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1. BEVEZETES

A szervezet immunoldgiai homeosztazisanak alapéddté hogy az immunrendszer
képes legyen kulonbséget tenni a szervezetet télsgjgit €s a nem-sajat molekulak kdzétt, és
azokra eltéd modon reagaljon. A sajat antigénstruktirak védabRebiztositasaban az
immunrendszer tobbféle szabalyoz6 mechanizmusa vészt. A centrélis tolerancia
kifejlédése a csontvéen, illetve a thymusban megy végbe, mikor a d<gtékorai
stddiumaban a sajat antigéneket feliginereceptorokkal rendelkéz lymphocytak
elpusztulnak, vagy érzéketlenné valnak az adotnudtisra (klonalis delécio, klonalis
anergia). Mindemellett azonban szamaitevennyiségben jelennek meg autoreaktiv sejtek a
periférian, melyek sztvet- és szervkarositdé hatdeemalis korilmények kozott nem
fejezddik ki, koszonhdien a periférids tolerancia jelenségének. Az immiasza
kontrollalasaban és a periférias tolerancia femdaban kulcsszerepet jatszanak a
regulatorikus aktivitassal rendelkemmmunkompetens sejtek.

Munkam el§ részében az immunhomeosztazis megbomlasaban etzgdpz6
patolégias immunreaktivitds, illetve elégtelen dagirikus sejtnikodés szerepét
tanulmanyoztam primer Sjogren-szindromaban (pSS)szasztémas sclerosisban (SSc),
kulonos tekintettel a klinikai tiinetekkel valdé tsBmgésekre. Kutatasaim masodik részében
az extrakorporalis fotoferezis (ECP) kezelések immaoduldlé hatasait és Klinikai

hatékonysagat vizsgaltam szisztémas sclerosisleaved betegekben.

1.1. Sjogren-szindréma

A Sjogren-szindroma a masodik leggyakoribb szisagautoimmun megbetegedés a
rheumatoid arthritis utan. Leginkabb a 40-50 évdttinok korében alakul ki. A korfolyamat
elsbsorban az exokrin elvélasztdsu mirigyeket éringigk&kent kénny- és nyalelvalasztast
okozva. A jellegzetes glanduléris tliineteken tus=&mas, vagy un. extraglandularis tinetek
(EGMs) is megjelenhetnek (pl. polyarthritis, Raytkazindroma, vasculitis). A betegségnek
két tipusat kulonboztetjuk meg, a primer és sze&u&jiogren-szindromat, mely utébbira egy
masik autoimmun betegséggel val6 tarsulas jeliemz

A betegség patogenezise még nem teljes mértéklsatazott, azonban annyi
bizonyos, hogy multifaktoridlis jellég folyamat, mely sordn az autoimmun gyulladasos
folyamatok szoOveti kdrosodashoz vezetnek. A hiégial vizsgalatok alapjan az infiltralo

lymphocytak dominaléan CD4+ T- és B-sejtek, melgekerintett mirigyek diszfunkciojahoz
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és karosodasahoz vezetnek a gyulladasos immunfatpinkivaltasa altal. A regulativ T-
sejtek csokkent jelenléte, illetve szuppresszokdigjanak zavara a kutatasok alapjan fontos
szerepet tdlthet be a Sjogren-szindréma patogedteris Egyes tanulmanyok a pSS betegek
kisnyalmirigy biopszas mintaiban az egészségesakiioz képest alacsonyabb CD4+ CD25+
regulativ T (Treg) sejtszamot irtak le, tovabbaeaf@rias vér vizsgalata soran is csokkenést
tapasztaltak a regulativ sejtek szamaban. Emkrélgtmel azonban egy mésik tanulmany is,
mely nem igazolta a CD4+ CD25+ Treg sejtek eltérésbetegségben.

1.2. Szisztémas sclerosis

A szisztémas sclerosis egy kronikus szisztémasimamton megbetegedés, mely
vascularis karosodasokkal, és ér llletve egyes bels szervek (pl. sziv, tidvagy vese)
fibrézisaval majd kés atrofigjaval jar. Altalaban a 40-es életévekbeezdidik, és
dominaldéan a éket érinti. A betegségnek Klinikailag két formajéilonboztetjik meg: a
limitalt cutan és a sulyosabb diffiz cutan form#&tdiffGz cutan SSc-re ado kiterjedtebb
érintettsége és a bélszervek gyors és progressziv fibrézisa jellemiglivel a terapias
lehetiségek éleg a komplikaciok kezelésére korlatozodnak, a dsetg diffuz cutan
formajdban szenvé#lnek a legmagasabb a mortalitAsa az autoimmuriskoéveti
megbetegedések viszonylataban. Leginkabb a6 bstervi manifesztaciok kiféjtlése és
sulyossaga hatarozza meg a betegek mortalitasitaiut® halalozasi okok kozoétt a
légzorendszert érirdit elvaltozasok a legjelefgebbek, interstitialis alveolitis, pulmonalis
fibrozis, illetve pulmondlis arterialis hypertor{lRAH) fejlédhet ki.

Bar még nem tisztazott teljes mértékben a betegatagenezise, a korfolyamat harom
alapveb lepése egyeértelien meghatarozhaté: az endothelidlis eltérések meegse, a
patolégias immunreakcié és az érintett szOvetekofisa. Az SSc-ben megnyilvanulo
immundiszfunkcio intenziv kutatdsok téméja. Koratamiuiméanyok a T-helper (Th)1 és Th2
citokin profil Th2 irAnyd eltolodadsanak szerepéttettek fel a fibrotikus folyamatok
beinditdsaban, ugyanis az interleukin (IL)-4 citoktmelkedett szintje a transzformald
novekedeési faktor (TGF)-béta fokozott terfudsét valtja ki, mely a fibroblasztok
szerepet jatszanak az autoimmun folyamatokban jadsb (vizsgalatok magasabb periférias
Th17 sejtaranyrél és emelkedett IL-17 citokin selnil szamoltak be SSc-ben. A Th17 sejtek
szintén képesek a TGF-béta fokozott szintéziséiiekye a fibroblasztok proliferaciéjanak

kivaltdsara, mely tulajdonsaguk felveti a kozpeaerepiket a betegség patogenezisében. A
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CD4+ CD25+ Treg sejteket célzé vizsgalatok a betglgen egymasnak ellentmondo
eredményeket hoztak. Mig egyes munkacsoportok emetk addig masok csokkent CD4+
CD25+ Treg sejtszamokat tapasztaltak az SSc betsgydkrias vérében.

1.3. A fotoferezis kezelés

Az extrakorpordlis fotoferezis egy specialis immuaulans terapia, mely az aferezis
technolégian alapszik. Az eljards soran a bete@épigxs vérébl nyert leukocyta gazdag
plazma szeparalasat koteh 8-metoxi-pszoralennel (8-MOP), egy fotoszenaifiz
vegyllettel kezeljuk a sejteket, majd UV-A besugétzkodveben reinfundaljukoket a
szervezetbe. A 8-MOP az UV-A sugarzas hatasarakot@lodik, és keresztkotéseket hoz
létre a DNS lancok kozott, melynek kovetkeztéberkeaelt lymphocytak a keringésbe
visszakerillve apoptédzissal elpusztulnak. Az apdqatstlymphoid sejteket makrofagok és
dendritikus sejtek fagocitaljdk. Az apoptotikus tekpsl szarmazd antigének antigén
prezentald sejtek altali bemutatasa a ,danger’nsgak hianyaban szerepet jatszhat a sajat
antigénekkel szembeni immuntolerancia kialakulasaBar-helper sejtek citokin profiljanak
Th2 iranyu eltolédasarol is beszamoltak a terapkalmazasa soran, tovabba egyre tobb
bizonyiték tamasztja ala, hogy a kezelések nyonekovetked CD4+ CD25+ Treg sejt
expanzio, tovabba a fokozott IL-10 termelés kulessget jatszik az immunrendszer
autoreaktivitasanak csillapitasaban.

