett dohanytermékek (HTP), vagy az e-cigarettdk (ECIG). Ezen termékek szerepe a
betegség pathogenezise szempontjabol jelenleg még nem ismert. Klinikai tapasztalataink azt
mutatjadk, hogy a dohanyzasr6l lemondani képtelen paciensek korében a hagyomdanyos
cigarettardl a dohdnyzas HTP formdjara torténd valtas kis mértékben a klinikai tiinetek javulasat
eredményezte. Kutatasunkban a fenti jelenséget szerettiik volna in vitro koriilmények kozott

megvizsgalni.

Célunk EOP beteg és egészséges orbitakbol eltavolitott szovetbdl nyert primer fibroblast
sejtkulturak vizsgalata volt a kiilonb6zé dohdnytermékekbdl szarmazd fiist extraktumok
hozzaadasa mellett egy 0ij moddszerrel, a Real Time Cell Electronic Sensing (RT-CES)
technikaval. Kutatasunkban szeretnénk feléllitani egy hasznos modellt az orbita fibroblastok in

vitro kortilmények kozotti vizsgalatara.

A dohanyfiistelegyek hatdsanak vizsgalatanal korabbi orbita miitét soran nyert primer
sejtkultarak in vitro monolayerét valds ideji, elektromos valtozas mérésén alapulé impedancia
meghatarozassal (RT-CES) vizsgaltuk. A sejtek metabolikus aktivitasait MTT teszttel,
hialuronsav (HA) termelését ELISA segitségével vizsgaltuk. A dohanyfiistelegyeket egy 50%-

0s, valamint egy 1%-0s koncentracioban adtuk a fibroblastokhoz.

Annak ellenére, hogy az autoimmun korképek tobbsége terhesség soran enyhiilést mutat, az
EOP a varandossag sordn is kialakulhat, és egyes esetekben eléri a sulyos, latdsromlassal
fenyegetd mértéket. Esetismertetésiinkben bemutatunk egy 19 éves, dohanyos nébeteg

harmadik terhessége sordn Ujonnan kialakult EOP betegséget. A szemtiinetek kialakuldsaban



az autoimmun folyamat mellett szerepet jatszhatnak a terhesség soran jelentkezd egyéb

folyamatok is, azonban a dohanyzés szerepe itt is kiemelendd.

2. Irodalmi attekintés

2.1. Az endrokrin orbitopathia epidemiolégiaja

Az endokrin orbitopathia autoimmun pajzsmirigybetegségekhez tarsulo korkép, leggyakrabban
Graves-Basedow-korban (GD) fordul elé, azonban Hashimoto thyreoiditis (HT) esetén is
megjelenhet. A Graves-Basedow-kor koriilbeliil a populacid 2 szazalékat érinti (1). 100.000
fore vetitve a korallapot éves incidenciaja nk esetén 16, férfiaknal pedig 3 (2). A GD nékben
gyakrabban jelentkezhet, tovabbi kockazatot jelent a kialakulas szempontjabol a pozitiv csaladi
anamnézis, a jelen 1évé mas autoimmun betegség és a dohanyzas is (3). Eletkor szerinti
eléfordulasa a nemek esetén bimodalis eloszlas(, nok esetében 40-44 éves kor kozott, valamint
60-64 éves kor kozott, férfiaknal pedig 45-49 és 65-69 éves kor kozott a legjellemzébb (4). A
betegség leggyakoribb extrathyreoidalis megjelenési formaja az endokrin orbitopathia (EOP),
amely Chin és munkatarsai kozlése szerint a betegek kozel 40 szazalékat is érintheti (5).
Kiemelendd, hogy a dohdnyzas tobbszordsére noveli az EOP kialakulasanak az esélyét amellett,
hogy a betegek a kortikoszteroid, valamint az irradiacios kezelésre is kevésbé reagalnak, mint

nem dohanyz¢ tarsaik (6).

2.2. Az endrokrin orbitopathia ethiopathogenezise

A betegség hatterében lejatsz6do pontos mechanizmus jelenleg is kutatasok targyat képezi. A
GD-t olyan autoantitestek okozzak, melyek a pajzsmirigy follicularis endothelialis sejtjein 1évd
thyrothropin receptorokhoz kétddve fokozzak a pajzsmirigy hormonok termelését (7). Az EOP
ethiopathogenezisét tekintve autoimmun retrobulbaris kotoszoveti gyulladasrol beszélhetiink.
A folyamatot sejtes infiltracio kiséri, ahol megjelennek a T-lymphocytak, B-lymphocytak ¢€s a
macrophagok is (8). A retrobulbaris térben lezajlo folyamatban az orbita fibroblastoknak
kiemelt szerep jut. Ezt alatamasztja Otto és munkatarsai megfigyelése, in vitro koriilmények
kozott EOP paciensek orbitdjabol szarmazo T-lymphocyték proliferalni kezdtek, amikor sajat
orbitabol szarmazo fehérjéket adtak hozzajuk (9). A lymphocyta inflitracid, valamint a cytokin
felszabadulas altal kivaltott fibroblast aktivacio a retrobulbaris kotdszoveti tér atalakulasdhoz
vezet. Az orbita fibroblastok (OF) cytokin-fiiggé aktivacioja fokozza a gyulladasos

folyamatokat és hozzajarul az orbita kotszoveti atalakulasahoz. Az aktivalt OF-ok fontos



szerepet toltenek be az extracellularis matrix (ECM) elemeinek megvaltozott szintézisében és
lebontasaban, ezaltal az EOP pathogenezisében (10). Az ECM legf6bb gliikozaminoglikanja
(GAG) a hialuronsav (HA), amely egy nagy molekulasulyu poliszacharid. Alapvet6 fontossaga
a sejt-sejt, valamint a sejt-ECM kapcsolatok kialakitasaban. Harom izoenzim altal
szintetizalédik a plazmamembranban, ezek a hialuronsav-szintaz 1,2 és 3 (11). A HA a
szintetizalast kdvetden mintegy kopenyként rogziil a sejtek felszinén. Egy résziik levagésra
kertil a hyaluronidaz enzimek altal és az ECM-be épiil. A fenti folyamatban 1étrejott valtozasok

kihatassal lehetnek a HA kornyezé szovetekben betoltott szerepére (12).

EOP betegekben az orbita fibroblastok a kiilonb6zé cytokinek hatasara, melyek koziil kiemelt
szereppel bir az IL-1 és IL-6, prostaglandin E2 (PGE2), GAG termeléssel €s nagy mennyiségii
HA termeléssel valaszolnak (13). A felhalmozodo HA hidrofil jellegének készonhetden tovabb
gyorsitja az orbita kdtészovet expanzidjat (14). Az OF-ok felszinén talalhatok tovabba PGE2
receptorok is, melyekre ligandjuk bekotédése tobbféle hatast valthat ki a sejteken. Ezen hatasra
a sejtek hosszl citoplasma-nytlvanyokat alakitanak ki (15), vagy novelik a ciklikus adenozin-
monofoszfat termelést, ami ugyancsak a fibroblastok morfologiai valtozasahoz vezet (16). Ezek
mellett hatassal van a T- lymphocytak differencialodasara (17), a B-lymphocytak miikodésére
pathogenezisében. Néhany OF képes érett adipocytava differencialodni, ezen sejtek képesek
tobb thyrothropin receptor expresszalasara (20, 21). A retrobulbaris kotészovet gyarapodasa
egylittesen koszonhet6 a hydralt hialuronsavnak és a de novo adipogenezisnek (22). A
lymphocyték és a HA kozotti interakcid fontos szerepet tolt be a leukocyta infiltracid soran a

gyulladt szovetekben (23).
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1. abra Az endokrin orbitopathia pathogenezise (Forrds: Galgoczi Erika)

Az OF-ok EOP betegekben felsziniikon képesek CD40 expresszidra is, amely egy
lymphocytak, macrophagok és thyrocytak felszinén is megtalalhaté kostimualtorikus fehérje
(24). Azon CDA4+ T-sejtek, amelyek rendelkeznek a CDA40-liganddal, kozvetleniil képesek
aktivalni az OF-okat, fibroblast proliferaciot indukalva ezzel (25), mely hatasara nagy
mennyiségben termelddik IL-1 és IL-6 (26). Az IL-1, amely az OF-k és macrophagok terméke,
valamint az interferon-y (IF-y), melyet az aktivalt T-sejtek termelnek képesek névelni az OF-k
hialuronsav és PGE2 termelését (27, 28). GD betegekbdl nyert 1gG, IF-y és IL-1 képesek
stimuldlni adhéziés molekuldk termelését fibroblastokban, igy segitve a célsejtek ¢&s
gyulladasos sejtek kozotti kozvetlen kapcsolat kialakulasat. A fentiekben leirt fibroblast
aktivacio és proliferacio vezet a fokozott GAG, ezen beliil az emelkedett HA termeléshez. Az
igy felhalmozd6dd hidrofil tulajdonsagh HA  vizmegkotd képességének koszonhetden
bekovetkezik az orbita kotészovet expanzidja (14). A megnovekedett volumen és a

kovetkezményes oedema vezet az EOP jellegzetes klinikai képének kialakuldsdhoz.

2.3. Az endokrin orbitopathia klinikai képe, korlefolyasa

Az EOP Klinikai megjelenését tekintve jellemzé az exophtalmus, a gyulladt, oedemas
szemhéjak és a szemhéjak retrakcidja. Az autoimmun gyulladds a szemizmok- és az orbita
kotészoveti allomanyanak megnovekedését okozza (8, 14). A szemizmok funkcidézavara
kettdslatashoz vezethet. A nem megfeleld szemhéjzarédas miatt a konnyfilm elégtelenné

valhat, minden esetben szaraz szem betegséget, sulyosabb esetben szaruhartyafekélyt okozva.
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A legsulyosabb forma a dysthyroid opticus neuropathia (DON), amely a latasélesség fokozatos

romlasaval és tartds latasvesztéssel fenyeget (29).

Az EOP lefolyasat tekintve immunologiailag aktiv €s inaktiv szakaszra oszthat6 (2. abra). A
kotészovetben lejatszodd autoimmun folyamat jelenti a betegség kezdetét, ekkor klinikai
tiinetek még csak ritkdn fordulnak eld. A betegség kezdetét kovetden koriilbeliil 6-24 hénap
mulva jelentkezhetnek a klinikai tiinetek, melyek ilyekor a legstilyosabbak. Ezutan egy 1-3 évig
tartd plato fazis kovetkezik (30). Az EOP aktiv szakat kovetOen, autoimmun betegségeknél
ritkdnak szamitd modon az immunaktivitds mintegy Onmagat korlatozva megszinik, és
elkezddédik a kotdszovetes atalakulassal jaro fibrotizald, vagy inaktiv szak (31). Ilyenkor mar a

kovetkezményes szoveti hegesedés dominal és az autoimmun folyamat a hattérbe szorul.
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2. dbra Rundle-gorbe (30)

Legftobb tlinetei a szemszarazsag, a fokozott konnyezés, fényérzékenység, kettdslatas, valamint
jelentkezhet szemek mogotti nyomasérzés is. A klinikai képre jellemzok a felsé szemhéj
retractioja, a conjunctiva és periorbitalis szovetek erythemaja és az exophthalmus. A betegek
koriilbeliil 3-5%-at érinti a sulyos lefolydsu EOP, amely jelentds fajdalommal, gyulladassal,
latast veszélyeztetd cornea fekéllyel, esetenként kompresszids opticus neuropathiaval jarhat
(32). Emellett GD-ben gyakori a szubklinikus szemérintettség, a betegek kdzel 70%-aban is
jelen lehet MR és CT felvételen kimutathaté szemizommegnagyobbodas (33).
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3. dbra Exophthalmus, az endokrin orbitopathia jellegzetes klinikai tiinete (Forrds: DE AOK Szemészeti Tanszék

sajat anyagabal)

Fontos, hogy paciensek vizsgalata és a korkép klinikai értékelése olyan centrumokban
torténjen, ahol a témaban jartas endokrinoldgus, szemész, sebész, sugarterapeuta és nuklearis
medicina szakember, azaz minden a betegség diagnosztikdjaban és terapiaban résztvevo

tarsszakma képviseldi is jelen vannak (34).

