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1. A szolubilis CD4 szint valtozasa terhességben és posztpartum thyreoiditisben

A poszt-partum thyreoiditis olyan szervspecifikus autoimmun megbetegedés, amelynek
kialakuldsdban mind celluldris, mind humoralis immunpatologiai faktorok szerepet jatszanak.
Az autoantitestek koziil a pajzsmirigy peroxiddz enzim- és a thyreoglobulin elleni
antitesteknek tulajdonitanak diagnosztikus jelentdséget. A poszt-partum thyreoiditis az
ismételt terhesség utan kiujulhat, azonban napjainkig sincsenek megbizhat6é laboratoriumi
adatok a betegség recidivajanak eldre jelzésére.

A vizsgalatunk célja: a szolubilis CD4 és CD8 molekuldk mennyiségének meghatdrozasa a
terhesség alatt és sziilést kovetden azokban, akik korabban poszt-partum thyreoiditisben
szenvedtek. A tanulmany tovabbi feladata volt, hogy valaszt adjon arra a kérdésre, hogy
ezeknek a molekuldknak van-e jelentOségiik a betegség recidivdjanak eldre jelzésében. 48
beteget vontak be a vizsgalatba, akik korabbi sziilésiik utan poszt-partum thyreoiditisben
szenvedtek. A sziilést kovetden a 48-bol 24 esetben a betegség kigjult. A 24 esetbdl 20-ban
kovették a betegek legfontosabb klinikai és immunologai laboratériumi adatait a terhesség
elsd, masodik és harmadik trimeszterében, majd a sziiléseket kovetd elsd, harmadik és
hatodik honapban. A szolubilis CD4-, CDS szintek ¢és a pajzsmirigy elleni antitestek titerének
meghatarozasa ELISA modszerrel tortént.

A gyulladasos tlinetek kiajuldsaban rizikot jelentett, ha az anya dohanyzott és ha az 0jsziil6tt
fia volt. A szolubilis CD4 és a szolubilis CD8 egészséges nem terhes ndokben 18,4+2,4 U/ml,
ill. 363£54,6 U/ml, volt. A vizsgalat kezdetén az Osszes egyén euthyreosisos volt és a
szérumukban pajzsmirigy elleni antitesteket nem lehetett kimutatni. Osszehasonlitottuk a
szolubilis CD4 ¢és CDS8 szinteket azokban az anyakban, akikben a thyreoiditis recidivalt és
azokban akikben nem. Azt talaltak, hogy a szolubilis CD8 szintekben nem volt 1ényeges
eltérés betegek (3794+59,7 U/ml) és az egészségesek (364+58,3U/ml) kozott. Feltliind volt
viszont, hogy azokban a terhesekben, akikben a recidiva nem kovetkezett be, a szolubilis CD4

szint a terhesség alatt szignifikdnsan csokkent. Ez a csokkenés a 3. trimeszter végén volt a



legjelentdsebb (16,5+2,1 U/ml) (p<0,001). A sziilést kovetden a szupprimalt szolubilis CD4
szint fokozatosan normalizalodott, az 1. honap utdn 19,7+2,35 U/ml, a 6. hénap végén
19,2+2,09 U/ml volt. A pajzsmirigy peroxidaz- és thyreoglobulin elleni antitestek titerének
lényeges emelkedése viszont csak a sziilést kovetd 3. és 6. honapokban kovetkezett be.

Arra a kovetkeztetésre jutottunk, hogy a szolubilis CD4 koncentracié valtozéasa érzékeny
indikétora a poszt-partum thyreoiditis recidivdjanak.

Ezt az eredménylinket szabadalomként jegyezték be az Egyesiilt Kirdlysdgban (GB
2376016/2004).
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1. Abra

A szolubilis CD4 szint alakuldsa terhesség alatt és a sziilést kdvetden poszt-partum

thyreoiditises €s egészséges ndkben

A kitoltott oszlopok a kontroll, az liresek a poszt-partum thyreoiditises ndk szolubilis CD4

értékeit mutatjak.
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2. Abra

A pajzsmirigy eredetli peroxidaz (TPO) és a thyreoglobulin (Tg) elleni antitestek titerének
alakuldsat mutatja a terhesség alatt és a sziilést kovetden.