Szamos hematoldgiai és immunoldgiai korképben,badranszplantaciot kowesn
is leirtak a fotoferezis kezelések jotékony klinikesatdsat. Mindezeken tul, az eljaras
igéretesnekihik a szisztémas sclerosis diffiz cutan formajaisaiicgy randomizalt, kets-
vak, placebo kontrollalt tanulmany alapjan az E€Rrjtisen csokkenti a betegelrb és
izUleti panaszait. Egy masik vizsgalat azt mutkitahogy a fotoferezis hatasara @rb
vastagsaga csokkent, de az echo-intenzitéta ennek alapjan a kezelés hatékonyabbnak
tinik a Br duzzanatanak csotkkentésében, mint a mar &iféft fibrozis megsziintetésében.
Mivel a fotoferezis eljaras biologiai hatasait éolka mélyebb 6sszefliggéseit ezidaig csak
allatkisérletes modelleken, illetve human graftsusrhost betegségben és cutan T-sejtes
lymphomaban vizsgaltak, az autoimmun korképek léseelsoran mutatott hatékonysag

maogott allé mechanizmusok feltérképezése () iranyiat a kutatdsok szamara.



2. CELKIT UZESEK

2.1. A Sjogren-szindroma vizsgalata

Munkank soran a periférias regulatorikus tulajdgrisaejtek a pSS patogenezisében
betdltott szerepét tanulményoztuk. MeghataroztyS8 betegek periférias vérében kesing
természetes &sejtek (natural killer, NK), NKT, 1-es tipusu regtiv T (Trl) és CD4+
CD25+ Treg sejtek szazalékos értékeit, tovabbd. a¥, IL-6, IL-10, tumor nekrozis faktor
(TNF)-alfa és interferon (IFN)-gamma citokinek sm@érszintjeit. In vitro funkcionalis teszttel
megvizsgaltuk CD4+ CD25+ Treg sejtek szuppresszépekségét is. A betegeket két
alcsoportba osztottuk az extraglandularis tinetedgléte, illetve hianya alapjan, majd
elvégeztik az alcsoportok laboratériumi paraméteiebsszehasonlitasat, és dsszefliggéseket

kerestuink vizsgalt laboratoriumi eredmények ésraldi adatok kdzott.

2.2. A szisztémas sclerosis vizsgalata

Tanulmanyunk soran a periférias immunkompetensisegok széles spektrumat (B,
NK, NKT, aktivalt T, naiv és memoéria T, Thl, ThHhT7, Trl és CD4+ CD25+ Treg sejtek)
vizsgaltuk a szisztémas sclerosisbhan megfigyélhmmunoldgiai eltérések alaposabb leirasa
céljabdl. Meghataroztuk tovabba a szérum IL-4, L-IEN-gamma és komplement szinteket,
és in vitro funkcionalis teszttel felmeértik a CD@b25+ Treg sejtek szuppresszor aktivitasat
is. A kiértékelések sordn kulonods figyelmet forttitok a laboratoriumi paraméterekben
tapasztalt eltérések és a betegek klinikai tinekeikapcsolatéara.

2.3. A fotoferezis kezelés vizsgalata

A fotoferezis terapia hatékonysaganak felmérés@hudl széleskdr vizsgalatokat
folytattunk a betegek klinikai allapotfelmérasiétkezdve a laboratériumi paraméterek
kiértékeléseig. A vizsgalatokat a terapia megkezdsst, illetve minden kezelési ciklust
kove® hatodik héten végeztik el. Nyomon kovettik a diffatan SSc-ben szenwvebletegek
bor-, izlleti és bels szervi érintettségének valtozasat a kezelések. abet eljaras
immunbioldgiai hatasainak vizsgalata céljabdl me@tretuk a betegek perifériasan keting
regulativ és effektor immunsejtjeinek (B, NK, NKaktivalt T, naiv és memoria T, Thl, Th2,
Thl17, Trl és CD4+ CD25+ Treg sejtek) és szérunkitifeinek széles spektrumat [TNF-alfa,



IFN-gamma, IL-1-alfa, IL-1-beta, IL-1RA, IL-2, IL;4IL-6, IL-8, IL-10, IL-13, IL-17,
kemokin (C-C motivum) ligand 2 (CCL2), fibroblagmbvekedési faktor (FGF), vaszkuléris
endothelialis ndvekedési faktor (VEGF), epidermdiis/ekedési faktor (EGF), hepatocyta
novekedeési faktor (HGF) és TGF-béta]. Az SSc bhé&teG®4+ CD25+ Treg sejteinek
szuppresszor képességében bekovetkezett valtozasoktro funkcionalis teszttel kdvettik
nyomon a fotoferezis terapia soran. Megvizsgaltakdbbd az ECP hatasat a szérum
autoantitest szintekre is, végul kiértékeltik azszéfiiggéseket betegek klinikai vizsgélati

eredmeényeiben és laboratoriumi paramétereiben gyegfivaltozasok kdzott.



3. BETEGEK ES MODSZEREK

3.1. Betegek

A DEOEC lll. sz. Belgyogyaszati Klinika Klinikai Imunologiai Tanszéke hazank
egyik legnagyobb multu, illetve betegforgalmd imrolémiai centruma. A kutatasaink soran
vizsgalt Sjogren-szindromas és szisztémas sclewsietegek rendszeres kovetése és
gondozasa a tanszéklnkdn torténik. A tanulmanyaitidyont személyek irasbeli beleedyez
nyilatkozatot tettek, a vizsgalatot a DEOEC EtiBarottsaga engedélyezte, a kisérletek a
Helsinki Nyilatkozatban foglaltaknak megfdieh torténtek.

A Sjogren-szindroma vizsgalataba bevont betegek

A vizsgalatba 32 primer Sjogren-szindromas bet€héérfi, 31 r6; atlagéletkor: 49,5
+ 7,2 év) vontunk be. A diagn6zis megallapitdsa Asmerikai-Eurépai Konszenzus
Kritériumrendszer alapjan tértént. Kilenc betegoglipan glanduléris tiinetek jelentkeztek,
mig 23 beteg egy vagy tobb extraglandularis tinstetutatott a korlefolyas soran. Az EGM
eloszlasa a kovetkéképpen alakult: tUgerintettség n = 2, myositis/myalgia n = 3,
polyneuropathia n = 5, Raynaud-jelenség n = 14culds n = 15, polyarthritis n = 18.
Laboratoriumi meéréseinkhez kontrollként 20 egésesédorban és nemben a vizsgalt
betegpopulacié jellendimek megfelad személy szerepelt. A tanulmanyban szérdgitegek,
illetve kontroll személyek egyike sem részesllt umseuppressziv, vagy immunmodulans

kezelésben, illetve nem szenvedett sem baktersdim, virusos fefzésben.

A szisztémas sclerosis vizsgalataba bevont betegek

A vizsgalatba 21 diffz cutan szisztémas scler@sigzenvet beteget (1 férfi, 20d)
atlagéletkor: 50,8 + 15,2 év) vontunk be, a betggsagnozisanak megéllapitasa a megbelel
diagnosztikai kritériumok szerint tortént. Haromtdge metilprednizolon (4 mg naponta), 2
beteg metotrexat (15 mg hetente) kezelésben rdszasig 16 beteg nem kapott
immunszuppressziv, vagy immunmodulans terapiazsgelat alatt, csupan napi 2 x 400 mg
pentoxifillin és 2,5 mg amlodipin kezelésben régite\ vérvételek idpontja ebtt minden
betegnél 48 drara felfliggesztettik a gyogyszeredpitd. Tizendt korban és nemben
megfeleb egészséges személy szolgalt kontrollként. Semtegéle sem az egészséges
kontrollok nem szenvedtek infekcidban a vizsgatépontjaban, illetve az azt megeb 6

honapban.