2.4. A betegség stadiumbeosztasa

A diagnosztika soran két f6 szempontot kell figyelembe venni: a betegség stilyossagat, vagyis
a diszfunkci6 mértékét, valamint a betegség aktivitasat, azaz a gyulladds mértékének
megitélését. Ez a kettd akar egyszerre is tetdzhet, azonban legtobbszor a gyulladds hamarabb

jelentkezik, mint a klinikai tiinetek (35).

A Clinical Activity Score (CAS) a betegség aktivitdsdnak meghatirozasara hasznalt klinikai
pontrendszer. Az alabbi tiinetek meglétére 1-1 pontot kap a paciens: spontan retrobulbaris
fajdalom, fajdalom bizonyos iranyba tekintéskor, szemhéjak vordssége, conjunctiva vordssége,
szemhéjak duzzanata, caruncula duzzanata, chemosis. Ha a beteget 3 honapon beliill mar
vizsgaltak, a pontozéds kiegészithetd a kovetkezd feltételekkel is: csokkent vizus, romld
kettoslatas, és fokozodott exophthalmus az el6z6 vizsgalat 6ta. Az EOP aktivnak tekintendd ha
a beteg az els6 vizsgalat esetén 3 vagy tobb pontot ér el a 7 pontos skalan, ismétld vizsgalat

esetén ehhez pedig 4 vagy tobb pont elérése sziikséges a 10 pontos skalan.

A sulyossdg megitélésére két pontrendszer is elterjedt. Az European Group on Graves
orbitopathy (EUGOGO) osztalyozas, valamint a NOSPECS.
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Az EUGOGO osztalyozast a Graves-Basedow-korral foglalkozé eurdpai munkacsoport hozta
létre (34). Itt a kovetkezé harom csoportba soroljak a betegeket: enyhe (Mild), mérsékelttol
stlyos foku (Moderate-to-severe), és vaksaggal fenyegeté (Sight-threatening). Enyhének
mondhatok az EOP tiinetei, ha csak csekély hatdssal vannak a betegek hétkéznapi életére és
nem indokolnak immunszupressziv kezelést. JellemzGOi lehetnek: kevesebb mint 2 mm-es
szemhéj retractio, enyhe lagyszovet érintettség, kevesebb mint 3 mm-es exophthalmus,
intermittald vagy hidnyzé kettdslatas, cornea érintettség hidnya és a nervus opticus normal
statusza. A fentiek koziil egy vagy tobb tiinet jelenléte jellemzé ebben a  stadiumban.
Mérsékelttél sulyos foku EOP csoportba sorolandok azok a betegek, akiknek a
mindennapokban mar nehézségeket okoznak panaszaik és indokolt lehet az immunszupressziv
terapia vagy a sebészi kezelés. Kettd, vagy tobb is jellemz6 lehet az alabbiak koziil: 2 mm-t
meghalado6 szemhéj retractio, mérsékelt vagy sulyos lagyszovet érintettség, 3 mm-t meghaladd
exophthalmus, gyakori kettdslatas, enyhe cornea érintettség €s a nervus opticus normal statusza.
Vaksaggal fenyegeté EOP, ahol megjelennek a cornea fekélyek és/vagy a dysthyroid opticus
neuropathia (DON), ami latasromlassal vagy a szinlatds intenzitasaban vagy mindségében

fellépd zavarokkal jelentkezik.

A NOSPECS egy betliszd, amely a vizsgalt kritériumok kezdébetiiibdl tevodik dssze. No signs
or symptoms - nincsenek klinikai jelek, sem tiinetek. Only signs, no symptoms - csak klinikai
jelek tiinetek nélkiil. Soft tissue involvement — lagyszovet érintettség. Proptosis —exophthalmus.
Extraocular muscle involvement — kiilsé szemizom érintettség. Corneal involvement — cornea

érintettség. Sight loss — latasvesztés (36). Europaban az EUGOGO osztalyozas az elterjedtebb.

2.5. Képalkoté vizsgalatok az EOP aktivitasanak megitélésében

Az EOP megitélésére képalkoto eljarasok koziil az orbita magneses rezonancia (MR) vizsgalata
terjedt el leginkabb. Amennyiben a betegség aktiv, a szemizmokon mért T2 relaxacios idd
megnyulik, az immunszupressziv kezelés hatékonysdga esetén ugyanez a paraméter pedig
megrovidiil (37). Igy az izmokban zajlé gyulladas megitélhetd, az izmok térfogatanak véltozasa
mérhetévé valik (38). Meg kell azonban emliteni, hogy az MR nem magat a gyulladast, hanem
a kovetkezményes oedémat mutatja ki (39). A retrobulbaris zsirszovetr6l, mely az autoimmun
folyamat valddi szintere nem szolgaltat kell6 mértékli informaciot. Mindezek mellett az MR
vizsgalat tovabbi eldnye, hogy az orbita anatomiai viszonyairol pontos képet ad, igy példaul

dekompresszids miitétek tervezésénél elvégzése feltétleniil indokolt (40).
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Az izotopdiagnosztikai technikdk koziil elsdként az In-octreotide scintographia
alkalmazhatdsagarol szamoltak be (41). A mddszer elve, hogy a gyulladas helyére vandorld
lymphocytédk szomatosztatin receptordhoz kotédo radiofarmakon miatt a gyulladés helyszinén
izotopdusulas jon 1étre, amely detektalhato. Elonye, hogy pontosan meg tudja jeldlni a gyulladt
szoveteket €s magarol az autoimmun folyamat meglétérél vagy hidnyardl ad informaciot. Az
Octreoscan nevi eljaras hatranyai koz¢é sorolando, hogy a magas koltségei miatt széles kdrben
nem terjedt el (42), valamint hogy a leképezett teriiletr6l nem szolgaltat anatomiai képet és a

pacienseknek sugarterhelést jelenthet (40).

A ®"Tc-DTPA (dietilén triamin pentaacetat) SPECT EOP-ban torténd alkalmazhatosiga mara
munkacsoportunk rutin eljarasava valt. A **"Tc-DTPA komplex egy 492 Da stlya molekula,
mely méretébdl adoddan a keringésbe juttatva extravasalodik a megnodvekedett kapillaris
permeabilitassal rendelkezd szakaszon, mig a normal kapillaris szerkezet esetén a lumenen
beliil marad (43). Ahol gyulladas zajlik a szervezetben, mindig szamolni kell a kapillaris
permeabilitas fokozodasaval. Az érpalyabdl igy kijuto radiofarmakon az intersticidlis folyadék
polypeptidjeihez kotddve megjeloli az aktiv gyulladas helyét és az igy létrejott dusulas SPECT
modszerrel detektalhatd. Az Octreoscan és DTPA SPECT vizsgalatot 6sszehasonlitva a mérési
eredmények egymassal Osszhangban vannak, azonban a SPECT Iényegesen
koltséghatékonyabb modszer (44).

2.6. Az endokrin orbitopathia terapiija

A 2008-ban megjelent és 2021-ben moédositott EUGOGO iranyelveiben a korabbi évek
publikécioit felhasznalva dolgoztak ki a jelenleg is érvényes és alkalmazandé terapids elveket
(34, 45). A betegség kezelése soran, foként a stlyos eseteknél rendkiviil fontos, hogy a
pacienseket az EOP kezelésére specializdlodott centrumokban lassuk el, ahol az
endokrinologus, a szemész, a sugdarterdpids szakember, valamint a pajzsmirigysebész
egylittmiikodve tud dolgozni. Kiemelten fontos az euthyreoid allapot helyreallitasa, hiszen
mind a hyperthyreosis, mind a hypothyreosis ronthat az EOP stlyossagan. A pajzsmirigy miitéti
eltavolitasa gyakran 6nmagaban is jelentds javulast eredményez (34). Meglévé EOP esetén a
radiojod kezelés ellenjavallt, mivel a betegek koriilbeliil 15%-4nal a szemtiinetek romlasat
okozza, illetve tjkeletli EOP-ot is indukalhat. A veszélyeztetett csoportba tartozé pacienseket,
akiknek magas TRAD szintje van, valamint a dohanyosokat a radiojod kezelés utan preventiv

céllal 1-3 honapig oralis kortikoszteroid kezelésben kell részesiteni (8, 46, 47).
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Fontos hangsulyozni, hogy a dohanyzas elhagydsa nmagaban is jelentds javulashoz vezethet
EOP betegeknél, illetve a megfelel6 kezelés szempontjabol is elengedhetetlen. Az elszivott
cigarettdk szamaval ardnyosan né az EOP kialakuldsanak esélye, dohdnyosokban a betegség
stlyosabb formaban fejlédik ki és az alkalmazott kezelésre is kevésbé reagalnak, mint a nem

dohanyz¢ tarsaik (34, 48, 49).

Az aktiv EOP altalanosan elfogadott kezelése a kortikoszteroid terapia, valamint a
retrobulbaris irradidcio. Ha a betegség enyhe lefolyast mutat, nincs sziikség immunszupressziv
kezelésre, viszont a paciensek szoros kontrollja javasolt. A kozépsulyos és stlyos esetekben az
aktiv szakaszban a pulzatilis intravénas kortikoszteroid kezelést kell valasztanunk, majd attérve
az oralis kezelésre, fokozatosan kell csokkenteniink a dozist. A kumulativ d6zis az évi 6 gramm
metilprednisolont nem haladhatja meg a fulminans majelégtelenség veszélye miatt (34, 48). A
sulyos esetekben, amelyek opticus neuropathiat okozhatnak és a latast veszélyeztetik,
els6vonalban nagy dozist intravénas kortikoszteroid kezelést alkalmazunk. Amennyiben a fenti
kezelés hatasdra nem tapasztalunk objektiv javulast az elsé napokban, a silirgds orbita
dekompresszios miitét elvégzése a kovetkezd 1€pés. Ha a kortikoszeroid kezelés nem hatasos,
vagy valamilyen oknal fogva kontraindikalt (pl.: szteroidindukalt pszichdzis) retrobulbaris
irradiacio valaszthatd 6nmagaban, bar ez a kezelés is szteroiddal kombinalva hatasosabb (34,
48). A szelén az antioxidans hatasi enzimként funkciondld szelenoproteinek alkotorésze,
fontos szereppel bir az immunrendszer normal milkédésében. Marcocci és munkatarsai
vizsgélata alapjan enyhe EOP-ban napi 200 ug szelén szedése kedvezd hatassal bir a

szemtiinetek idobeni alakulasara és az életmindségre (50).

Mar a betegség enyhe eseteiben is alkalmaznunk kell lokalis szemészeti készitményeket,
példaul miikonnyet a cornea védelmére, valamint ha a szemnyomas megemelkedik,

antiglaucomas cseppek hasznalata is indokoltta valhat.

Amennyiben a kozépstlyos-sulyos EOP inaktiv stddiumba 1ép, legaldbb 6 honap vérakozast
kovetden rehabilitacios sebészeti beavatkozasok valhatnak sziikségessé. llyen példaul az
orbitadekompresszid, melynél az indikacio legtobbszor az arc karakterének megvaltozasa, vagy
stlyos cornea érintettséget okozo exophthalmus jelenléte. Sziikségessé valhat strabizmus
ellenes miitét is, amely az orbitopathia kdvetkeztében kialakult restriktiv myopathiat, valamint
a visszamarado kettdslatast hivatott korrigdlni. Szemhéjmiitétek akkor valhatnak sziikségessé,
ha a szemhéjak retractidja miatt lagophthalmus, vagy expozicios keratopathia alakul Ki.