A pontok a TPO elleni, a haromszogek a Tg elleni antitestek szintjét jelzik a recidivalt poszt-
partum thyreoiditises betegekben. A kordk és csillagok pedig a TPO és a Tg elleni antitestek

titerét jelzik az egészségesekben. A nyil a sziilés id6pontjat mutatja.

Azt is kimutattuk, hogy a PPT-ben szenveddkben és a pajzsmirigy betegséghez tarsult
orbitopathias betegekben az pajzsmirigyben az Y kromoszéma lényegesen gyakoribb, mint a

nem autoimmun pajzsmirigybetegekben.

e Y kromoszoma: zold

* X kromoszoma: voros

Y chromosoma kimutatasa XX karitypusG anya pajzsmirigyében (FISH)



2. A pajzsmirigy betegséghez tarsult orbitopathia (endokrin ophthalmopathia)

megelozése pentoxifillinnel

Prospektiv, kontrollalt vizsgalatunkban arra kerestek vélaszt, hogy a pentoxifillin képes-e a
pajzsmirigy betegséghez tarsult orbitopathia (TAO) kialakuldsanak megeldzésére. Ebbol a
célbol 0sszehasonlitottak a szemtiinetek alakulasat a metimazol+ placeboval, ill. a metimazol
+ pentoxifillinnel kezelt Basedow-Graves koros betegekben. A kontroll csoportot 112
hyperthyreosisos, kezeletlen Basedow-Graves koros beteg (atlagos életkor 44 + 12,4 év, 83
nd és 29 férfi) képezte, akik metimazol + placebd kezelést kaptak. A pentoxifillin +
metimazollal kezelt csoport szintén 112 betegbdl allott (atlagéletkor 47,7+ 10,2 év, 83 nd és
29 férfi). A tanulmany kezdetén nem észleltink 1ényeges kiilonbséget sem a klinikai
tiinetekben, sem a laboratdriumi adatokban a két csoport kozott, ugyanakkor a pentoxifillin
kezelés 6. és 12. honapjaban a kozépsulyos és sulyos orbitopahtias betegek szama lényegesen
kevesebb volt. Az orbitopathia patomechanizmusdban szerepet jatszo kockazati tényezoket is
vizsgaltak. Kideriilt, hogy a dohanyzds O6nmagdban, genetikai hattér nélkiil is jelentsen
novelte az orbitopathia kialakulasanak kockazatat (OR:7,1 CI 95% 5,4-9,3, p<0,003), a
ill. progresszidjat (OR: 9,2 CI 95%, 6,9-12,1, p<0,0001). A pentoxifillin kezelés kedvezd
preventiv hatasat figyelt¢k meg mind a dohanyzokban, mind azokban, akik a dohanyzas
mellett kedvezdtlen orokletes hattérrel is rendelkeztek (OR: 2,62 CI 95%, 1,5-3,7, p<0,001
2,12 C195% 1,5-3,1, p<0,001). A szerzOk arra a kdvetkeztetésre jutottak, hogy a 12 honapos
pentoxifillin kezelés gatolta az orbitopathia kialakulasat, ill. megakadalyozta sulyos,
preventiv céllal Basedow-Graves koros betegekben a thyreosztatikus kezeléssel egyidoben,

foként azokban, akik nem hajlandok lemondani a dohanyzasrol.