A fotoferezis kezelés vizsgalataba bevont betegek

A vizsgélatba 16 diffuz cutan szisztémas scler@sistzenvedl beteget vontunk be
(14 v és 2 férfi; atlagéletkor: 46,5 + 13,2 év). A didgis megallapitasa a megfélel
diagnosztikai kritériumok alapjan tortént, a betmpdennallasanak atlagosétdrtama a
kezelések megkezdésénekpdntjaban 3,9 (0,5 - 7) év volt. A vizsgalatba bavioetegek a
fotoferezis terapia bevezetésételegkevesebb 1 éven keresztil 2 x 400 mg pernlioxiés
2,5 mg amlodipin kezelésben részesliltek, immunsesppiv, illetve immunmodulans terapia
alatt nem alltak. A laboratériumi vizsgalatokhoz d@eszséges, korban és nemi dsszetételben
megfeleb személy szolgalt kontrollként. Sem a betegek, seikontroll személyek nem
szenvedtek fenndllé férzésben a kezelés dghrtama alatt, illetve az azt megm 6

honapban.

3.2. A fotoferezis terapia

A fotoferezis kezelések a THERAKOS UVAR XTS késkiidasznalataval (Therakos
Inc., Raritan, NJ, USA), a gyarto altal megadottiunkciok alapjan torténtek. A standard
protokollnak megfelélen a kezelési ciklusokat 6 hetente ismételtik megdegyik terapias
ciklus 2 fotoferezis eljarasbdl allt, melyeket agymast kovet napokon hajtottuk végre. A
betegek fejenként 6sszesen 6 kezelési ciklushaesékek.

3.3. Klinikai vizsgalati médszerek

A pSS betegek konny- és nyalmirigy szekrécidjanasgalatara Schirmer-tesztet,
illetve szialometrias vizsgalatot végeztink.

Az SSc betegek dvérintettségének meghatarozasa a maodositott Rdéten-
bérpontszam (MRSS) kiszamitasaval tortént. A bedzgervi érintettség kivizsgalasara az
alabbi diagnosztikai eszk6zok szolgaltak: mellk@mtgen, nagy felbontasd computer
tomografia (HRCT), spirometria/diffuzidés kapacitaserése, Doppler szivultrahang, hasi
ultrahang vizsgalat, ny&ss passzazs radiografia és rutin laboratoriumi tészte

A fotoferezises vizsgalataink soran az SSc beteb@élastagsagat ultrahangos
vizsgalattal is meghatéroztuk. A betegek iziletntéttségének valtozdsanak kovetésére
megmeértik a mozgéstartomanyokat mindkét oldalogis fvall, konyok, csukld) és az also

(csip, térd, boka) végtagokon.



3.4. Laboratoriumi vizsgalati modszerek

Lymphocyta alcsoportok meghatarozésa

A lymphocyta alcsoportok meghatarozasahoz monokknéellenanyagokat
hasznaltunk fel az alabbi sejtfelszini markerekreliCD3, CD4, CD8, CD16, CD19 és CD56
(BD Biosciences, San Diego, CA, USA és Immunotebtarseille, France). A T-sejt
aktivaciés markereket, agy mint a HLA-DR és CD6%iganeket szintén vizsgaltuk a CD3+
sejteken (BD Biosciences). A naiv és memoaria Tegefheghatarozasahoz a fentieken kivl
az alabbi ellenanyagok szolgaltak: anti-CD45RAAfaszein izotiocianat (FITC)/CDA4-
fikoeritrin (PE) (Immunotech), anti-CD45RA-FITC/CBRE (AbD Serotec, Oxford, UK) és
CD62L-fikoeritrin-Cy5 (PC5) (Immunotech). A CD95 d§& receptor) expressziojanak
vizsgalatahoz anti-CD95 antitestet (Immunotechyhakkunk. A méréseket és kiértekeleseket
a pSS betegek vizsgalata soran a Coulter EPICS Xésziléken (Beckman Coulter Inc.,
Miami, FL, USA), az SSc betegek esetén Coulter Bd&@v cytometeren (Beckman Coulter
Inc.) végeztik el. A sejtek tipusait az alabbi modmtaroztuk meg: T-sejtek (CD3+), Th
sejtek (CD3+ CD4+), cytotoxikus T-sejtek (CD3+ CD8B-sejtek (CD19+), korai aktivalt
T-sejtek (CD3+ CD69+), kés aktivalt T-sejtek (CD3+ HLA-DR+), NK (CD3- CD16+
CD56+) és NKT sejtek (CD3+ CD16+ CD56+). A vizsgeftek aranyat a teljes lymphocyta
populaciéban adtuk meg. A naiv és memodria T-sdjpudok értékei a CD4+ és CD8+
sejtpopulaciékon belll lettek meghatarozva, az kaédb szerint: naiv helper T (CD4+
CD45RA+ CD62L+), centralis memoria helper T (CD&D45RA- CD62L+), effektor
memoéria helper T (CD4+ CD45RA- CD62L-), naiv cykikos T (CD8+ CD45RA+
CD62L+), centralis memoria cytotoxikus T (CD8+ CB&s- CD62L+), effektor memoria
cytotoxikus T (CD8+ CD45RA—- CD62L-) és terminaligiifierencialddott effektor memaria
cytotoxikus T-sejtek (CD8+ CD45RA+ CD62L-).

CD4+ T-sejtek alcsoportjainak meghatarozasa

A CD4+ T-sejtek intracellularis festéséhez az aldbibnoklonalis antitesteket
hasznaltuk: FITC-konjugalt IFN-gamma, PE-konjugaitti-interleukin 1L-4, PE-konjugalt
anti-IL-10 (BD Biosciences), tovabba PE-konjugaitidL-17 (R&D Systems, Minneapolis,
MN, USA). Az intracellularis fe$dés alapjan az alabbi sejteket kulonboztettik ridg:
CD4+ IFN-gamma+ IL4-; Th2: CD4+ IFN-gamma- IL4+;IfrCD4+ IL10+; Th1l7: CD4+
IL17+. A CD4+ CD25+ Treg sejttipus meghatarozagaahanal alvadasgatolt vérbfrissen

szeparalt periférias mononuklearis sejtek (PBMEHR)asznalasaval, a CD4, CD25 antigének
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sejtfelszini, illetve a forkhead box P3 (FoxP3)awctllularis jeldlésével tortént. Az alabbi
reagenseket alkalmaztuk: Ficoll (Sigma Aldrich, ISiuis, MO, USA), anti-CD4-FITC
(Sigma Aldrich), anti-CD25-PC5 (Immunotech), antixP3-PE, clone: PCH101
(eBioscience, San Diego, CA, USA). A méréseketiéddkeléseket a pSS betegek vizsgalata
soran a Coulter EPICS XL-4 késziléken (Beckman t€ouhc.), az SSc betegek esetén

Coulter FC500 flow cytometeren (Beckman Coulter)inégeztik el.

CD4+ CD25+ Treg sejtek in vitro funkcionalis vizsigéa

A CD4+ CD25- és CD4+ CD25+ T-sejteket PBMGS8-izolaltuk Miltenyi Regulatory
T Cell Isolation Kit, illetve LD és MS oszlopok (Menyi Biotech, Bergisch Gladbach,
Germany) felhasznélasaval, a gyartd altal leirttgkalinak megfelélen. A sejteket
szepardltan, illetve 1:1 aranyd kevert kultrabamyésztettik 72 oran keresztil. A
poliklonalis stimulacié szimulalasara anti-CD3/CDZBsejt expander mikrogydngyoket
(Dynal, Oslo, Norway) alkalmaztunk. A sejtprolifed EZ4U Proliferation Kit-tel
(BioMedica Inc, San Diego, CA, USA) vizsgaltuk, agtikai denzitas (OD) értékeket 450
nm-es hullamhosszon Labsystems Multiskan MS kékkélé(MTX Lab Systems Inc.,
Vienna, VA, USA) mertik le. A kevert kultarak ODtékeit korrigaltuk a tiszta CD4+
CD25+ T tenyészetek OD értékeivel. A szuppressktivitast a CD4+ CD25- T-sejt kultdrak
és a kevert kultarék korrigélt OD értékeinek hamgedalapjan szamoltuk.