Amennyiben szilikségessé valik a miitét, azokat mindig a fenti sorrendben kell elvégezni.
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Elészor elektiv orbita dekompressziot kell végezni, amelyet kovethet a kancsalsag-ellenes

mitét, majd végiil a szemhéjmiitétek (48).

crer

jelentik, ezek mellett kulcsszerepe van az euthyreoid allapot beallitasanak. A szelén
alkalmazasa a betegség enyhe formajaban mindenképpen javasolt (45). Az elmult években ezen
hagyomanyos kezelési lehetéségek mellett egyre tobb biologiai terapias lehetdség jelent meg.
A tumornekrozis-faktor-alfa (TNF-o) szamos autoimmun folyamatban alapvet6 szerepet tolt
be, ¢és kezelési lehetoségként meriilt fel hatdsanak blokkoldsa EOP-ban is. Durrani és
munkatarsai anti-TNF-a antitestet, infliximabot alkalmaztak sikerrel sulyos EOP-os betegnél
(51). Az interleukin-6 (IL-6) egy T-sejtek és makrofagok altal szekretalt proinflammatorikus
cytokin. Az immunvalaszok stimulalasan keresztiil indukalhatja az EOP progressziojat is.
Pérez-Moreiras és munkatarsai tocilizumabbal, egy IL-6 receptor ellenes antitesttel kezeltek
szteroidra rezisztens betegeket jo eredményekkel (52). Az anti-CD20-antitest terapiat eredetileg
a B-sejtes lymphomak kezelésére fejlesztették ki, viszont az elmult idoben autoimmun
betegségek esetén is sikeresen alkalmaztak (53). Az anti-CD20-antitest alkalmazasar6l EOP-
ban tobb kozlemény is sziiletett, melyek biztaté eredményekrdl szamolnak be elsdsorban a
hagyomanyos, konzervativ terapiara nem reagald esetekben (54-56). A teprotumumab egy
monoklonalis gatlo antitest, amely az IGF-1R extracellularis részéhez kotodik és gatolja az
aktivaciojat. Az IGF-1R nagy szamban kifejezddik az EOP orbita fibroblastok, valamint a
lyphocytak felszinén (57). Igéretes kezelési lehetdségnek tiinik, jelentds exopththalmust
csokkentd hatdssal bir, valamint a kettOslatast €s ezaltal a betegek életmindségét is javitja.

Jelenleg masodvonalbeli kezelésként tartjak szamon (45).

2.7. A dohanyzas karos hatasai endokrin orbiopathiaban

A dohényzas kéros hatasai a betegségre az alabbiakbol tevédnek Ossze: reaktiv oxigéngyokok
(ROS) képzddése, az oxidativ stressz hatasainak fokozodasa, megndvekedett adipogenesis és
kifejezettebb HA termelés (58-60). A dohanyosok korében gyakrabban fordul €16 az EOP és a
betegség sulyossaga egyenes aranyban nd az elszivott cigarettak szamaval (61). A dohanyfiist
egy koriilbeliil 7000 anyagbol allo keverék, melyek kozott vannak gaz halmazallapotiiak, mint
példaul a szén-monoxid, és vannak szilard halmazallapotu alkotdelemei is, példaul a nikotin,
policiklikus aromas szénhidrogének (PAH) és egyéb alkaloidok (62). Ezen anyagok koziil 69
igazoltan karcinogén és jelen vannak mind a dohanyos &ltal beszivott {6 flistaramban, mind a

passziv dohanyzassal a kornyezetbe keriilé mellék fiistaramban is (63). A cigarettazas az EOP
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legjelentdsebb befolyasolhatd kornyezeti rizikotényezoje (64), valamint jelentds hajlamostd

tényezOként szerepel mind a 1égzdszervi-, mind a nem légzdszervi daganatos betegségek

kialakulasaban (65-67).

2.8. A dohanyzas tjabb fajtai

Az elmult években a hagyomanyos cigarettdk (CIG) mellett (ijabb dohanyzasi formak is
megjelentek, mint példaul az elektromos cigaretta (ECIG), valamint a hevitett dohanytermékek
(HTP). Céljuk olyan nikotin tartalmu aeroszol létrehozasa volt, amely a dohanytermék
elégetése nélkiil, dohanyfiistmentes alternativat kinal. Mivel ezen termékek elméletben
kevesebb mellékaramu fiistét termelnek beltéri koriilmények kozott, igy tarsadalmilag is
elfogadhatobbnak igérkeztek (68). Analitikus vizsgalatok igazoltak az olyan toxikus anyagok
jelenlétét az ECIG aeroszolban, mint példaul a nitr6zaminok, PAH, vagy a szabad gyokok, de
sokkal kisebb mennyiségben, mind a CIG fiistben (69). Hasonloképpen a HTP fiistelegyben is
megtalalhatok voltak kéaros hatasti anyagok, viszont a CIG fiisthoz képest itt is alacsonyabb
mennyiségben, melyet feltehetden az égetés helyett az alacsonyabb hdmérsékleten torténd
hevités magyaraz (70, 71). Ekdzben a nikotin szintek csak kis mértékben maradtak el a CIG
fiistelegyben mérhet6hoz képest (72). A kémiai 0Osszetétel mellett a fiistelegy fizikai
tulajdonsagai is nagy hatassal vannak az expozicié bioldgiai kimenetelére. Az ultrafinom
részecskék (<100nm) a légutakban nagyobb mértékben képesek lerakodni, igy toxikoldgiailag
jelentések. A HTP és ECIG aeroszol kisebb mennyiségben tartalmaz ultrafinom részecskéket,
mint a CIG fistelegy. A kozelmultban tobb in vitro vizsgélat is foglalkozott az 0j tipust
dohanytermékek fiistjének citotoxikus, oxidativ és inflammatorikus hatasaival, azonban az
eredmények interpretalasat megneheziti a piacon forgalomban 1évo tobbféle késziilék, valamint
a vizsgalatokhoz hasznalt kiilonb6z6 sejttipusok. A legtobb kisérletben 1éguti epithel sejteket
hasznaltak, ahol az ECIG ¢és HTP aeroszoloknak kimutathatd ciotoxikus ¢és pro-

inflammatorikus hatasa volt, de ez kisebb mértékii volt, mint a CIG fiistelegyé (73-75).

A fiistelegyek hatasair6l az orbita fibroblastokon azonban csak korlatozott mennyiségi
informacié all rendelkezésiinkre. Tudomasunk szerint az ECIG és HTP fiistelegyeket ilyen

sejteken korabban még nem vizsgaltak.
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2.9. A terhesség és a Graves basedow kor kapcsolata, terhesség soran kialakul6 endokrin
orbithopathia

A legtobb autoimmun korkép esetén terhesség soran javulast tapasztalhatunk az ilyenkor
jelentkez6 fokozott immuntolerancianak kdszonhetéen. Az autoimmun pajzsmirigybetegségek,
sclerosis multiplex és a rheumatoid arthritis javulast mutatnak varanddssag soran (76, 77). Ez
alol csak par betegség képez kivételt, mint példaul a Systémas lupus erythematosus, vagy az 1-
es tipust diabetes mellitus (78). GD-ben a humoralis immunvalasz predominal. Stimulald
antitestek termelédnek a TSH-receptorok ellen (TRAb), amelyek a betegség klinikai
GD kialakulasa, vagy stlyosbodasa varandossdg sordn ritka jelenség és altaldban spontin
javulas figyelheté meg a masodik trimeszterben. Ezt a TRAb-k szintjének csékkenése is kiséri
(80, 81). Az ilyen esetekben sziilés utan 4-8 honappal gyakran relapszus figyelheté meg. Ekkor

a korabbi immuntolerancia megszlinik, amely a TRAD szintjének 0jboli emelkedésével jar (81).

3. Célkitiizés

3.1 A dohanyzas ujabb tipusai hatasanak vizsgalata endokrin orbitopathiaban

Korabban mar t6bb kutatas foglalkozott a hagyomanyos dohanytermékek orbita fibroblastokra
gyakorolt hatasaval. Ezzel ellentétben az ECIG és HTP fiistokkel ismereteink szerint hasonlo
vizsgalatok még nem torténtek. Célunk ezen dohanytermékek hatasanak vizsgalata volt EOP és
egeészséges orbita fibroblastokon, hagyomanyos €s ujonnan bevezetett laboratdériumi technikak

hasznalataval.

3.2 Terhesség hatasa az endokrin orbitopathia kialakulasara

Munkank soran egy olyan irodalomban egyediilallo esetet dolgozunk fel, melyben terhesség
soran alakult ki endokrin orbitopathia. A jelenség okai kozott egyértelmil sszefiiggeés latszik a

dohanyzas jelenlétével.
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4. Betegadatok és Modszerek

4.1. A dohanyzas ujabb tipusai hatasanak vizsgalata endokrin orbitopathiaban

4.1.1. Betegadatok
Az EOP OF tenyészeteket négy, EOP-ban szenved6 beteg orbita dekompresszios miitéte soran

eltavolitott kotészovetbdl, a kontroll OF tenyészeteket pedig négy intraocularis daganat miatt
végzett enucleatio soran eltavolitott kotdszovetbdl hoztuk létre, ezen betegek anamnézisében
nem szerepelt kordbbi pajzsmirigybetegség. Az intraoculdris daganat egyik esetben sem terjedt
a szemgolyon kiviilre, scleralis besziirtség sem volt jelen. Az extraocularis tér, beleértve az
orbita szoveteket is, intaktak voltak. A szOvetmintakra vonatkozo6 adatokat az 1. tablazatban
Osszegeztilk. Minden beteg irasos beleegyezést adott, valamint a vizsgalatot a Debreceni
Egyetem Regionalis és Intézményi Kutatasetikai Bizottsaga hagyta jova, azokat a Helsinki
Deklaracionak megfelelden végeztiik el. Etikai engedély szam: 5913/2012/EKU (84/13.).

4.1.2. Sejtkultirak

A sejtkultarakat Bahn és munkatarsai (82) leirasa alapjan hoztuk létre. Roviden, a miitéti
szovetmintdkat apr6 darabokra vagtuk, majd 199-es médiumot (M199) tartalmazo
tenyésztéedényekbe helyzetiik, 20% (v/v) FBS-szel és penicillin-streptomicinnel, és 37°C-on,
5% CO2 mellett a tapfolyadékot 3-4 naponta cseréltiik. A fibroblastok kindvése utan a
szovetdarabokat eltavolitottuk, és a sejtkultirakat 10% (v/v) FBS-t tartalmazé M199-ben
tartottuk fenn. Ezutan a sejteket folyékony nitrogénben taroltuk a kisérletek kivitelezéséig. A

primer orbita fibroblastokat alacsony passzazsszamnal (2-8) vizsgaltuk.
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Mintak Beteg kora Nem Miitéti tipus GO statusz | Diagnozis
miitétkor

Minta 1 37 év né orbitotomia, inaktiv EOP

lipectomia
Minta 2 44 év né orbitotomia, inaktiv EOP

lipectomia
Minta 3 49 év férfi orbitotomia, inaktiv EOP

lipectomia
Minta 4 42 év né orbitotomia, inaktiv EOP

lipectomia
Minta 5 66 év férfi Enucleatio - Malignus chorioidea melanoma
Minta 6 71 év féerfi Enucleatio - Malignus chorioidea melanoma
Minta 7 69 év ferfi Enucleatio - Malignus chorioidea melanoma
Minta 8 38 év ferfi Enucleatio - Malignus chorioidea melanoma

1. tablazat: Betegadatok, szovetmintdik eredete

4.1.3. Dohanyfiistelegyek

A fiistelegyeket Cawood és munkatarsai korabbi kézleménye alapjan készitettiik el (59). 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
specialis pumpa segitségével (MILLIPORE XF54 230-50) 30 ml puffer oldaton lett atvezetve.
Az oldatot egy 0,2 um-es membran sziir6n keresztiil sterilre szlirtiik. Bernhard és munaktarsai
kozlése alapjan a 12,5%-o0s CIG flist oldat megfelel napi 100 szal elszivott cigarettanak (83).
Kisérletiinkh6z egy alacsonyabb 1%-0s, valamint egy magasabb 50%-os CIG fiist oldatot

hasznaltunk.