1. tablazat: A laboratériumi adatok dsszehasonlitd vizsgalata a tanulmany kezdetén és végén

Kontroll csoport PTX csoport
Kezelés elott utan elott utan
TRAK (U/) 7,1£0,41 3,6+0,23 8,9+0,4 2,3+0,14*

FT4 (pmol/l) 4,1£0,16  1,13£0,03 4240,16  1,1940,03



FT3 (pmol/l) 6,540,23  2,23+0,07 6,310,48  2,29+0,14

TSH (mU/1) 0,15+0,01 2,9+0,04 0,12+0,01 3,2+0,08

* p<0.05)

2. tablazat
A pentoxifillin hatdsa a szemtiinetek kialakulasanak valdsziniiségére

( FH= familiaris hattér ,OR:odds ratio

Kontroll csoport

OR (95%) p
Dohanyz6 (n= 54) 7,1 (9,3-5,4) < 0,003
Dohanyz6+ FH (n=39) 9,2 (6,9-12,1) < 0,001
PTX-el kezelt csoport

OR (95%) p
Dohanyz6 (n=58) 2,12 (1,5-3,1) 0,037
Dohanyzé + FH (n=35) 2,62 (1,5-3,7)

3. tablazat

crer

Kezelés kezdete 6 honap 12 hénap
Kontroll PTX Kontroll PTX Kontroll PTX
TAO
jelek 30 35 50 41 37 24
kozépsulyos 8 10 34 25% 34 18*
Sulyos 0 0 7 2% 15 4k

*=p< 0.0l ** p<0.001



TSH-R elleni antitestek (TRAK ) IU/I

id6 (honap)

1. 4bra : A TSH-R elleni antitestek szintje a kontroll és a pentoxifillinnel kezelt betegekben
haromszégek = TSH-R elleni antitestek a kontroll csoportban

iires négyszogek = TSH-R elleni antitestek a pentoxifillinnel kezelt csoportban

*p<0.05

40 —

betegek szama
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2. abra : A TAO manifesztacioja a placébo és pentoxifillinnel kezelt csoportban



négyszdgek = betegek kozépsulyos TAO-val a kontroll csoportban
csillagok = betegek sulyos TAO-val a kontroll csoportban
pontok = betegek kozépstulyos TAO-al a pentoxifillinnel kezelt csoportban

haromszogek = betegek sulyos TAO-val a pentoxifillinnel kezelt csoportban

3. TSH receptor evoluciojara, genetikai polimorfizmusara vonatkozo vizsgalataink.

Kimutattuk, hogy a TSH-R magas spontdn mutécios rataval rendelkezik. A jodhianyban a
TSH-R féleg konstitutiv tipusti mutacionak szama jelentésen magasabb. A terhességben ¢€s
fiatal feln6t korban adott jodpotlas lényeges a nem immun tipust TSH-R mutacidk
prevencidjaban. A TSH-R strukturdlis plaszticitasanak vizsgalata céljabol szekvenaltuk az
ember és két majom species (Macaca mulatta és a Cercopithecus aethiops) génjeit és
analizaltuk az evolucios trendeket. A két féemldés TSH-R génjei egy 764 aminosavbol allo
fehérjét kodolnak, amelyek 99% homologiadt egymassal. Ugyanakkor az ember TSH-R
strukturalis hasonlosaga a C. aetiops esetében 97%-osnak, a M.mulatta esetében pedig 96%-
osnak bizonyult. Az §sszehasonlitd vizsgélatainkat kiterjesztettiik még tovabbi 8§ emldsre is.
Az aminosavak szekvenciaja a vizsgalt 14 TSH receptorban hasonl6 volt. Megallapitottuk,
hogy a leginkabb variabilis szekvenciak az intracelluléris farki részen €s a ciszteinben gazdag
C részen figyelheték meg, mig a receptor membranban 1€vé szakasz viszonylag konzervativ.
Lényeges kiilonbségeket talaltunk az egyes fajok TSH-R-rainak glikozilacids helyeiben és
szamaiban. Ez egyben azt is jelenti, hogy a human TSH-R kiilén epitopokkal rendelkezik,
amelyek képesek a TSH-R elleni antitestek indukaldsara és kotésére. Vizsgalataink azt
tamasztottak ala (els6ként az irodalomban), hogy a TSH-R elleni antitest egyediil emberben
keletkezik és csak emberben okoz betegséget (BG kort) nem a receptor mutacidival, hanem
azon sajatossagaval all Osszefiiggésben, hogy képes a dimerizacidra és oligomerizaciora
egyarant.