Szérum citokinek meghatarozasa

A szérum IL-4, IL-6, IL-10, TNF-alfa, IFN-gamma &&F-béta szinteket a megfdiel
OptEIA ELISA kit-ek (BD Biosciences) felhasznalaahiLISA technikaval hataroztuk meg,
a gyarto altal leirt instrukcioknak megfdéleh. A szérum citokinek széles spektrumanak
(TNF-alfa, IFN-gamma, IL-1-alpha, IL-1-beta, IL-1RA.-2, IL-4, IL-6, IL-8, IL-10, IL-13,
IL-17, CCL2, FGF, VEGF, EGF és HGF) meghatarozasdtiphex citokin assay-vel, un.
Fluorokine Multianalyte Profiling Kit-ek (R&D Systes) felhasznalasaval tortént. A mintak
feldolgozasat a gyartd altal megadott protokollmakgfeleben végeztik el, a mérések
kivitelezése és kiértekelése Luminex 200 (LuminAustin, TX, USA) analizator, illetve
Applied Cytometry System STarStation 3.0 szoftvpplied Cytometry, Dinnington, UK)
felnasznalasaval tortént a Semmelweis Egyetem Kéirisérleti Kutaté- és Human Elettani

Intézetében.
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A szérum komplement és autoantitest szintek megiuet@sa

A C3 és C4 szérum komplement méréseket BN Il Nepheteren (Siemens AG,
Minchen, Germany) végeztik el anti-C3 és anti-Cttemtek (Dialab GmbH, Neudorf,
Austria) és a megfelél kontrollok és kalibratorok (Siemens AG) felhasasalval. Az
extrahalhato nukleéaris antigén (ENA) elleni anté&smeghatarozas ELISA moddszerrel a
megfeleb AUTOSTAT Il kit (Hycor Biomedical, IndianapolisNl, USA) alkalmazasaval, a
gyart6 altal megadott protokollnak megfékah tortént.

3.5. Statisztikai moédszerek

A statisztikai adatfeldolgozas soran SPSS v.120fhezrt (SPSS Inc., Chicago, IL,
USA) alkalmaztunk. Az adataink normal eloszlasanaisgalatat Kolgomorov-Smirnov
teszttel végeztik el. Normal eloszlas esetén méaghetk az atlag + szoras (SD) értékeket,
és a kisérleti adataink statisztikai kiértékelégédté@mintas t-probat végeztiink. Nem-normal
eloszlas esetén median, valamint minimum és maxirértgkeket kalkulaltunk, és Mann-
Whitney probat alkalmaztunk. Ismételt méréses wargaanalizis (ANOVA) tesztet
végeztink a paraméterellibli valtozasanak vizsgalatahoz. A korrelacios stasuok soran
normal eloszlas esetén a Pearson-féle, nem-norhodkzlé&s esetén a Spearman-féle
korrelacios koefficienst hataroztuk meg. A statiedt probak értékelésénél a p < 0,05

ertéket tekintetttik szignifikansnak.
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4. EREDMENYEK

4.1. A Sjogren-szindroma vizsgalatanak eredményei

Periférias NK és NKT sejtek

Az NK sejtek szazalékos aranyat primer Sjogrenespimaban szenvédbetegeknél
az egeszseges kontrollhoz viszonyitva szignifikAmsagasabbnak mértik (15,31 + 9,81 %
vs. 10,87 £ 4,74 %, p = 0,034). A szisztémas tilngédenléte, illetve hianya alapjan
elkllonitett két betegcsoportban kozel azonos N&kék igazolodtak.

Az NKT sejtek értékeit hasonldan emelkedettneklttédtda betegekben a kontroll
adatokhoz viszonyitva (5,18 + 4,60 % vs. 3,07 88292, p = 0,033). Az EGM-t mutato
betegek vérében az NKT sejtek aranya szignifikansagasabb volt a csak glandularis
tinetekdl szenved betegekben (6,26 + 4,85 % vs. 2,41 + 2,30 %, p083), és a kontroll
egyénekben mért értékekhez képest (6,26 + 4,85 380§ + 2,28 %, p = 0,005). A
glanduléris pSS betegek és az egészséges szeradptak hasonlonak adddtak.

Periférias regulativ T-sejtek

A periférids Trl sejtek aranyat jelésen emelkedettnek mértik a betegekben az
egészségesek adataihoz viszonyitva (18,51 + 7,88. %,73 + 4,06 %, p < 0,001). A betegek
két alcsoportjanak 6sszehasonlitasa soran aztztaiak, hogy az EGM-et mutaté betegek
Trl sejtjeinek aranya szignifikhnsan magasabb aotisupan glandularis tineteket mutato
betegek értékeihez képest (20,02 + 8,57 % vs. 14,&196 %, p = 0,028). A kontroll
értékekhez tortén viszonyitds sordn a betegek mindkét alcsoportjdbaignifikAnsan
emelkedett Trl aranyok igazolodtak (gland. pSSkeastroll: 14,81 + 3,96 % vs. 2,73 £ 4,06
%, p < 0,001; pSS + EGM vs. kontroll: 20,02 + 8%%s. 2,73 + 4,06 %, p < 0,001).

A CD4+ CD25+ Treg sejtek szazalékos aranyat silgmban alacsonyabbnak mértiik
a pSS betegek periférias vérében az egészségeasllkakdthoz viszonyitva (3,07 £ 1,41 % vs.
4,59 + 2,34 %, p = 0,005). A szisztémas tlnetekdatd pSS betegek értékei szignifikansan
magasabbak voltak a csak glandularis eltérésekttbetegekéhez képest (3,39 + 1,26 %
vs. 2,25 + 1,51 %, p = 0,038), azonban a szigmikk&ulonbség tovabbra is megmaradt a
betegek két alcsoportja és az egészséges kontmtélyek adatai kozott (gland. pSS vs.
kontroll: 2,25 £ 1,51 % vs. 4,59 £ 2,34 %, p = BPPSS + EGM vs. kontroll: 3,39 £ 1,26 %
vs. 4,59 + 2,34 %, p = 0,038).
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A CD4+ CD25+ Treg sejtek in vitro funkcionalis vigélata

Az in vitro funkciondlis teszthez véletlensizen kivalasztottunk 7 csak glanduléaris és
7 extraglandularis tiinetet is mutat6 betegetyvidlet egészséges személyt. Adataink alapjan a
pSS betegek periférias CD4+ CD25+ Treg sejtjei dég@gen csokkent szuppresszor aktivitast
mutattak a kontroll eredményekhez képest (1,52666 @s. 2,395 + 0,87, p = 0,019). A
betegek két alcsoportjanak értékei kozott nemkidthnbség.

Szolubilis citokinek

Vizsgalataink soran szignifikansan emelkedett IEs6TNF-alfa, illetve csokkent IL-
10 szinteket mértiink a pSS betegek szérumabanteok@zemélyek értékeihez képest [IL-6:
median: 0,8 (0,8-32,5) pg/ml vs. median: 0,8 (0B-»g/ml, p < 0,001); TNF-alfa: median:
0,8 (0,1-16,5) pg/ml vs. median: 0,4 (0,1-1,2) dgfm= 0,001; IL-10: median: 0,79 (0-72,86)
pg/ml vs. median: 5,14 (0,1-31,91) pg/ml, p = 0J0BZ IL-4 és IFN-gamma szintek esetén
nem talaltunk kilénbséget.

Osszefliggések a laboratdriumi paraméterek és sitdastek kozott

Eredményeink statisztikai feldolgozasa soran negétrrelaciot tapasztaltunk a
betegek szérum IL-10 szintjei és periférias Triesegk szdzalékos aranyai kozott (R = -
0,369, p = 0,019).

Negativ korrelaciot tapasztaltunk a periférias CO@B25+ Treg sejtek szazalékos
aranyai és a betegek szialometrias eredményeitkigz® = -0,538, p = 0,003).