Az (j tipust dohanytermékek flistjét is teszteltik. A forgalomban 1évé HTP eszkoz (iQOS,
Philip Morris International Global Services Inc., New York, NY, USA) esetén négy darab
izesitésmentes dohanytdltetet hasznaltunk a fiistelegy elkészitéséhez. Toltetenként 12
szippantast végeztlink a pumpaval, 6sszesen 48-at, Zagoriti és munkatarsai kozleménye alapjan
(84). Az altalunk hasznalt elektromos cigaretta (Eleaf iStick Pico, Shenzhen, Kina) szintén
kereskedelmi forgalomban kaphato eszkoz volt. A késziilék teljesitményét 16 Wattra allitottuk,

¢s az ECIG folyadékot (e-liquid) amelybdl a késziilék a porlasztott fiistot allitja elé korabbi
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kozlések alapjan 49,4% propilén-glikol, 49,4% glicerol és 1,2% nikotin aranyban toltottiik be
a késziilékbe (84). Habar az ECIG terméke nem hagyomanyos értelemben vett fiist, inkabb
porlasztott folyadéknak tekinthetd, az egyszeriiség kedvéért a tovabbiakban mindharom
dohanytermékbdl nyert oldatra fiistelegyként (FE) fogunk hivatkozni. A higitashoz M199

mediumot hasznaltunk.

cre

1étrjon-e RT-CES késziilékkel mérhetd valtozas a sejteken €s hogy Osszehasonlithassuk ezt a
HA szintézisben és MTT teszttel mért eredményekkel. Majd a kovetkezd mérési sorozatban
fiistkivonatokat hasznaltunk. Mindegyik mérés id6fiiggd volt, az RT-CES 168 6ran keresztiil
folyamatos méréseket biztositott, a HA és MTT vizsgalatokat 24, 48 és 72 ora elteltével

végeztiik el. Mindegyik mérést haromszor végeztiik el, a végeredmények a harom mérés atlagai.

4.1.4. Real-Time Cell Electronic Sensing (RT-CES) technika

A fentiek alapjan elkészitett harom FE orbita fibroblastokra gyakorolt hatasanak vizsgalatara
az un. RT-CES technikat alkalmaztuk. Ez egy viszonylag 0j jelolésmentes in vitro mérési
modszer, melynek megbizhatosagat tobb korabbi kézleményben leirtak (85, 86). Ismereteink

szerint elsoként alkalmaztuk OF sejtek vizsgalatara.

A késziilek elektromos impedancia valtozas 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 elektrodakhoz megvaltozik az ionaramlas, melyet a késziilék érzékel és rogzit (87). A
késziilék valtdbaramot hasznal, igy elektromos impedanciat mér, nem ellenallast. A sejteket
M199-ben szélesztettiik, valamint FE-kezelt vonalak esetén a haromféle FE hozzaadasa is
megtortént a vizsgalat inditasakor. Valds idejii adatot gylijtottiink, a késziilek 15 percenként
végzett mérést, ¢s az adatok kiértékeléséhez a Cell-Index/sejt-indexet (Cl) hasznaltuk, amely
egy mértékegységek nélkiili aranyszam és a kiinduldsi impedancia értékhez viszonyitott
impedancia valtozast adja meg. A méréseket 168 oran at végeztiik, azonban 72 6rat kovetéen
egyik kisérletben sem tapasztaltunk valtozasokat, igy az eredmények jobb interpretalasa

érdekében végiil az elsé 72 ora adatait hasznaltuk fel.
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4.1.5. Metabolikus aktivitas mérése

A sejtek metabolikus aktivitasanak meghatarozasara MTT tesztet alkalmaztunk, amely egy
kolorimetrias teszt a sejtek metabolikus aktivitasanak értékelésére. A sejteket 96 lyukt lemezre
szélesztettikk, 10* sejt/lyuk strtiségben és CO2 inkubatorban 37°C-on 7 napig M199
tapfolyadékban tartottunk fenn, a dohanyfiistelegyeket ehhez az oldathoz adtuk hozza a mérés
elkezdése el6tt. A vizsgalatok végpontjainak a 24. 48. és 72 orat hataroztuk meg, igy az MTT-
vel torténd 3 6ras inkubacios id6 figyelembevételével az MTT-ta 21., 45. és 69. 6ra utan adtuk
a sejtekhez. 10 pl (5mg/ml) MTT/ 100 pl tapfolyadék aranyt hasznaltunk. A sejtek anyagcsere-
aktivitasuktol fiiggden a sarga MTT-t vizben nem oldodd kék formazanna alakitottak. A kék
formazan kristalyokat dimetil-szulfoxidban (DMSQO) 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.

4.1.6. A hialuronsav szintjének meghatarozasa

A sejtek elokészitése az MTT tesztnél leirtakkal megegyezden tortént, a 24., 48. és 72. 6raban
a feliiluszokat eltavolitottuk és -20°C-on taroltuk, a mérések elvégzéséig. A feliiluszoban 1€vo
HA mennyiségét, ELISA modszerrel, DuoSet Hyaluronan Kit (R&D Systems, Minneapolis,
MN, USA) felhasznaldsaval mértiik le a gyarto utasitdsainak megfeleléen. Az eredményeket
minden esetben az tapfolyadék HA tartalmahoz viszonyitva adtuk meg. A HA termelést a FE-

vel nem kezelt sejtekhez viszonyitva, azok aranyaban adtuk meg.

4.1.7. Statisztikai elemzés

Az eredmények statisztikai elemzését ismételt méréses ANOVA-val végeztiik, amelyet Tukey
tObbszords 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.
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4.2. Betegadatok — Terhesség hatasa az endokrin orbitopathia kialakulasara

4.2.1. A tanulmanyozott beteg klinikai jellemzoi

Graves-Basedow-korral szovodott terhesség vizsgalata, mely soran endokrin orbitopathia

alakult ki. A vizsgalt, irodalmi ritkasagként leirt varandds paciens esetén EOP alakult ki a

terhesség soran. Anamnézisében nem szerepelt korabbi pajzsmirigybetegség, és szemészeti

panaszai sem voltak ezt megel6zden, korabbi két terhessége soran egyaltaldn nem észlelt

hasonlo tiineteket. A paciensnél anamnézis felvétel mellett az aldbbi vizsgalatok torténtek.

4.2.2. Laboratériumi vizsgalatok:

Az alabbi betegségspecifikus laboratoriumi vizsgélatokat végeztiik el:

TSH szint meghatdrozds: A TSH a hypophysis specifikus bazofil sejtjeiben képzdodik.
nagyon érzékeny ¢€s specifikus paraméterként szolgalhat a pajzsmirigy mitkodésének
mérésére, ¢s kiilonosen alkalmas a pajzsmirigybetegségek korai felismerésére vagy
kizarasara (88). A TSH szint meghatarozasa Elecsys TSH kit segitségével tortént
(Roche Diagnostics GmbH, Sandhofer Strasse 116, D-68305 Mannheim).

T3 és T4 meghatdrozds: A pajzsmirigy altal termelt és szekretalt trijod-thyronin (T3),
valamint thyroxin (T4) a keringésbe keriilve fontos szerepet jatszanak az anyagcsere
szabalyzasaban, befolyasoljdk a sziv- és érrendszer miikodését, a novekedést és a
csontanyagcserét, és fontosak az ivarmirigy-funkciok és az idegrendszer normalis
fejlodéséhez (88). Mindkét hormon legnagyobb részben fehérjékhez kotédve szallitodik
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 biologiailag aktiv, szabad
formaban (fT3, fT4) (89). Ezen szabad hormonok szintjének meghatarozasa fontos
szereppel bir a pajzsmirigybetegségek allapotanak kovetésében. Mérésiikhoz az Elecsys
FT3 I1l, valamint Elecsys FT4 Il kit-et hasznaltuk (Roche Diagnostics GmbH,
Sandhofer Strasse 116, D-68305 Mannheim).
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e TSH receptor elleni autoantitest meghatdrozdas: GD-ben a pajzsmirigy talmiikodést
jellemzden a TSH receptor (TSHR) elleni autoantitestek okozzak, és ezeknek a TSHR-
antitesteknek (TRAb) a mérése fontos eszkoz a betegség diagnozisaban és kezelésében
(90). Mérését Elecsys Anti-TSHR kit segitségével végeztiik (Roche Diagnostics GmbH,
Sandhofer Strasse 116, D-68305 Mannheim).

o Tiroglobulin elleni antitest meghatarozas: A tiroglobulin nagyméreti glikoprotein,
melynek szintézisét és felszabadulasat a TSH szabalyozza (91). A tiroglobulin elleni
antitestek meghatarozasat foként autoimmun pajzsmirigybetegségek gyanuja esetén
alkalmazzak. Méréséhez a LIAISON® Anti-Tg Kit-et hasznaltuk (DiaSorin S.p.A. Via
Crescentino snc - 13040 Saluggia (VC) — Italy).

4.2.3. 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 jelentkezhet (92). Az exophthalmus mértékének meghatarozasara a Hertel-féle
exophthalmometert hasznéljuk. Az eszkdz a cornea €s a csontos orbita lateralis pereme kozotti
tavolsagot adja meg milliméterben kifejezve. Rasszonként valtozik a normal értéke, a kaukazusi
populacioban 20 mm a felsé hatdr, mig afrikaiakban magasabb, az dzsiaiak korében pedig
alacsonyabb (93, 94). A protrusio mértéke nagy egyéni valtozatossagot mutathat, ezért
figyelembe kell venniink az adott beteg kezdeti Hertel értékét, és amennyiben nem

rendelkeziink ilyen adattal, a populacios atlagtol vald 2 mm-es eltérést javasoljak a diagndzis
felallitasahoz (95).

Az EOP aktivitasanak megitéléséhez a Clinical Activity Score besorolast alkalmaztuk, melynek
felméréséhez réslampas vizsgalatot végeztiink (2. tablazat). A pontok meghatarozasa a négy
klasszikus gyulladasos jel szemészeti tiinetei alapjan torténik. Orbitanként vizsgaljuk, hogy a
tiinetek koziil mennyi van jelen. Ha a beteg CAS pontszdma 3 vagy annal nagyobb, akkor az

immunologiailag aktiv betegségre utal (35).
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Kezdeti CAS pontszam (1-7)

Fajdalom 1 | Szem mogotti fajdalom, nyomdsérzés az elmult 4 hétben

2 | Fajdalom felfelé, oldalra, vagy lefelé tekintéskor az elmult 4

hétben
Vorosség 3 | A szemhéjak vorossége
4 | A conjunctiva diffaz vordssége legalabb 1 quadranst érintve
Duzzanat 5 | A szemhéjak duzzanata
6 | Chemosis

7 Duzzadt caruncula

1-3 hénapos kontrolll alkalmaval végzett vizsgalat (8-10)

Megromlott funkcié | 8 | Exophthalmus ndvekedése >2mm

9 | A szemmozgéasok barmely irdnyba tortént > 5 fokos

besziikiilése

10 | A visus > 1 vonallal torténé csokkenése a Snellen tablan

(stenoplyukat hasznalva)

2. Tablazat: A Clinical Activity Score (CAS) értékének meghatarozasa

4.2.4. Perinatologiai vizsgalatok

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

titemet lathattunk a kontroll ultrahang vizsgalatok soran.

A beteg laboratoriumi eredményeit, valamint szemészeti vizsgalati eredményeit 6sszefoglalva

a 3. és 4. tablazat tartalmazza.