Table 1.The PCR primers used to amplify TSHR cDNAs from Cercopithecus aethiops

aethiops and Macaca mulatta

Primer designation | TSHR Primer Sequence (5°-=23") Strand
sequence
la 882-991 TCCTTGAGTCCTTGATGTGT Sense
1b 1961-1941 | TGAGAGGCTTGTTCAGAATT Antisense
3a 1505-1530 | TTTGCAAGCGAGTTATCGGTGTA | Sense
TA




3b 1927-1903 | TAGAATGAGATTGGGGCCATGCA | Antisense
TA

5a 47--24 | TGAGGCGATTTCGGAGGATGGAG | Sense
A

5b 1295-1274 | ATTGCCCAGGAGAGCCAGCAGA | Antisense

6a -6- 16 TGGAAAATGAGGCCGGCGGACT | Sense

2b 1024-999 | TTGGACTTTTCCTTGTACCCAACA | Antisense
AT

7b 2302-2274 | ACTTACAAAAC(T/C)GTTTGC(G/C) | Antisense
TATACTCTT

The numbering of nucleotides is based on hTSHR coding sequence .

Combinations of various primers were used to amplify overlapping PCR fragments of the
following sizes:

S5a/5b: 1342 bp; 3a/3b:422 bp; 3a/7b:796 bp; 1a/1b: 1079 bp and 6a/2b:1030 bp.

Both strands were sequenced from at least two independent clones; for most 3 clones were
sequenced.

Figure 1 Multiple sequence alignment of TSH receptors from 14 vertebrates

Mullatta ~ ----—-—-—- MRPADLLQLVLLLVLPRDLGGKGCSSPPCECQQEEDFRVT 40
Aethiops ~ ---------- MRPADLLQLVLLLVLPRDLGGKGCSSPPCECQQEEDFRVT 40
Homo  -—=————---- MRPADLLQLVLLLDLPRDLGGMGCSSPPCECHQEEDFRVT 40
catus = -——-————-———- MROTPLLQLALLLSLPRSLGGKGCPSPPCECHQEDDFRVT 40
Familiaris ---------- MRPPPLLHLALLLALPRSLGGKGCPSPPCECHQEDDFRVT 40
scofa = —----—--—-- MSLTPLLQLALLLALPRSLRGKGCPSPPCECHQEDDFRVT 40
aries = —-—m-—--—- MRPTPLLRLALLLVLPSSLWGERCPSPPCECRQEDDFRVT 40
taurus = 0-—————————-— MRPTPLLRLALFLVLPSSLGGERCPSPPCECRQEDDFRVT 40
musculus ~ ----—--—-- MRPGSLLLLVLLLALSRSLRGKECASPPCECHQEDDFRVT 40
norvegicus -—--------- MRPGSLLQLTLLLALPRSLWGRGCTSPPCECHQEDDFRVT 40
saxatilis  -——-—--- MQVITCALFALVSLPVSSTVSGADSCP-AVCECSEWKTHTIS 41
talpia ~  —-—-=—-—-- MOQVITCALFTLVTLPIS-TASEADSCP-AVCECSEWKTLTIS 40
salmon A MTENDRHRLQVITCALFTLVTLPIK-TLGDTDSCP-TVCECSEWKTYTIS 48
salmon B MTENDRHSLQVITCALFTLVTLPIE-TLVDFESCP-TVCDCSERKTYTIS 48
. * . * . * * .ok . ..
mullatta CKDIQRIPSLPPSTQTLKLIETRLRTIPSHAFSSLPNISRIYLSIDATLQ 90
aethiops CKDIQRIPSLPPSTQTLKLIETRLRTIPSHAFSSLPNISRIYLSIDATLQ 90
homo CKDIQRIPSLPPSTQTLKLIETHLRTIPSHAFSNLPNISRIYVSIDVTLQ 90
catus CKDIHRIPSLPPSTQTLKFIETHLKTIPSRAFSNLPNISRIYLSIDATLQ 90
familiaris CKDIHRIPTLPPSTQTLKFIETQLKTIPSRAFSNLPNISRIYLSIDATLQ 90
scofa CKDIHSIPPLPPNTQTLKFIETHLKTIPSRAFSNLPNISRIYLSIDATLQ 90
aries CKDIQRIPSLPPSTQTLKFIETHLKTIPSRAFSNLPNISRIYLSIDATLQ 90
taurus CKDIQSIPSLPPSTQTLKFIETHLKTIPSRAFSNLPNISRIYLSIDATLQ 90
musculus CKELHRIPSLPPSTQTLKLIETHLKTIPSLAFSSLPNISRIYLSIDATLQ 90