A vizsgalatba bevont betegek kozil 19 beteg voHAS®zitiv, mig 9 esetben SS-A —
SS-B ketbs autoantitest pozitivitas igazolodott. Nem taldktwsszefliggést az autoantitestek

jelenléte és a tanulmanyunk soran megfigyelt imnhagiai eltérések kozott.
4.2. A szisztémas sclerosis vizsgalatanak eredménye
Periférias NK és NKT sejtek
Az NK sejtek szazalékos aranya SSc-ben a kontrtdkékhez képest szignifikansan

magasabbnak (13,33 + 6,25 % vs. 8,74 £ 3,74 %, ®044), mig NKT sejtek értéke
alacsonyabbnak adddott (1,25 + 0,91 % vs. 2,684 %, p = 0,021).
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Aktivalt, naiv és memoria T-sejt altipusok

Mig a korai aktivalt T-sejtek esetén nem tapasntilteltérést, a kés aktivalt T-
sejtek szignifikAnsan magasabb szazalékos aranttakiaz SSc betegek periférias vérében
a kontroll személyek értékeihez képest (3,58 + ¥8@s. 2,01 + 1,57 %, p = 0.012). A naiv
€s memoria sejtek vizsgalata soran a betegekbemifdzansan csokkent CD4+ naiv T
sejtaranyokat mértiink (34,74 + 10,39 % vs. 42,8608 %, p = 0,038), mig a CD4+ centralis
memoria T-sejtek aranyai szignifikansan emelkellett®ltak a kontrollok adataihoz
viszonyitva (39,59 £ 7,77 % vs. 34,16 + 5,43 %, ©,639). A CD8+ sejtek esetében is
szignifikAnsan cstkkent a betegekben CD8+ naivjtaréay (28,03 + 15,13 % vs. 44,37 +
18,93 %, p = 0,027), mig a CD8+ centralis memoérisejlarany emelkedett az egészségesek
értékeihez képest (17,75 + 13,51 % vs. 10,05 + %2p = 0,035).

Periférias helper T-sejtek

Az SSc betegekben a kontrollhoz képest szignifisdredacsonyabbnak talaltuk a Thl
sejtek sz&zalékos aranyat (12,78 = 5,21 % vs. 18,487 %, p = 0,004). A Th2 sejtek
esetében nem tapasztaltunk eltérést a betegekeézseégesek értékei kozott. A Thl7 sejtek
esetében a betegek periférias vérében szignifikhmeegasabb szazalékos aranyt meértink a
kontroll értékekhez viszonyitva (1,58 £ 0,71 % 195 + 0,49 %, p = 0,028).

Periférias regulativ T-sejtek

A periférias Trl sejtek szazalékos értékét jélsam alacsonyabbnak mértik az SSc
betegek vérében, mint az egészségesekében (0,349 £0vs. 0,87 + 0,31 %, p = 0,002). A
CD4+ CD25+ Treg sejtek szazalékos aranya a Trkls#djez hasonléan alacsonyabbnak
adodott a betegek periférias vérében (5,03 £ 2,28696,21 + 0,91 %, p = 0,031). Mindezen
eltérésekBl addéddéan, amikor kiszamitottuk a Th17/CD4+ CD25¢dr sejtek egymashoz
viszonyitott aranyéat, az SSc betegek esetébenikzégrsan magasabb értékeket kaptunk az
egészségesekhez viszonyitva (0,39 £+ 0,28 vs. 0R34 p = 0.042).

A CD4+ CD25+ Treg sejtek in vitro funkcionalis vigélata

Eredményeink alapjan az SSc betegek periférias CIXB325+ Treg sejtjeit
szignifikdsan csokkent szuppresszor aktivitds nediete az egészséges kontrollokéhoz
viszonyitva (1,48 + 0,31 vs. 2,23 + 0,79, p = 0)015
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Szolubilis citokinek
SzignifikAnsan alacsonyabb IL-10 szinteket mértéridetegek szérumaban, a kontroll
értékekhez viszonyitva (2,71 + 2,13 pg/ml vs. #1916 pg/ml, p < 0,001). Az IL-4 és IFN-

gamma esetében nem talaltunk eltérést.

A belsy szervi érintettség, adbérintettség sulyossaga és a vizsgalt immunparameite
kozotti 6sszefliggések

Tizenkét betegnél mutattunk ki bélsszervi érintettséget, melynek eloszlasa a
kovetkedkeppen alakult: PAH n = 4, tdtibrozis n = 8, nydicss motilitasi zavar n = 7,
savéshartya gyulladas n = 1. A belszervi érintggsénmutatd betegek periférids vérében
szignifikAnsan magasabb volt NK sejtek szazalékasya a csupanditiinetekél szenvedk
(15,41 £ 6,27 % vs. 9,21 + 4,21 %, p = 0,014)tvkeaz egészséges személyek adataihoz
képest (15,41 + 6,27 % vs. 8,74 + 3,74 %, p = 0,005

Negativ korrelaciét tapasztaltunk a betegek modtisiRodnan-féle &rpontszam
értékei és a periférias Trl sejtek szazalékos ardidyzott (R = -0.485, p = 0,026).

A komplement szintek, az autoantitet pozitivitas @&wizsgalt immunparaméterek kozotti
Osszefliggések

Negativ korrelaciot figyeltink meg a CD4+ CD25+ Jreejtaranyok, valamint a C3
(R =-0,531, p =0,013) és C4 komplement szintaddo®dR = -0,515, p = 0,017).

A betegek kozott 14 esetben volt kimutathaté az-%eit70 autoantitest jelenléte a
periférids vérben. Nem taléltunk Osszefliggést apaatitest jelenléte, illetve titere és a

vizsgalt immunparaméterek szintjei k6zott.

4.3. A fotoferezis kezelés vizsgalatanak eredményei

Bdr-, izlleti és belg szervi érintettség
A betegek moddositott Rodnan-félérpontszamaban mar az &lkezelést kdvéen

szignifikans javulast észleltiink (32,69 *+ 4,3628,81 + 3,56, p = 0,049), és a terapia tovabbi
folytatasa soran is progressziv csokkenést tapasdta(utolsd kezelés utani MRSS érték:
20,17 + 3,76). Az ultrahangos vizsgalatok alapj&draastagsag jeleés csokkenést mutatott
a fotoferezis kezelések eredményekeént. Statisiikaizignifikdns kilénbséget tapasztaltunk
a kiindulasi és az utolsé kezelések utan meért éktékzott (Felkar: 0,98 + 0,28 mm vs. 0,84
+ 0,22 mm, p = 0,016; Alkar: 1,01 + 0,21 mm vs.(0;90,19 mm, p = 0,017; Kéz: 1,12 +
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0,23 mmvs. 0,99 + 0,24 mm, p = 0,013; Ujj: 1,26,24 mm vs. 1,06 + 0,25 mm, p < 0,001).
Mindezeken tdl javulast tapasztaltunk a betegeHlisor@perturajanak kovetése soran is,
ugyanis szignifikans kilonbséget figyeltiink megetebek kiindulasi és utols6 kezelés utani
értékei kdzott (2,96 + 0,53 cm vs. 3,84 + 0,32 pry,0,001).

Az izlleti mozgasképesség szintén jalenavulast mutatott a kezelések hataséara, a
mozgastartomanyok szignifikas novekedését eredmgnya vall- (anteflexio: 143,75 *
21,79° vs. 164,69 + 12,31°, p = 0,003; retroflexi@d;66 + 6,68° vs. 55,62 + 9,46°, p = 0,010;
elevation: 70,47 + 4,49° vs. 75,31 = 8,06°, p =4@)0konyok- (flexio: 56,87 + 11,27° vs.
69,37 + 9,32° p = 0,002) és térdizlletben (flexi6;66 + 14,35° vs. 87,17 + 13,85° p =
0,049) a kezelések végeztével.

Tizenharom betegnél diagnosztizaltunk a kezelésekgkerdése étt szervi
erintettséget, amelyek eloszlasa az alabbi voltd RA= 3; pulmonalis fibrozis n = 9; ny@ls)
motilitasi zavar n = 4, savéshartya gyulladas n. Bar a kezelések hatasara nem javultak,

azonban a terapia sorén rosszabbodast sem muddittkgek betsszervi manifesztacioi.