Gesztacios hét STSH (mU/L) fT4 (pmol/L) fT3 (pmol/L) Thiamazole
(mg/nap)
33 <0,005 40,9 18,1 30+20
34 - 31,9 12,9 15+15
36 <0,005 29,1 11,3 15+15
38 <0,005 29,5 9,6 15+15
Post partum 6. nap <0,005 44,0 19,3 30+20

3. Tablazat: Hormonszintek €s gyogyszeradagok; sTSH referencia tartomany: 0,4-4,2 mU/L; fT4 referencia
tartomany: 12-22 pmol/L; fT3 referencia tartomany: 3,1-6,8 pmol/L
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Gesztacios hét

Hertel (mm)

CAS (o.d./o.s.)

Vizus (0.d./0.s.)

33 28-21/90 6/0 0,6/1,0
38 26-18/90 5/0 0,8/1,0
Post partum 3. nap 26-18/90 4/0 1,0/1,0

4. Téablazat: Szemészeti vizsgalatok; CAS: Clinical Activity Score

5. Eredmények

5.1. A dohanyzas ujabb tipusai hatasanak vizsgalata endokrin orbitopathiaban

5.1.1. Magasabb (50%) koncentracidoju CIG fiistelegy hatasa az orbita fibroblastokra

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

Kezdetben magas

CIG-koncentraciot

(50%)

hasznaltunk. Kisérleteinkben

annak

megfigyelésére torekedtiink, hogy a HA szekrécioja és az OF-ok metabolikus aktivitasa

Osszefiigg-e a RT-CES modszerrel mért Cl-vel. Az optimalis sejtsiiriiség azonositasahoz

eldszor az RT-CES késziilékkel hat kiilonbozd OF-stirtiségnél vettiik fel a Cl-gorbéket. E mérés

alapjan (4. abra), az Osszes tovabbi kisérletben a sejtszamot lyukanként 10 000-ben hataroztuk

meg, ¢és 200ul-ben szélesztettiik a sejteket.
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4. dabra: Az optimalis sejtsiirtiség meghatdarozasa RT-CES mérésekhez. A sejteket 250, 500, 1000, 5000, 10 000
és 20 000 darabos stiriiségben vizsgaltuk. Ebben a 168 ords kisérletben a 10 000 sejt/lyuk siiriiségii bizonyult
optimdlisnak (kék gorbe)

Ahogy az 5. abran lathato az EOP sejtek alap CI értékei jelentésen kiilonboztek a kontroll
sejtekétdl (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 tet6zott. 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).

27



Cell index

@'}‘ ﬁ%«*@“"‘ mﬁr&" o qr" *'P'- 2 1?

'ﬁ'qﬁf;b\“t‘ﬁ’\&& 1"';&:;&
ﬁ‘*b"@é“-\"’\"@@-ﬁ-{k .ﬁ.ﬁ@.ﬂ. ,.;, “r‘uﬁ Co:

FE T T T v! ﬂ:ﬁﬂs}"?a" ol v&’“ﬂm“

Idé (hh:mm:ss)

EOP KONTROLL

5. dbra: Sejt Index (Cl) értékek osszehasonlitasa. A FE-vel nem kezelt EOP sejtek maximadlis CI értéke 3,3

volt, a FE-vel nem kezelt kontroll sejteké 2,79 a vilasztott 10000 sejt/lyuk stiriiség mellett.

Amint az 6. abran lathato, a kontroll sejtek nem reagaltak az 50%-0s CIG-re (p=0,46); a kontroll
OF-0ok Cl-je nem nétt a kitapadast kovetéen és a kezelés nem okozott novekedést a Cl-
szintekben. A maximalis CI-t (Cl = 3,00) 29 6ranal érték el a sejtek. Az EOP OF-k masképp
viselkedtek, a sejtek kitapadasa koriilbeliil 4-6 orat vett igénybe, és a kezelt EOP OF-ok Cl-
értéke jelentdsen megndtt a kezeletlen EOP OF-okéhoz képest (p<0,0001). A maximumot 6
oranal érték el (CI = 5,53). Ezt kdvetden, gyors csokkenést figyelhettiink meg, a Cl-értékek a
60. orara a kezeletlen EOP OF-ok szintjére csokkentek.
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6. dbra: Az 50%-os CIG fiistelegy hatisa a CI-re. (A) Kontroll OF, (B) EOP OF sejtek. Az EOP sejteknél
emelkedést lathatunk a CI értékekben, a kontroll vonalon viszont nem tapasztaltunk viltozast a kezeletlen OF-

hoz viszonyitva.
A metabolikus aktivitas mérése (50%) koncentracioju CIG fiistelegy mellett

A metabolikus aktivitas tekintetében (7. abra) az EOP és a kontroll sejtek eltéré modon
viselkedtek. A kezelés 24. és 48. orgjaban a CIG-vel kezelt sejtek metabolikus aktivitasa
szignifikansan alacsonyabb volt a FE-vel kezeletlen sejtekhez képest (mind a 24 6ras EOP OF
esetében p<0,03; mind a 48 6ras p<0,01; mind a kontroll OF esetében 24 o6ranal p<0,01; 48
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oranal p<0,01). Nem talaltunk kiilonbséget a CIG kezelés metabolikus aktivitasra gyakorolt
hatasdban a 24 oOra és 48 ora elteltével mért eredmények kozott (p=0,07). A 60. draban 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 ora elteltével a CIG kezelt
vonalak mar szignifikansan magasabb aktivitasi ratat mutattak, mint a kezeletlen sejtek (EOP

p=0,001; kontroll p=0,004).
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7. dbra: 50%-o0s CIG fiistelegy hatasa a metabolikus aktivitasra EOP és kontroll OF-kon. 100%-nak vettiik a
kezeletlen sejtek metabolikus aktivitasat, az eredményeket a kezeletlen sejtekhez viszonyitott szazalékos aranyban
fejeztiik ki. * p < 0,.03; ** p < 0,02; *** p < 0,005.
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Hialuronsav termelés (50%) koncentracioju CIG fiistelegy mellett

A CIG kezelés mind a kontroll, mind az EOP sejtek HA-termelésének névekedését okozta az
Osszes vonalon, minden mért idépontban (EOP p<0,002; kontroll p<0,04). Az EOP és kontroll
(8. abra). A HA-termelés nem kiilonbozott az EOP és a kontroll fibroblastoknal, sem a
kezeletlen, sem a FE-vel kezelt kultirakban (kezeletlen p=0,99, 24 6ra p=0,95, 48 6ra p=0,87,
72 6ra p=0,67).
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8. dbra: Az 50%-os CIG fiistelegy hatisa a HA termelésre EOP és kontroll OF-kon. 100%-nak vettiik a kezeletlen
sejtek HA termelését, az eredményeket a kezeletlen sejtekhez viszonyitott szazalékos aranyban fejeztiik ki. * p <
0,02.
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5.1.2 Alacsony koncentracioju (1%) fiistelegyek hatasa az orbita fibrolastokra

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

cyey

0s) fiistelegynek tettiik ki, amely koriilbeliil napi 8 szal elszivott cigarettanak felel meg. Ebben
a koncentracidban mind a CIG, a HTP, valamint az ECIG kivonatokat megvizsgaltuk az 6sszes

OF kulturaban. Az eredmények a 5. tablazatban lathatdak.

A FE-vel nem kezelt kontroll sejtek (9. abra) gyors névekedést mutattak, majd 8 ora elteltével
elérték a cstucsértékiiket (C1=2,79). Ettél a ponttol kezdve a gorbe platdszerii lefutast mutatott,
az értékek 2,47 és 2,78 kozott valtakoztak. A CIG fiisteleggyel kezelt kontroll sejtek hasonld
értékeket mutattak, mint a kezeletlen kontroll OF-k, a legmagasabb CI érték 2,62 volt és a CI
értékeik gorbéje hasonlo 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 hasonldan 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).

A FE-vel nem kezelt EOP sejtek Cl-értékei a letapadast kovetden lapos gorbét mutattak, 2,75
¢s 3,3 kozott valtakoztak (9. abra). A FE expozicid utan jelentdsen eltérd gorbéket lattunk. Az
5,5 oéranal bekovetkez6 letapadast kovetéen a CIG-el kezelt EOP sejtek Cl-értékei szintén egy
tobbnyire lapos gorbét kovettek, csticspontjukat 9 6randl érték el (CI=5,38); a HTP és ECIG
kezelt EOP sejtek hasonlé viselkedést mutattak, gorbéjiik platoszerii volt, de a C1G-el kezelt
sejtekhez képest magasabb értékeket értek el az adhéziot kovetéen. ECIG kezelt EOP sejtek 7,5
6ranal (CI=6,33), a HTP kezelt EOP vonalak pedig 7 6ranal (CI=6,25) érték el a csticsot. A
CIG-re, HTP-re és ECIG-re adott sejt indexben kifejezheté valaszok kiilonbozéek voltak
(p<0,0001).
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94. abra: Az 1%-os CIG, HTP, ECIG fiistelegy hatisa a CI értékekre (4) kontroll, (B) EOP OF-kon. Az dsszes
fiistelegy jelentds emelkedést okozott a CI értékekben EOP sejteknél, mig a kontroll sejtek kevésbé voltak érintettek.
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50% CIG 50% CIG 1% CIG 1% HTP 1% ECIG 1% CIG 1% HTP 1% ECIG Untreated

Untreated

kontroll EOP EOP EOP EOP kontroll  kontroll  kontroll EOP kontroll
8h 2,05 5,44 5,30 6,11 6,24 2,04 2,08 2,63 2,75 2,79
16 h 2,76 4,41 5,15 5,88 6,02 2,48 2,67 2,43 2,55 2,90
24 h 2,90 4,26 5,09 5,86 6,01 2,57 2,88 2,82 2,55 3,00
32h 2,99 4,14 5,24 5,84 6,12 2,47 3,31 2,93 2,64 3,12
48 h 2,90 3,69 5,20 5,91 6,19 2,52 3,15 3,34 2,69 3,08
60 h 2,71 3,23 5,20 6,02 6,22 2,49 2,89 3,21 2,69 3,16
72h 2,56 3,11 5,24 6,11 6,24 2,37 2,62 3,01 2,71 3,26

5. Tablazat: Meghatarozott idépontokban mért CI értékek az sszes OF vonalon

Metabolikus aktivitas mérése alacsony koncentracioju (1%) fiistelegyek mellett

Az 1%-0s HTP-vel, ECIG-vel ¢és CIG-vel végzett kezelésnél 24, 48 és 72 ora utan sem volt

szignifikans kiilonbség az anyagcsere-aktivitasban a FE-kezelt OF vonalakon &sszehasonlitva

a kezeletlen sejtekkel (10. abra). A kezeletlen EOP és kontroll sejtek metabolikus alapaktivitasa

szintén nem kiilonbozott. Az 50%-0s CIG-kezeléssel ellentétben (amely a fenti 7. abran

lathato), az 1%-0s HTP, ECIG és CIG nem volt hatassal a metabolikus aktivitasra (p=0,9)

Metabolikus aktivitas valtozasa (FE-kezeletlen aranyaban(%))

200

1501

1004

50

24h HTP  48h HTP

72h HTP 24h ECIG 48h ECIG 72h ECIG

Hl EOP

[ KONTROLL

24h CIG  48h CIG

72h CIG

5. dbra: Metabolikus aktivitas EOP és kontroll OF-kon, 1%-os CIG, HTP, ECIG kezelés utan. Ezen alacsony
koncentrdacional nem talaltunk eltérést a metabolikus aktivitisban a kiilonbozé sejtek kozott. 100%-nak tekintettiik
a kezeletlen sejtek metabolikus aktivitdsat, az eredményeket a kezeletlen sejtekhez viszonyitott szazalékos aranyban

fejeztiik ki.
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Hialuronsav termelés alacsony koncentraciéju (1%) fiistelegyek mellett

A hialuronsav termelésében sem talaltunk kiilonbséget az EOP és kontroll OF-oknal 1%-o0s FE
kezelést kovetéen a kezeletlen OF-k értékeihez viszonyitva (11. abra). Minden sejtvonal
hasonldan viselkedett ebben a tekintetben, fiiggetleniil attol, hogy beteg vagy kontroll orbitabol
szarmaztak-e (p=0,83). Az 1%-0s FE nem volt hatassal a vizsgalt sejtek HA termelésére sem

24 éraval, sem 48 oraval a kezelés utan (p=0,14).
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6. dbra: 1%-os CIG, HTP, ECIG kezelés hatasa az EOP és kontroll OF-k HA termelésére. 100%-nak vettiik a
kezeletlen sejtek HA termelését, az eredményeket a kezeletlen sejtekhez viszonyitott szazalékos aranyban fejeztiik
Ki.