norvegicus CKELHQIPSLPPSTQTLKLIETHLKTIPSLAFSSLPNISRIYLSIDATLQ 90
saxatilis CFDIDILPRFPASTETLWLFETSLSSVPADAFSSMVNISRIYISVDMTLQ 91

talpia CEFDIDILPRFPPSTETLWLFETRLSSVPADAFASVVNISRIYISVDTTLQ 90
salmon CEFDIDVIPTFPTSTETIWLLETRLTSVPGDVESNLVNISRIYISVDVTLV 98
salmon B CFDIDVIPTFPASTDTLWLLETRLNSVPGDVESNLVNISRIYISVDLTLK 98
Koaa ik sk Kaks sakk ok sak ks KKkkKKkikok K%k
mullatta QLETHSFYNLNKVTHIEIRNTRSLTYIDPDALKELPLLKFLGIFNTGLKM 140
aethiops QLESHSFYNLNKVTHIEIRNTRSLTYIDPDALKELPLLKFLGIFNTGLKM 140
homo QLESHSFYNLSKVTHIEIRNTRNLTYIDPDALKELPLLKFLGIFNTGLKM 140
catus RLESHSFYNLSKMTHIEIRNTRSLTYIDPGALKELPLLKFLGIFNTGLGV 140
familiaris RLESHSFYNLSKMTHIEIRNTRSLTSIDPDALKELPLLKFLGIFNTGLGV 140
scofa QLESQSFYNLSKMTHIEIRNTRSLTYINPGALKDLPLLKFLGIFNTGLRI 140
aries QLESHSFYNLSKVTHIEIRNTRSLTYIDSGALKELPLLKFLGIFNTGLRV 140

taurus QLESHSFYNLSKVTHIEIRNTRSLTYIDSGALKELPLLKFLGIFNTGLRV 140
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Table 2 Differences in the mature TSHR sequences

between humans and old world Monkeys

Residue Cercopithecidae | Homo sapiens
32 Q H
63 R H
74 S N
83 L \%
87 A \%
101 N S
113 S N
192 I \%
235 H Q
331 D G
333 G S
346 A T
389 \4 I
393 N S
601%* Y H
727 E D
759 T M

*The placement of H in this position was based on the original hrTSHR sequence reported by
Nagyama et al ( 23 ).Histidine in that position alters the basal activity of the receptor and its
coupling to Gq/11, analysis of other clones by the same workers an the results of other
investigators affirms a conserved Y in that position in all vertebrates.

Only residues in which Homo differ from both Old World monkeys are considered.

Table 2.Replacement substitutions of residues in the mature TSHR of 10 mammalian species

Residue | Region | mull | aethio | homo | cat | dog | pig | Shee | cow | mus | rat
p
22 K K M K | K K |E E K R
23 G G G G |G G |R R E G
46 NCR R R R R |R S R S R G
70 LLR1 |H H H R |R R R R L L
116 LLR3 |Y Y Y Y |S Y Y Y Y Y
139 LLR4 |K K K G |G R R R R R
169 LLRS |V A% A% A | A A | A A E E
235 LLR8 | H H Q Y |Y Y Y Y S S
296 CFR P L L L L L L L L L
307 CFR Q Q Q R |R R R W R R
317 CFR A A A A |T A | A A I A%
323 CFR H H H D |D Y |Y Y Y Y
329 CFR N N N Y |Y D D del |D G
330 CFR L L L L L L L L* |P L