Periférias B, T, NK és NKT sejtek

Tanulmanyunk sordn nem talaltunk szignifikans kbkByet a periférias CD3+,
CD4+, CD8+ T-sejtek és B-sejtek értekei esetébeetegek és kontroll személyek kdzott. Az
aktivalt T-sejtek vizsgalata soran a &ésaktivacidt mutatd T-sejtek a betegekben
szignifikhnsan magasabb szazalékos aranyt mutatiak,az egészséges személyekben (3,72
+ 1,59 % vs. 2,24 + 1,43 %, p = 0,018), mely érkéaefotoferezis kezelések hatasara nem
valtoztak szamottévmeértékben.

A CD95+ B-sejtek értékei nem mutattak érdemi efitrézonban a CD95+ T-sejtek
esetében mind a sejtszam, mind a szazalékos araggsabbnak adddott a betegekben a
kezelések megkezdéséttla kontroll értekekhez viszonyitva (sejtszam86,4 0,164 G/| vs.
0,342 £+ 0,139 G/I, p = 0.007; sejtarany: 42,95 &57% vs. 32,53 + 5,91 %, p < 0.001).
Medfigyeléseink alapjan ezen értékek mar az &P ciklust kdveten szignifikAnsan
csokkentek a kiindulasi adatokhoz képest (sejts238v.3 + 0,131 G/l vs. 0,485 + 0,164 G/I,
p = 0,035; sejtarany: 35,22 + 6,94 % vs. 42,95 8576, p = 0,003), és az egészseges
kontrollokéhoz valtak hasonléva.

Az NK sejtek abszolut szama, és szazalékos ardngeagasabb volt a betegekben a
kontrollhoz képest (sejtszam: 0,199 + 0,102 G/I;431 + 0,038 G/I, p = 0,043; sejtarany:
13,16 £ 6,65 % vs. 9,01 £ 3,77 %, p = 0,038). Emmimben az NKT sejtek értekei a

betegekben szignifikAnsan alacsonyabbnak bizorkyudia egészségesekéhez viszonyitva
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(sejtszam: 0,0194 = 0,0177 G/l vs. 0,0399 + 0,084 p = 0,041; sejtarany: 1,18 £ 1,04 %
vs. 2,16 £ 1,59 %, p = 0,047). Az eredményeink jalapnegallapithaté, hogy a fotoferezis
terapia nem volt érdemi hatassal e sejttipusoke&irg

Periférias Thl, Th2 és Th17 sejtek

A Thl sejtek szama és aranya szignifikansan algestmak adodott a betegekben a
kontrollhoz képest (sejtszam: 0,119 + 0,067 G/I0;467 + 0,045 G/I, p = 0,034; sejtarany:
13,72 + 5,23 % vs. 18,25 + 4,71 %, p = 0,017), baona megfigyelt eltérésre nem volt
hatassal a fotoferezis terapia. A Th2 sejtek kvaiiti értékei hasonloak voltak a betegekben
€s egészségesekben is, és szintén nem mutattakasila kezelések hatasara.

A Thl7 sejtek adatai a kezelések megkezdése sdignifikAnsan magasabbak voltak
a betegekben a kontrollokéhoz képest (sejtszar20,& 0,0062 G/I vs. 0,0073 + 0,0034 G/,
p = 0,007; sejtarany: 1,61 + 0,74 % vs. 1,09 + @&8p = 0,025), azonban mar a masodik
kezelést koveéen jelendsen csdkkentek (sejtszam: 0,0085 + 0,0032 G/l €29 + 0,0062
G/, p = 0,021; sejtarany: 1,14 + 0,37 % vs. 1,680,744 %, p = 0,032) és hasonl6kka valtak a

kontroll értekekhez.

Periférias regulativ T-sejtek

Mind a Trl, mind a CD4+ CD25+ Treg sejtek csOkksejtszamban és szazalékos
aranyban voltak jelen a betegek periférias vér@bdezelések megkezdésétela kontroll
adatokhoz képest (Trl sejtszam: 0,00347 = 0,001/P8950,00691 + 0,00254 G/I, p < 0,001;
Trl sejtarany: 0,45 + 0,17 % vs. 0,84 + 0,33 %, pP,801; CD4+ CD25+ Treg sejtszam:
0,0359 + 0,0094 G/l vs. 0,0479 + 0,0075 G/I, p60Q, CD4+ CD25+ Treg sejtarany: 4,88 +
1,17 % vs. 6,14 + 0,93 %, p = 0,002). A fotoferdazelések soran viszont mar a masodik
ciklust koveben szignifikans emelkedést mutattak mindkét sejtigriekei a kiindulasi
adatokhoz képest (Trl sejtszam: 0,00442 + 0,00108950,00347 + 0,00126 G/I, p = 0,041,
Trl sejtarany: 0,59 + 0,19 % vs. 0,45 + 0,17 %, p,843; CD4+ CD25+ Treg sejtszam:
0,0454 + 0,0138 G/l vs. 0,0359 + 0,0094 G/I, p 648, CD4+ CD25+ Treg sejtarany: 6,02 +
1,48 % vs. 4,88 £ 1,17 %, p = 0,021).

CD4+ CD25+ Treg sejtek szuppresszor aktivitasa

Az in vitro funkciondlis tesztek eredményei alapjanCD4+ CD25+ Treg sejtek

szuppresszios aktivitdsa alacsonyabb volt a bebegekz egészségesekéhez képest (1,66 +
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0,30 vs. 2,21 £ 0,75, p = 0,014), azonban mar sizfetoferezis ciklust kovéen szignifikans
javulast tapasztaltunk a kiindulasi értékekhez kéf&29 + 0,46 vs. 1,66 + 0,30, p < 0,001).

Szérum citokin szintek

Az eredményeink alapjan a betegek IL-10 citokinngei szignifikans emelkedést
mutatott a mésodik kezelési ciklust kasest (5,18 + 4,38 pg/ml vs. 2,15 + 2,01 pg/ml, p =
0,022). Az IL-1RA szintjének valtozdsa statisztigi szignifikAns ndvekyv tendenciat
mutatott (F = 2,919, p = 0,028). A pro-fibrotikuatdsu TGF-béta szintje mar azéekezelést
koveten szignifikdnsan csokkent a kiindulasi adatokhiszonyitva (1,28 + 0,46 pg/ml vs.
1,77 £ 0,84 pg/ml, p = 0,049), mig az anti-fibrosk HGF koncentracioja statisztikailag
szignifikans néveky tendenciat mutatott (F = 2,687, p = 0,041). A CMenokin szintek
szignifikAnsan csokkentek mar a masodik fotofere#ikist koveben, a kezdeti értékekhez
képest (377,99 £ 83,62 pg/ml vs. 463,11 + 115,0inpgp = 0,037).

Szérum autoantitestek
A betegek kozott 15 szemeélynél igazolodott ant-Bxl antitest pozitivitas. A

kezelések hatasara nem kévetkezett be valtozasgdkeautoantitest szintjeiben.

Korrelaciok a vizsgélt immunparaméterek kdzott

Az adatok statisztikai feldolgozasa soran nedativelaciot tapasztaltunk a CD95+ T-
sejtek és a CD4+ CD25+ Treg sejtek értekeibendddzis kezelések soran mért valtozasok
(az utols6 kezelés utani ertékek és a kiinduldat@dhanyadosa) kozott (sejtszamok: R = -
0,507, p = 0,048; sejtaranyok: R = -0,514, p = )04

A terapia befejezését kovein negativ korrelacio feéjtiott ki a korai, és a kés
aktivalt T-sejtek szazalékos aranya és a CD4+ CDREeg sejtek in vitro szuppressziés
aktivitasa kozott (korai aktivalt T-sejtek: R =,5Q0, p = 0,039; kés aktivalt T-sejtek: R = -
0,526, p = 0,036).

Osszefliggések a klinikai allapotjavulas és a vizsgamunparaméterek valtozasa kozott

Eredményeink alapjan szignifikans korrelacié alrfea Th1l7 sejtek szamanak és
szizalékos ardnyadnak csokkenése és Gavabtagsdg ultrahangos vizsgalattal mért
mérsékbdése kdzott (3. ujj bazisan végzett UH mérés esebdn sejtszam: R = 0,784, p =
0,001; Th17 sejtarany: R = 0,649, p = 0,009; ikellkaron végzett UH mérés esetén: Thl7
sejtszam: R = 0,532, p = 0,043; Th17 sejtarany:(’548, p = 0,048).