5.2. A terhesség hatasa az endokrin orbitopathia kialakulasara
Vizsgalatunk soran GD-vel, majd EOP-val szovodott terhességet kovettiink, mely soran a

varttal ellentétes klinikai kép hatterének, pathogenesisének tisztazasara torekedtiink.

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

trimeszterben ujonnan kialakult EOP betegséget.
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A paciens anamnézisében nem szerepelt korabban pajzsmirigybetegség. A hyperthyreosist

héaziorvosa diagnosztizalta a terhesség 20. hetében.

Laborleletei ekkor a kovetketéképp alakultak: TSH 0,01 mU/L (referencia tartomany: 0,4-4,2
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
legkozelebb a teriiletileg illetékes endokrin szakrendelésen, a laboreredményekben tovabbra is
hyperthyreosis jelei mutatkoztak, mely miatt thyreosztatikus terapiat (thiamazole) inditottak.
Egyéb ismert betegségrol nem szadmolt be, kordbban nem voltak pajzsmirigy problémai és
terhesség el6tti laboreredmények nem élltak rendelkezésre. Mindharom terhessége természetes
uton fogant, eldzd két gyermekét csiszarmetszéssel hozta vildgra térardnytalansdg miatt.
Anamnézisébdl kiemelendd, hogy naponta 20 szal cigarettat szivott, melyet a terhesség alatt

sem hagyott el.

Klinikankon eldszor a 33. terhességi héten jelentkezett, fObb panaszai a jobb oldali
exophthalmus, csokkent és fajdalmas szemmozgasok, valamint a csokkent vizus voltak (4.
tablazat). Elmondasa szerint az elsé tiinete, az exophthalmus a terhesség 14. hetén jelentkezett
jobb szemén. Felvételkor a TSH és pajzsmirigyhormon szintek még tovabbra is a hyperthyreoid
tartomanyban voltak (3. tablazat). A TRAD érték 2,4 U/L (referencia tartomany:< 1 U/L), az
anti-thyreoglobulin antitest szint 1324,0 1U/ml (referencia tartomany < 60 1U/ml.) voltak. Az
aktualis ajanlasok (96) ellenére metimazol indult 50 mg/nap doézisban, mivel a stlyos
hyperthyreosis jelentosen novelte a korasziilés kockazatat, emellett a harmadik trimeszterben a
metimazol mar nem birt magzatkarositd kockazattal. Harom nap utan a metimazol dozisat 30
mg/napra csokkentettilk. A szemészeti vizsgalatok ekkor tovabbra is jelent6s jobb oldali
exophthalmust mutattak, besziikiilt és fajdalmas szemmozgasokkal. A latasélesség 0,6 volt a
jobb szemen ¢€s szemh¢j oedema is jelen volt ezen az oldalon. Az exophthalmus mértéke 28/21
mm volt 90 mm-es alap mellett Hertel vizsgalattal (a normal hatarérték 20 mm). Az EOP
allapotat sulyosnak itéltilk meg az EUGOGO osztalyozas alapjan (97), 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 szemészeti vizsgalatokon a vizus, a CAS érték és az
exophthalmus javul6 tendenciat mutatott (4. tablazat), habar a szem mogotti fajdalom, valamint
a szemmozgaskor jelentkez6 fajdalom és a szemhéjoedema még jelen voltak. Mivel nem alakult

ki latast veszélyeztetd EOP, igy a magas dozisu kortikoszteroid terapiatol eltekintettiink.
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Betegiink a 39. héten egészséges, 3170 grammos ledny ujsziilottet hozott a vilagra
csaszarmetszéssel. A sziilészeti munkacsoport a szakmai iranyelvek alapjan, az EOP és a
fennallo térardnytalansdg miatt is a csdszarmetszés mellett dontottek. Az 0jsziilott nem mutatta
a pajzsmirigy-alulmtikodés klinikai jeleit, és a 3. napi TSH szintje is az 0jsziilott referencia
tartomanyban volt. Az anya pajzsmirigyhormonszintjei a sziilés utan emelkedni kezdtek; a
thiamazol adagjat ennek megfeleléen modositottuk, bisoprolollal kiegészitve. Szempanaszai a
csdszarmetszést kovetd napon lényegesen javultak, a CAS csokkent, és a latidsélesség
normalizalodott (4. tablazat). Az exophthalmus, a szemhéj- és kotOhartya-vorosség, valamint a
szemhéj- és a caruncula duzzanata a sziilés utani 3. napon is jelen voltak (12. abra). A
tovabbiakban MRI vizsgalatot terveztiink, melybe a péciens nem egyezett bele. Tovabba
eléjegyeztiik thyreoidectomia miitétre is, melyre azonban nem jelent meg, ahogy a késébbi
kontroll vizsgalatkora sem, igy az Gjszilott és az anya késobbi allapotarol nem tudtunk

informaciot nyerni.

vy

12. dbra: A beteg szemei a 3. post partum napon. Jobb oldalon még jelen volt az exophthalmus, a visus viszont
mar 1,0 volt
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6. Megbeszélés

6.1. A dohanyzas ujabb tipusai hatasanak vizsgalata endokrin orbitopathiaban

Az orbita fibroblastok kiilonb6z6 immunoldgiai folyamatok célpontjai lehetnek GD-ben, az
autoimmun folyamat hatasara a sejtek miikddése megvaltozik, olyan folyamatok sorozatat
inditva el, melyek az orbita kotdszovetes térfogatanak megnovekedéséhez és az EOP tipusos
klinikai képének kialakulasahoz vezetnek (13). Az OF-k nagy mennyiségii HA-t termelnek
bizonyos cytokinek jelenlétében (13), és érett adipocytava képesek differencialédni, melyek
nagyobb szamu thyrotropin receptor expresszalasara is képesek mint a fibroblastok (20, 98).
Sejtszintii valtozasok vezetnek az EOP betegek jellegzetes klinikai tiineteinek kialakulasahoz,
amely magaban foglalja az extraocularis izmok megnagyobbodasat és az orbitalis kdtészovet
expanziojat. Mas helyekr6l szarmazo6 fibroblastokkal Osszehasonlitva az OF-k fokozott
gyulladdsos reakciot mutatnak (81). A dohanyzas az EOP kialakuldsanak egyik {6
rizikdtényezdje €s pozitiv korrelacid figyelhetd meg a naponta elszivott cigarettak szama és a
betegség sulyossaga kozott (59). A hagyomanyos dohanyzas alternativai a kozelmultban
kertiltek bevezetésre; az ECIG és a HTP egyre nagyobb népszeriiségnek drvendenek. Azonban
ezen Uj tipusi dohanytermékeknek az EOP lefoly4sara gyakorolt hatdsairol nem all
rendelkezésre adat, igy azt még nem ismerjiik, hogyan befolyasoljak a betegség pathogenezisét.
Klinikai tapasztalatunk, hogy egyes EOP betegeknél, akik nem tudtak lemondani a
dohanyzasrol, az EOP szubjektiv és objektiv tiinetei mérseklddtek a dohdnyzas HTP formajara
valtasa utan. Ezen tapasztalat alapjan vélasztottuk a kisérletsorozatunk alapjaul a kiilonb6z6
dohdnytermékek vizsgalatat orbita fibroblast sejttenyészeteken. Célunk volt, hogy
megvizsgaljuk az egyes dohanyfiist termékek (CIG, HTP, ECIG) hatasat. Laboratoriumi
modszernek egy 1), rendkiviil szenzitiv technikat (RT-CES) valasztottunk, Osszevetve
hagyomanyos modszerekkel (MTT teszt a metabolikus aktivitas vizsgalatara, valamint ELISA

a hialuronsav termelés meghatarozasara).

A RT-CES technologiat, mint mérési modszert a sejtbioldgidban mar tobb teriileten
alkalmazzak, példaul a sejtproliferacio- (85, 99), sebgyogyulas- (100), citotoxicitas
meghatarozasa (86, 101, 102), valamint a daganatos sejtek kutatasanal (103). Ezzel a
modszerrel leirhatd a CI, amely becslésként szolgal a proliferacido és metabolikus aktivitas
meghatarozasara, az eljarast legtobbszor immortalizalt sejtvonalakon alkalmazzak (86, 104).

Bagnaninchi és munkatarsai zsirszovet eredetii 6ssejtek differencialodasat vizsgalta (105),
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Yalcin és munkatarsai pedig kiilonb6z6 haemostaticumok cytotoxikus hatasat vizsgalta gingiva
eredetll fibroblastokon (105, 106). A technika el6nye, hogy id6fiiggd, amely lehetové teszi,
hogy valds idében elemezziik a fiistkivonatok hatasait az orbita fibroblastokon. Tanulmanyunk
célja az volt, hogy megvizsgalja az OF-k sejtvalaszat in vitro a hagyomanyos cigarettdk és a
EOP és pajzsmirigybetegségben nem szenvedd kontroll betegekt6l nyertikk. Tudomasunk
szerint ez az els6 olyan tanulmany, amely a CIG, a HTP és az ECIG termékek hatasat vizsgalja
az EOP és kontroll betegekbdl szarmazé orbita fibroblastokon, és ez az els6 alkalom, amikor

valos idejli impedanciameghatarozast alkalmaznak ezen sejttipuson.

Az els6é kisérletsorozatban a hagyomanyos cigarettafiist-kivonat hatdsat vizsgaltuk magas
koncentracioban (50%) az EOP és kontroll OF-kon. A vizsgalat célja a magas koncentracional
részben annak megallapitasa volt, hogy az RT-CES moédszerrel detektalunk-e valtozast az EOP
fibroblastokon, valamint, hogy az 0j moddszer eredményeit Osszevessiik a hagyomanyos

labortechnikékkal mérhetd és vart eredményekkel.