334 CFR |1 I I H [H [s TS s* [S [H
337 CFR |Y |Y Y Yy [y |N |y vy |y |y
346 CFR |A |A T T |T [T |T T |S |G
347 CFR |H |H H R |D |H |H Q* |p |P
360 CFR |E |E E del [E |E |E E* |E |E
426 ™I |L |L L L* [L |L |L L* |[L |P
539 ™4 |[C |C C vy« |y |y |Y vy |y |y
548 ™4 |C |C C cx|[c |c |c c* |s |s
588 ™5 |T |T T L* [L |L |L L* |[L |L
595 ™5 |V |V v 1 [T |1 * |v |v
617 2 G |G G G* |G |G |G G* |[R |[R
660 ™7 |K |K K K* [K |K |K K* |[K |G
712 ICT |P [P P s* [S |[s |s s* [c |cC
726 ICT |H |H H R* [R [Q [P P* |Q |Q
738 ICT |V |V v D* |[E |D |D D* |T |T
741 ICT |L |L L L* [L |L |L L* |[L |P
743 ICT |E |E E Ex |[E |E |G E* |G |G
749 ICT |P [P P P* [P |H |P P* [P |P
751 ICT |K |K K K* |[K |[K |Q Q* |[L |L
755 ICT |1 I I |1 |1 T T |1 |1

760 ICT |T |T M |[N* [N [K [K K* |[K |T

* Because of respective deletions (del) in residues 329 of cow and 360 of cat, all residue
numerically above that position shown by the asterisk should have one subtracted. Numbering
of residues is based on 764 residues in 8 mammals including 21 in the leader peptide.
NCR=N-terminus cysteine -rich region, LLR= leucine rich repeats, CFR= C-flanking region,
[2= second intra-cellular loop, TM= transmembrane helix, [CT= intracellular tail.

Figure 2 Phylogenetic relationship between the 14 TSH receptor sequences considered in
this study.

Two major families are distinguished: teleosts and mammals and within the latter primates
show up as a distinct clade. Clustering of other mammals: rodents, ungulates and carnivores

are in keeping with speciation.
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4. A TSH receptor elleni antitrestek meghatarozasa radioreceptor és ELISA modszerrel

A radioreceptor és az enzim-jelzéses receptor immunoassay mérések eredményeit
hasonlitottuk 6ssz. 25 kontroll és 224 beteg szérumdban. A kontroll csoport eredményeinek
értékelésénél kitiint, hogy a két enzim-jelzéses kit (IASDONTRAD ¢s a DLD) koziil a DLD
tipust nem korrelalt az izotdp-jelzéses DYNO teszt értékekkel. Jollehet a IASONTRAB Kkittel
valé mérésnél az értékek eltolodast mutattak a pozitiv tartomany felé, de a DYNO teszttel
szoros korrelaciot adtak (r=0.622, P<0.001). Ez az eltolodas a referencia tartomany > 3 1U/1-

re emelésével jelentésen csokkenthetd volt. 121 TRAK (DYNO teszt) pozitiiv mintabol 86
mindharom tesztben pozitiv volt. Az ELISA modszerek specificitdsa a DYNO teszt TRAK
értékeihez viszinyitva a IASONTRADb-nal 60.7 % és a DLD-nél 50.9 %. A szenzitivitds a
IASONTRAb-nal 72.7 % és a DLD-nél 90.9 %. Osszegzésként megallapithatd, hogy a

kompetitiv radioreceptor technikaval szemben az ELISA moddszer eldnydsebb (1.2 abra).

TSH-receptor elleni antitest értékek a harom mérési tesztben

217+£176U/1  868+14.52 UA 10.64 £ 15.02 UA
{(atlag + széras)

100 ® gm

un

DYNOteszt (TRAK) IASONTRAD e.ELISA DLD anti TSH-receptor ELISA
n=221 n=224 n=224

1.4bra



Pozitiv esetek szama a harom
immunoassay merésben

DYNOteszt

[ASONTR Ab

15 ?

pozitiv értekhatarok: TERAE =1.5 T/, Tason =2 TIf1 , DLD =2 TIf1

2.abra