19



5. MEGBESZELES

5.1. A Sjogren-szindromas betegeken végzett vizsgtik

Eredményeink azt mutatjak, hogy Sjogren-szindromaharegulatorikus aktivitasu
immunkompetens sejtek egyes tipusai az egészsegemlyekben mért értekékteltérs
mennyiségben vannak jelen a periférids vérben. tAgisink szerint az emelkedett NK és
NKT sejtaranyok pSS-ben egy fokozott ellenreguléiceakcio részét képezhetik, mely altal a
szervezet a kronikusan perzisztald, patolégias imeaktivitdas egyensulyozasara toérekszik.
Azon pSS betegekben, akiknél az exokrin funkcidkksiés mellett extraglandularis tlinetek
is jelenkeznek, az NKT sejtek ardnya jetmain magasabb a csak sicca panaszoktol
szenvedkehez képest. Az NK és NKT sejtekhez hasonléan h Sajtek esetében is
megfigyelheb a sejtarany emelkedése a betegek periférias véraliea szisztémas tiineteket
mutatéknal ugyanugy kifejezettebb e novekedés, samtén aldtdmasztja a kompenzalo
immunmechanizmusok jelenlétét a betegség lefolyasm.

A periférias CD4+ CD25+ Treg sejtek csotkkent sziaad aranyat figyeltik meg a
betegségben, mely alapjan feltételeghéiogy az immunregulacidban kulcsszerepet hietolt
CD4+ CD25+ Treg sejtek kisebb szamban nem képesgfateben kontrollalni pSS-ben az
autoreaktiv immunfolyamatokat. Erdekes modon azgzisas tiinetekt szenved betegek
vérében a CD4+ CD25+ Treg sejtek aranya magasabdmh@dott a glandularis formakban
megfigyelhed szinteknél, azonban igy is a kontroll értékektateradt. Mindez alatdmasztja,
hogy a klinikai kép sulyosbodasaval parhuzamosknstdnek a szervezet ellenregulacids
mechanizmusai, emelkedik a regulativ T-sejtarampnban az egészségeshez viszonyitva
tovabbra is cstkkent szintje nem képes kontrott gdatani az autoimmun folyamatokat.

A CD4+ CD25+ regulativ T-sejtek funkciojat jeléaen befolyasolja a lokalis citokin
mili6. Tanulmanyok kimutattak, hogy bizonyos gyulladasibskinek, ugy mint a TNF-alfa
és az IL-6 fokozott termétlése képes megzavarni a regulativ T-sejtek ddgset és
szuppresszor tikddését, tovabba az igy megvaltozott citokin prioéitasara az autoagressziv
T-sejt klonok rezisztenssé valnak a Treg sejtekilédg aktivitdsaval szemben. Kutatasunk
soran mind a TNF-alfa, mind az IL-6 citokin esetélenelkedett szinteket mértiink a pSS
betegek széruméban, mely felvetette annak dskget, hogy primer Sjogren-szindromaban e
citokinek fokozott terméldése gatolhatja a regulativ T-sejtek immunszabalyapességét.
Ezért a CD4+ CD25+ Treg sejtek kvantitativ eltérésellett az esetleges kvalitativ zavarait

is megvizsgaltuk a betegségben. Az in vitro funkélcs teszt soran a CD4+ CD25+ T-sejtek
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karosodott szuppresszor képességet tapasztaltuly, atapjan a megvaltozott sejtaranyok
mellett a csokkent sejtfunkcié is fontos tényezregulativ mikodés elégtelenné valasaban.

A pSS betegek szérumaban szignifikdnsan csokkeritOllszinteket mértink az
egeszséges kontroll személyek értékeihez képestlILAD kdzponti szerepet jatszik az
immunvélasz kontrollalasaban. Erdekes médon azne¥egeink arra utalnak, hogy bar az
er6sod ellenregulécios folyamatok részeként az IL-10-&énTrl sejtek jelenléte fokozddik
a pSS betegek periférias vérében, azonban az Hzitek az egészséges személyek értékei
alatt maradnak. Tovabba a periférias Trl sejtad@ang® a szérum IL-10 szintek kozott
megfigyelt negativ korrelacio felveti a Trl sejteklégtelen anti-inflammatorikus
citokinszekretald képességét a betegségben.

A Klinikai vizsgélati eredmények feldolgozdsa sorggativ korrelaciot figyeltlink
meg a regulativ T-sejtek szazalékos értekei edegbk szialometrias eredményei kozott. A
csokkent szekrécios képesség a Sjogren-szindrotoggrezisének sarokpontja, és 6sszefiigg
a betegség sulyossagaval. Megfigyeléseink alapjgszedségében elmondhatd, hogy a
klinikai kép sulyosbodasaval parhuzamosan é&siédnek a szervezet ellenregulécids
mechanizmusai, melyek azonban nem képesek kon@tdl vonni az autoimmun
szovetkarositd folyamatokat, részben a mar jelel gyulladasos citokin kérnyezet, és az

emelkedett IL-6 és TNF-alfa szintek kovetkeztében.

5.2. A szisztémas sclerosisos betegeken végzetsgitatok

Tanulmanyunk soran a diffiz cutan SSc-ben szehvmtegek periférias vérében
szignifikansan alacsonyabbnak talaltuk a CD4+ é8€Daiv T-sejtek szazalékos aranyéat,
mig a CD4+ és CD8+ centralis memodria T-sejtek amasgignifikansan magasabb érteket
mutatott. Mindezen eltérések a kronikusan aktivejigopulacié névekedésével egyitt egy
immunoldgiailag aktiv allapotot reprezentalnak.

Vizsgalataink sordn a betegek periférias vérébealladett NK sejtaranyt mértink,
mely dsszhangban van az irodalmi adatokkal. Mikdwetegeket két alcsoportra osztottuk a
bel szervi érintettség jelenléte, illetve hianya adapja sulyosabb klinikai képet mutato
esetekben az NK sejtek értékében jdlsabb emelkedést tapasztaltunk, mig a csak
bértineteket mutatd betegeknél az egészségesek radataegfeldl sejtaranyokat mértink.
Az NK sejteknél megfigyelt expanzié kapcsolatbathail a kifejezettebb gyulladasos

folyamatokkal, melynek részeként fokozodik az 1EL1L-15 citokiknek termédése, ami az

“ sz
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alacsonyabbnak adddtak a betegek verében, melyaalapra kovetkeztethetlink, hogy a
patolégias immunfolyamatok az NK sejtek mellettNd<T sejtekre is hatassal vannak.

A Thl és Th2 sejtprofilt célzd vizsgalataink sorarignifikansan csotkkent Thl
sejtaranyt tapasztaltunk a betegek periférias eéréBar az egészséges kontrollok adataihoz
képest a Th2 sejtek értékeli, illetve a Thl és Tdjiek altal termelt citokinek szintjei nem
mutattak eltérést a betegek vizsgalata soran, bdvab Th1/Th2 sejtaranyban megfigyelt
valtozds nem érte el a statisztikailag szignifikémiitet, az altalunk mért eredmények sem
megebsiteni, sem céafolni nem tudjak a Th1/Th2 egyensudgbomlasanak hipotézisét.

A Thl7 sejtek felfedezése Uj utakat nyitott a kbdzd autoimmun folyamatok
megértéséhez, és szamos autoimmun betegségédéefiben sikerllt alatamasztani e
sejttipus kozponti szerepét. Vizsgalataink sorgmeaférias Th1l7 sejtek fokozott jelenléte
mellett, a CD4+ CD25+ Treg sejtek cstkkent szazmélranyat tapasztaltuk a betegek
vérében. Ennek kovetkeztében a Thl7/CD4+ CD25+ Teejtek aranya megvaltozott,
kibillentve az érzékeny immunoldgiai egyensulyt akdzott immunreaktivitas irdnyaba.
Kutatasunk soran vizsgaltuk a CD4+ CD25+ Treg kdjtevitro szuppresszor aktivitasat is,
és az altalunk megfigyelt csokkent szuppresszoessqy alapjan a CD4+ CD25+ Treg
sejteknek nem csupan a csokkent periférias jelenténem a megvaltozott funkcidja is
szerepet jatszhat az elégtelen immunregulaciossképékben.