A kontroll OF-k nem reagaltak az 50%-0s FE-kezelésre, azonban az EOP OF-k masképp
viselkedtek. A kezelt EOP OF-k Cl-értéke jelentésen nétt a FE-mentes EOP OF-okhoz képest.
kivonatokat hasznaltunk (59). Az eredmények a vartnak megfeleléek voltak, azonban a
toxicitason kiviil egyéb folyamatokat is sejtetnek a hattérben. A vizsgalatunk elsé 72 oraja alatt
megfigyelt valtozasok arra engednek kovetkeztetni, hogy azon fibroblastok, amelyek talélték a
EOP OF miikodését a kontrolloktol eltéréen befolyasoljak. Elemeztiik az RT-CES altal mért CI
értekeket és Osszehasonlitottuk az MTT-teszt eredményeivel a metabolikus aktivitas
értékeléséhez. A kezelt és a kezeletlen OF-ok HA-termelését szintén elemeztik, igy
kovetkeztetve a fibroblastok anyagcseréjében bekovetkezett valtozasokra. Az MTT- és HA-
méréseket 24, 48 és 72 oOra elteltével végeztiik, mig az RT-CES 72 6ran keresztiil folyamatos
adatokat szolgaltatott és ezen mérések eredményeit hasonlitottuk Ossze. A kezelés 24. és 48.
Orajaban az anyagcsere-aktivitas a C1G-vel kezelt sejtek esetén szignifikansan alacsonyabb volt
a kezeletlen sejtekhez képest (EOP ¢és a kontroll: 24 6ra p<0,001; 48 6ra p<0,0001). A 60. érara
a kiilonbség a metabolikus aktivitasban a FE kezelt és FE-vel nem kezelt sejtek kozott eltiint az
Osszes sejtvonalon (EOP p=0,3; kontroll p=0,63). 72 ora elteltével a CIG-kezelt vonalak
metabolikus aktivitasa szignifikansan magasabb volt, mint a kezeletlen sejteké (EOP p=0,007;

kontroll p=0,012). Feltételezziik, hogy a kezelt sejtek 72 oranal megfigyelheté metabolikus
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aktivitas novekedése a CIG mérgezd vegyiileteinek a kdzegben torténd lebomlasa miatt alakult
ki, ami lehet6vé tette a sejtek szamanak novekedését. A proliferacio az OF-ok esetén fiigg a
sejtstirliségtol (107). Az EOP és kontroll sejtek az 50%-os CIG kezelésre egy allando jellegd,
kétszeres HA termeléssel reagaltak, amely 6sszhangban van a dohanyzas betegségre gyakorolt
hatasaival és a klinikai képpel. Az 50%-os CIG fiistelegy hozzaadasa utan az EOP és a kontroll
sejtek eltérden viselkedtek a Cl-értéket tekintve, a CIG-kezelt sejtek metabolikus aktivitasa az
elso 48 oraban jelentdsen alacsonyabb volt, mint a kezeletlen sejteké, azonban 72 ora elteltével
a ClG-kezelt fibroblastok aktivitdisa mar megeldzte a FE kezelés-mentes vonalakét. Az EOP és
reagaltak. Ezzel szemben ezen sejtvonalak Cl-je a sejtek eredetétdl fiigg (9. abra). A CIG kezelt
EOP sejtek esetén a CI gyors novekedése, majd az azt kovetd folyamatos csokkenés a nagy FE
koncentracid toxikus hatasara vezethetd vissza. Ez okozhatta a sejtek elpusztulasat és az
elektrodakrol vald levalasat, ami a CI megvaltozasahoz vezetett. Ugyanez a toxikus hatas
okozhatta az MTT-tesztben észlelt csokkenést az elsé 24 oraban. A 72. orara a metabolikus
aktivitas megemelkedett a CIG flistelegy kezelt EOP és kontroll sejteken. Mivel a magas (50%)
koncentraci6 toxikus lehetett a sejtek szamara, és csOkkentette a metabolikus aktivitast, a
masodik kisérletsorozatban egy alacsonyabb (1%-o0s) koncentraciot alkalmaztunk, amely napi
8 szal cigaretta elszivasanak felel meg. Bar az 1%-0s CIG fiistkivonat valoban elhanyagolhato
hatast gyakorolt a kontroll OF-kra, mégis azt feltételezziik, hogy nem volt toxikus ebben a

koncentracioban.

Az RT-CES figyelemre mélto kiilonbséget mutatott ki az 1%-os HTP, ECIG ¢és CIG kezelés
hatasaban az OF-kon. Az OF-ok eredetétdl fiiggben kiilonboz6 valaszokat kaptunk, az EOP
fibroblastok érzékenyebbek voltak a fiistelegyekre, és ez az érzékenység fliggott a felhasznalt
fiistelegy tipusatol is. Minden tesztelt fiistelegy egyértelmii véltozast eredményezett a CI
értékekben az dsszes sejtvonalon. Azonban amikor 1%-os HTP, ECIG és CIG eleggyel tortént
a kezelés, sem az EOP, sem a kontroll OF-k esetén nem talaltunk kiilonbséget a metabolikus
aktivitasban, valamint a hialuronsav termelésben sem, amely jelzi az RT-CES technika
érzékenységét. Az RT-CES eredmények alapjan az ECIG okozta a legnagyobb valtozast az
EOP sejteken (9. abra). A HTP Kisebb valtozasokat okozott a Cl-ben és a CIG kezelésre
reagaltak a legkevésbe a sejtek az EOP csoportban. A FE-vel nem kezelt EOP sejtek a
kozépmezonyben helyezkedtek el, kisebb Cl-t mutattak a kezelt csoportokhoz képest. A
kontroll sejtek esetében az 1%-os HTP, ECIG ¢és CIG kisebb kiilonbséget okoztak a CI-ben, de
az még igy is szignifikans volt (10. abra). Mindegyikiik CI értéke kisebb volt a kezelt EOP
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vonalakhoz képest, €s aktivitasuk hasonld volt. Mig a CI-értékek a sejtaktivitds 1idofiiggo,
dinamikus valtozasat mutatjdk 1%-os CC, HTP és ECIG koncentracié mellett, addig a
metabolikus aktivitasra és a HA-termelésre nem volt jelentés hatassal ez a koncentracio (10. és

11. abra).

Vizsgalatunk egyik limitalo tényezéje egy viszonylag 0j modszer, az RT-CES technika
hasznalata. Tovabba, jelenleg még nem tisztazott, hogyan tudjuk leforditani eredményeinket a
mindennapi gyakorlatra. In vivo tobbféle szisztémas és lokalis tényez6 egyszerre van jelen a
szemiiregben, beleértve az immunologiai és endokrin folyamatokat, a megnovekedett nyomast
¢és az egyedi szoveti struktarat. Az orbita fibroblastok csak az egyik lehetséges célpontok az
EOP pathogenezisében. Osszefoglalva, a harom kiilonbdzd fiistkivonat alacsony
koncentracidban befolyasolta az EOP és a kontroll OF-k RT-CES-sel mért CI-jét, amely
koncentraci6 még nem idézett el valtozasokat a HA termelésben vagy metabolikus
befolyasolta az RT-CES mérésekkel, habar a HA termelés az EOP és kontroll sejtvonalakon is
emelkedett volt. Az RT-CES technika egy érzékeny modszer a dohanyfiistelegy okozta
valtozasok mérésére OF-kon. A HTP és ECIG flistelegy kiilonb6z6 hatassal birtak, mint a CIG
fiistelegy, melybdl arra kovetkeztethetiink, hogy a dohanyzas 11j fajtai mas hatassal lehetnek a
GD lefolyasara. Ez alatamasztja klinikai gyakorlatban tett megfigyelésiinket, miszerint egyes
betegek, akik nem hajlandbak lemondani a dohanyzasrél, annak alternativ formai eltér6en
befolyasoljak szemtiineteiket. Megkdzelitésiink egy alkalmas in vitro modell lehet az OF-k

viselkedésének vizsgalatara kiilonboz6 koriilmények kozott.

6.2. Terhesség hatasa az endokrin orbitopathia kialakulasara

A normal terhesség soran szamos élettani valtozas kovetkezik be (108). Mind a vorosvértestek
tomege, mind a plasmavolumen megnd, ezutdbbi folyamat kifejezettebb, igy fiziologids
haemodilutio jelenik meg. A pulzus és a perctérfogat megnd, az erek ellenallasa pedig csokken.
A gliikoztolerancia cs6kken, ahogyan az epekivalasztas is. Az Osztrogén €s progeszteron
szintek jelentdsen megemelkednek, az Osztrogén szazszor magasabb is lehet, mint a
menstruacios ciklus soran (108). A természetes 6l0sejtek (NK-sejtek) szama a normal szinten
van, azonban csokkent cytolytikus aktivitast mutatnak (109). A keringé plasmasejtek és B-
sejtek szama megtartott marad, csak gy mint az antitest valasz és antitest termelés is (110).
Habar a keringd T-lymphocytdk szamaban nincs jelentds valtozas, a CD4+ sejtek aranyaban

enyhe csokkenés figyelhetd meg terhesség soran, amely az immunaktivitds enyhiilését
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eredményezi (111). A regulatorikus CD4+, CD25+ T-sejtek, vagy Treg sejtek a Thl- és Th2-
tipusti folyamatok iranyitasaban jatszanak fontos szerepet. A Thl- tipust és a Th2-tipust
immunfolyamatok a sejtes €s a humoralis immunitasban vesznek részt (112). A terhesség korai
szakaban a Treg sejtek szdma gyors novekedést mutat, a csiicsat a masodik trimeszterben éri el
(113). Ezen sejtek képesek elnyomni a Th1- és Th2-tipusu reaktivitast is a foetalis alloantigének
ellen. A Thl klonok érzékenyebbek a Treg effektusokkal szemben, amely a Th2 klonok
tilsulyahoz vezet a Thl sejtes immunvalasszal szemben. A cytokin egyensuly igy elmozdul a
Thl sejtes aktivitas kedvezOtlen hatasai fel6l, amelyek abortuszhoz vezethetnek (114). A
fentiek miatt a Th1/Th2 sejtes aktivitdsban a terhesség fenntartasa szempontjabol fontos a
megfeleld egyensuly. A Treg sejtek szaméanak egyértelmii csokkenése figyelheté meg a sziilés
elotti hetekben. Az igy visszadllo terhesség elotti allapot eldsegitheti az autoimmun betegségek

fellangolasat a sziilést kovetden (115, 116).

A terhességnek Osszetett hatdsa van az autoimmun betegségek lefolyasara. A legtdbb ilyen
koérkép javulast mutat a varandossag soran, par kivétellel, igymint az SLE ¢és az 1-es tipust
diabetes mellitus, amelyek sulyosbodhatnak is (76, 78). A metimazollal kezelt, beallitott GD
betegeknél jelentkezhet stlyosbodas az elsd trimeszterben a hCG emelkedés okozta stimulalo
hatasnak koszonhetéen (117). A masodik trimeszterben a fizioldgias immuntolerancia miatt
javulas kovetkezik be. Azonban a sziilés utani idészakban, amikor az immunfunkcid visszatér
a normalis szintre, gyakran megfigyelhetd a visszaesés (118). Ezért, a betegség aktivitasanak
javulasara mind a Graves-Basedow-kor, mind az EOP esetén szamitani lehet terhesség soran.
Az EOP terhesség alatti lefolyasarol az irodalmi adatok szegényesebbek (119, 120). A GD és
az EOP kiilonboz0 lefolyast mutathat terhesség alatt. Egy vizsgéalatban 9 terhesség eldtt mar
ismert GD-ben szenved6 nébél 5-nél alakult ki enyhe orbithopathia varandossaga soran.
Masfeldl a mar meglévo betegségben szenvedd holgyek 70 szdzaléka valtozatlan szemészeti
statuszt, vagy javulast tapasztalt és csupan 30 szazalékuk szamolt be romléasrdl a post partum

idGszakban (121).

Vizsgélatunk targyat képezd esetben a GD és az EOP is a terhesség soran keriilt felismerésre.
Az EOP a 14. gesztacios héten jelentkezett, valamint a gravidanak nem voltak hasonl6 panaszai
a két korabbi terhessége alatt. A paciens megjelenésekor kifejezett EOP tiineteket lattunk, jobb
oldali talsullyal. A beteg orbitopathidjat az EUGOGO beosztés szerint kdozépsulyosnak itéltiik
meg, latast veszélyeztetd allapot nem allt fenn (34). Els6é vonalbeli kezelésként az euthyreoid
allapot visszaallitasa érekében gyodgyszeres terapia keriilt beallitasra. Thiamazole-t adtunk,

kezdetben 30+20 mg adagban naponta, majd egy hét elteltével naponta kétszer 15 mg-ot. A
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paciens a terhességet megel6zden, valamint annak soran is naponta koriilbeliil 20 szal cigarettat
szivott, bar figyelmét minden kezeldorvos felhivta a dohanyzas felfiiggesztésének fontossagara.
A dohanyzas elhagyasa onmagaban javitja a szemtiineteket, illetve megléte rontja a kezelés
hatékonysagat (6). Ahogy a fent leirt kezelés hatasara a vizus és a klinikai kép javulasat

tapasztaltuk, eltekintettiink az immunszupressziv terapiatol.

Esetiinkben az EOP megjelenéséhez €s sulyosboddsdhoz a terhesség soran leginkabb az
ilyenkor jelentkezé hypervolaemia €és a vele 0sszefiiggd ¢lettani valtozasok vezethettek. Az
orbita szovetek térfogatanak kismértékii novekedése az EOP sulyosbodasat eredményezheti,
mivel a csontos ilireg barmilyen térfogatfeleslege emelkedett nyomashoz, a rectus izmok tovabbi
megnyulasahoz és a sinus cavernosusba torténd vénas elvezetés csokkenéséhez vezet (122). A
szlilés utan jelentkezd gyors térfogat redisztribucié magyarazhatja az EOP gyors javulasat. Az
nem ismert, hogy egyes esetekben miért csak féloldali exophthalmus alakul ki, a beteg
vizsgalatakor ki kell zarni az unilateralis el6fordulés egyéb lehetséges okait. Munkacsoportunk
(123) és masok is arra a kovetkeztetésre jutottak, hogy képalkotd eljarasokkal vizsgalva az
orbita folyamat még azokban az esetekben is kétoldali, amikor az egyik oldal teljesen
megkiméltnek tlinik a klinikai kép alapjan. MRI vizsgalatot terveztiink, melyet a sziilés utanra
halasztottunk Osszhangban az aktualis nemzetk6zi iranyelvekkel (124), azonban késébb

betegiink nem jelent meg az egyeztetett MRI vizsgalatra.

A vizsgalt paciens naponta 20 szal cigarettat szivott el a terhessége el6tt és az alatt. Az el6z6
két terhess€ge soran a napi elszivott cigarettak szdma nem ismert, azonban az egyre nagyobb
mennyiségben fogyasztott dohdnytermék az évek alatt ugyancsak 0sszefiiggésbe hozhatod az
EOP megjelenésével. Ezek mellett esetiink azért is tekinthetd szokatlannak, mivel a GD ¢és az
EOP nem korlatozta magat a terhesség soran, és egy hattérben fennallod pajzsmirigy mitkddési
zavar hozzajarulhatott a betegség fellangolasahoz. Vizsgalatunk limitald tényezdje, hogy sem
a tervezett MRI vizsgalatot, sem a tervezett kontroll vizsgalatokat nem tudok elvégezni az
alacsony beteg compliance miatt. A paciens alacsony tarsadalmi- és gazdasagi statusza
magyarazhatja eltiinését az egészségiigyi kontrollvizsgalatokrol, valamint a massziv

dohanyzast is terhessége soran.

A felismert esetben a Graves-Basedow-kor mellett az erds dohanyzas valamint a terhesség
soran jelentkezé a hypervolaemia egyiittesen jarulhatott hozza az EOP kialakulasahoz. A
harmadik trimeszterben észlelt romlas, kiilondsen a latasromlas valoszintileg a térfogattal, azaz
az oedemaképzodéssel fiigghetett Ossze, mivel a sziilés utdn a szemtiinetek gyorsan
visszafejlodtek, a vizus spontan javult mikdzben a dohanyzas intenzitasa valtozatlan maradt. A
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szemtiinetek tovabbi javuldsat a paciens egy telefonos konzultacié alkalmaval megerdsitette. A
GD-ben szenved6 varandos anyaknak a terhesség soran a szemtiinetek kovetésére van
sziikségiik, lehetdleg EOP gondozasaban jaratos centrumban. Megfeleld terapia mellett az
esetek 70%-aban sziilés utan javulas, vagy valtozatlan statusz varhatd, sziilés utan 6 honappal
azonban Ujabb relapszusra lehet szamitani, melyre kiilon fel kell hivni a paciensek figyelmét.
Ezen esetekben dontd az endokrinologus, a sziilész-ndgyogyasz €s a szemész hatékony
kollaboracidja. Fontos hangstlyozni, hogy az ilyen betegek kezelése olyan centrumokban

torténjen, ahol a tarsszakmak kozott biztositott a hatékony kollaboracio.

A prekoncepcionalis és a varandosgondozas kiemelt feladata, hogy a hyperthyreosisban
szenvedd gravidak edukdcioja kitérjen a dohdnyzas okozta egészségkarositdo hatds mellett az

EOP megjelenésének fokozott veszélyére is.

7. Uj eredmények

7.1. Uj eredmények — A dohanyzas tijabb tipusai hatisanak vizsgalata endokrin
orbitopathiiaban

1. Az RT-CES modszer alkalmasnak bizonyult a kiilonb6z6 kornyezeti tényezok orbita
fibroblastokon torténd tanulmanyozasara. Kell6en érzékeny modszernek bizonyult ahhoz, hogy

crer

lehet a kotdszovetben lejatszodo folyamatok pontosabb vizsgalatara.

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

fibroblastok viselkedésében.

crer

3. Igazoltuk, hogy magas koncentracioji CIG fiistelegy hozzaadasa esetén az EOP és kontroll
fibroblastok viselkedése eltér6. A magasabb koncentracioju CIG fiistelegy mellett az EOP OF-
k magasabb CI értékeket mutatnak. Ez alatdmasztja a dohdnyfiist szerepét az EOP

pathogenezisében.

4. Az 50%-os CIG fiistelegy kezelésre mind az EOP, mind a kontroll fibroblastok fokozott HA
termeléssel reagaltak, amely 6sszhangban van a betegség feltételezett pathomechanizmusaval

¢s a klinikai kép kovetkezményes romlasaval.

5. Kutatasunk elsoként igazolta, hogy az uj tipusti dohanytermékek hatasara (ECIG, HTP) az
EOP fibroblastok viselkedése eltérd, mely aldtamasztja a feltételezést, hogy az alternativ
dohanyzasi formak kiilonboz6en hatnak a betegség lefolyasara, mint a hagyomanyos cigaretta

fist.
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7.2. Uj eredmények - Terhesség hatasa az endokrin orbitopathia kialakuldsira

1. A terhesség masodik és harmadik trimeszterében szédmitani kell a fennalld6 EOP
stlyosbodasara, annak ellenére hogy a Graves-Basedow-koros hyperthyreosis melynek

szovodményeként az EOP fellépett altalaban javulast mutat.

2. A terhesség alatt kialakuldo vagy romlé EOP esetén a dohanyzas elhagyasa dnmagaban a

szemészeti eltérés gyors €s jelentds javulasdhoz vezethet.

8. Osszefoglalas

A dohanyzas az EOP legjelentdsebb befolyasolhato rizikofaktora, valamint jelentds hajlamosto
tényezOként szerepel mind a 1égzdszervi-, mind a nem légzdszervi daganatos betegségek
kialakuldsdban. Amellett, hogy a dohanyosok korében gyakrabban fordul elé az EOP, a

betegség sulyossaga egyenes aranyban nd az elszivott cigarettak szamaval.

Napjainkban a hagyomanyos cigarettdk (CIG) mellett elterjedében vannak az alternativ
dohanyzasi formak, ugymint a hevitett dohanytermékek (HTP), vagy az e-cigarettak (ECIG).
Szerepiik az EOP pathogenezise szempontjabdl jelenleg még nem ismert. Klinikai
tapasztalataink azt mutatjak, hogy a dohanyzéasrdl lemondani képtelen paciensek korében a
hagyomanyos cigarettar6l a dohanyzas HTP formadjara torténd valtas kis mértékben a klinikai
tiinetek javuldsat eredményezte. Kutatdsunkban a fenti jelenséget szerettik volna

részletesebben megvizsgalni.

Vizsgélatunk Gjdonsaga a Real Time Cell Electronic Sensing technika (RT-CES). Ez a modszer
impedancia valtozas mérésével hatarozza meg a letapado kultaraban névekvo sejtek kinetikajat.
Dohanyfiistelegyeket hoztunk létre a fent emlitett dohdnytermékeket hasznalva, melyeket a

méréseknél az OF-hoz adtuk.

Az RT-CES modszer alkalmasnak bizonyult a kiilonb6z6 kornyezeti tényezOk orbita
fibroblastokon torténd tanulméanyozasara. Kelléen érzékeny modszer ahhoz, hogy detektalni
tudja a dohanyfiistelegyek okozta hatasokat a sejteken, igy alkalmas lehet a kotdszovetben
lejatszodo folyamatok pontosabb vizsgélatara. Kutatasunk elséként igazolta, hogy az 01 tipusu
dohanytermékek hatdsara az EOP fibroblastok viselkedése eltérd, mely aldtamasztja a
feltételezést, hogy az alternativ dohanyzasi formak kiilonbozden hatnak a betegség lefolyasara,

mint a hagyomanyos cigaretta fiist.
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Vizsgalni kivantuk az irodalomban ritkasagnak szamitd varandés holgy esetét, aki harmadik
terhessége sordn Ujonnan kialakult EOP miatt jelentkezett Klinikankon. Anamnézisében
pajzsmirigybetegség nem szerepelt és korabbi két terhessége sordn hasonld panaszok nem
jelentkeztek, egészséges ujsziilotteket hozott a vildgra. Terhessége soran folyamatosan

dohanyzott, mely nagyban hozzajarulhatott a szemtiinetek kialakulasédhoz.

A terhesség masodik és harmadik trimeszterében szamitani kell a fennallé6 EOP sulyosbodasara,
annak ellenére hogy a Graves-Basedow-koros hyperthyreosis melynek szovédményeként az
EOP fellépett altalaban javulast mutat. A terhesség alatt kialakuld vagy romlo EOP esetén a

dohanyzas elhagydsa 6nmagéaban a szemészeti eltérés gyors €s jelentds javulasahoz vezethet.

9. Summary

Smoking is the most important modifiable risk factor for thyroid associated orbitopathy (TAQO)
and a major predisposing factor for both respiratory and non-respiratory cancers. While TAO
IS more common among smokers, the severity of the disease increases in direct proportion to
the number of cigarettes smoked. Today, alternative forms of smoking, such as heated tobacco
products (HTP) or e-cigarettes (ECIG), are becoming more common in addition to traditional
cigarettes (CIG). Their role in the pathogenesis of TAO is currently unknown. Our clinical
experience shows that switching from traditional cigarettes to HTP in patients unable to quit
smoking resulted in a small improvement in clinical symptoms. In our research we wanted to

investigate this phenomenon in more detail.

A novel technique used in our study is Real Time Cell Electronic Sensing (RT-CES), which
determines the kinetics of growing cells in a scanning culture by measuring impedance changes.
Tobacco smoke extracts were generated using the aforementioned tobacco products, which

were added to the orbital fibroblasts for measurements.

The RT-CES method has been shown to be suitable for studying different environmental factors
on orbital fibroblasts. It is sensitive enough to detect the effects of tobacco smoke extract on
the cells and may therefore be suitable for a more precise study of the processes occurring in
connective tissue. Our study is the first to demonstrate that TAO fibroblasts behave differently
when exposed to new types of tobacco products, supporting the hypothesis that alternative
forms of tobacco smoke have different effects on disease progression than traditional cigarette

smoke.

We wanted to investigate the case of a pregnant woman, a rarity in the literature, who presented

to our clinic with a new-onset TAO during her third pregnancy. She had no history of thyroid
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disease and had no similar complaints in her previous two pregnancies, delivering two healthy
newborns. She smoked continuously during her pregnancy, which may have contributed to the

ocular symptoms.

In the second and third trimesters of pregnancy, an exacerbation of existing TAO should be
expected, although Graves-Basedow hyperthyroidism with complications of TAO usually
improves. In cases of TAO that develops or worsens during pregnancy, smoking cessation alone

can lead to a rapid and significant improvement of the ocular abnormality.
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