Tanulmanyunk soran az IL-10 terrelrl sejtek csokkent szazalékos aranya mellett
az IL-10 citokin alacsonyabb szintjét figyeltik madoetegek periférias vérében. Az IL-10
termelése a T-sejteken kivil a B-sejtekhez és eddBlICs-hez is kothét Egy nemrég
készilt vizsgalat kimutatta, hogy a PBMCs IL-10melb képessége az SSc betegekben az
egészségesekéhez hasonld, azonban stimulacié raajéenbsebben fokozédik a PBMCs
ellenregulacios folyamat részjelenségére utalnady mélheten a Trl sejtek altal csokkent
mennyiségben term#&lo IL10 citokin szintjének a kompenzaciojara torekszibetegségben.

A bérérintettség sulyossaga és a vizsgalt laboratorigmaraméterek kozotti
Osszefluiggés vizsgalata soran negativ korrelacipasidaltunk a modositott Rodnan-féle
borpontszam értékek és a Trl sejtek szazalekos arddgatt. Mindezek alapjan azt
feltételezzik, hogy az egyre csoOkkefirl sejtszammal parhuzamosan elégtelenné valo
regulativ. mechanizmusok nem képesek kontroll akatiani az autoimmun folyamatokat,
ezaltal mind sulyosabb klinikai tinetekhez vezetnek

Bar a szakirodalom a komplement Gtvonalat ritkamjadaaz SSc patogenezisében

fontos szerepet jatsz6 téngerk, a betegségben gyakran megfigyélhet
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hipokomplementémia, mely az eredményeink alapj&@zaigggésben allhat a megvaltozott

CD4+ CD25+ Treg sejtszammal, ezaltal a kdrosodattunregulécios profillal.

5.3. A fotoferezis kezelés klinikai és immunolégidiatasai

Vizsgélataink soran egyeértelnavulast tapasztaltunk a betegek klinikai allapataa
fotoferezis kezeléseket koven. A Iirtliinetek sulyossagat j@2VIRSS pontszam csokkent,
az izlleti mozgastartomany és az oralis apertéitt iletve a mimikai funkciok is javultak.
Mindezen megfigyeléseink dsszhangban allnak a kondksgalatok eredményeivel. Fontos
hangsulyozni, hogy mivel &tiink még senki nem vizsgalta a fotoferezis kesiégszletes
immunbioldgiai hatasait szisztémas sclerosisban, adalunk megfigyelt laboratoriumi
eredményeket csak az egyéb betegségekben alkatmB&iR kezelés immunoldgiai
kovetkezmeényeivel tudjuk 6sszehasonlitani.

Az eddigi ismereteink alapjan az SScdlegesen egy vaszkularis betegség, melynek
létrejottében autoimmun mechanizmusok jatszanakepeg az érintett szovetek fibrozisat
eredményezve. A korabbi tanulmanyok az NK és NKTletiea Th17, Trl és CD4+ CD25+
Treg sejtek esetén is megvaltozott kvantitativ \éditativ tulajdonsagokat tapasztaltak SSc-
ben. Vizsgalati eredményeink hasonléan megvaltokittés NKT sejtaranyokat, tovabba
csokkent Thl, Trl, CD4+ CD25+ Treg és emelkedett 7Tkejtszamot igazoltak az SSc
betegek periférias vérében. Mindez arra utal, hogggulativ és effektor funkciojua CD4+ T-
sejtek aranyanak eltolédasa fontos szerepet jatziérzékeny szabalyozasi egyensulynak a
fokozott immunreaktivitas iranyaba valo kibilleréégn.

Az ECP Kkezelések, ugyinik kifejezettebb hatadssal vannak az egyes T-sejt
altipusokra, mint az NK vagy az NKT sejtszamokrardabbi kutatasok, melyek a fotoferezis
immunologiai hatasat vizsgaltak GVHD-ban, ugy talél hogy az autoreaktiv sejtek direkt
eliminaci6ja mellett a periférids CD4+ CD25+ Tregjtek aranya is megemelkedik. Mi
szintén tapasztaltuk a perifériis CD4+ CD25+ Tregtek szamanak és aranyanak
novekedését az ECP kezelések hatasara. Fontosuharays, hogy a CD4+ CD25+ Treg
ertékek emelkedésével parhuzamosan a CD95+ T-sajahki csokkenést mutattak. A CD95,
vagy mas néven Fas receptor (FasR) fontos kézppeatepet jatszik a programozott sejthalal
kivaltasdban. Az aktivalt lymphocytak jelleijg a fokozott CD95 expresszid, mely a tulzott
mértékben aktivalt, illetve autoreaktiv sejtek a@afsa altal fontos tényézaz immunvéalasz
kontrollalasaban. Megfigyeléslink szerint tehat zdketben emelkedett CD95+ T-sejtszam az

ECP kezelések soran fokozatosan csokkent, és edt@zds prominensebbnek bizonyult
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azoknal a betegeknél, akiknél kifejezettebb vdalil¥+ CD25+ Treg sejtszam ndvekedeés. Az
in vitro funkcionalis vizsgalatok tanlisaga szeaat ECP kezelés hatasara a CD4+ CD25+
Treg sejtek szuppresszoriikbdése jelerisen javult, 8t a kezelések befejeztével negativ
korrelacio alakult ki a szuppresszor aktivitas doeai, illetve kési aktivalt T-sejtek ertékei
kozott. Mindezek a megfigyelések alahuzzak a CDDR%+ Treg sejtrikodés kiemelkedl
szerepét a fokozott autoreaktivimmunfolyamatoKkagstasaban.

Mindemellett azonban a CD4+ T-sejt alcsoportokatntér valtozasok joval
komplexebbnek tinnek. A fotoferezis noveli a regulativ tulajdonsalal0-termet Trl
sejtek szamat és aranyat a betegek periférias emerébig az autoimmun és pro-fibrotikus
folyamatokban kulcsszerepet jatszé Thl7 sejtekitkenti. Eredményeink alapjan azokban a
betegekben, akik esetében kifejezetteBbvdistagsag csokkenés volt tapasztalhatd, a Thl7
sejtek szaméanak és aranyanak cstkkenése nagyotsakimeit.

A tapasztalataink alapjan a dominaléan pro-inflatdmieus hatasu citokinek nem
mutattak véltozast a fotoferezis hatdsara. Az iafismmatoérikus citokinek kozil az IL-10
citokin szintek mutattak emelkedést, mely valtoziszhangban allhat az ECP terapia
kovetkeztében novekedést mutatd Trl értekekkel.lA20 mellett az IL-1RA citokin
koncentraciéi is éttek. Az IL-1RA kompetitiven kédik a sejtek IL-1 sejtfelszini
receptorahoz, ezaltal gatolja az IL-1 citokinek-prfammatérikus hatasait. Mivel az IL-1-
béta citokin gatolja a CD4+ CD25+ Treg sejtek szappzor képességét, ésselgiti a Thl7
iranyu sejtdifferencialodast, az IL-1RA szintjénekvekedése, az emelkedett IL-10
koncentraciéval egyutt hozzajarulhat a fokozott imfiolyamatok csillapitasahoz.

A fibrotikus folyamatokat tekintve egyre tébb ereslg tamasztja ala a sztveteket
infiltralé aktivalt makrofagok és T-sejtek szere@épro-fibrotikus tulajdonsagu TGF-béta,
CCL2, IL-2, IL-4, IL-6 és IL-17 termelésében. A ladgsek hatasara szignifikansan
csokkentek a TGF-béta és CCL2 szintek, csokkentfiprotikus aktivitast jelezve, mely
részben magyarazza a klinikai tiinetek javulasay. tagulmany nemrég alacsonyabb HGF
szintl szamolt be SSc-ben, mely hozzajarulhat az el@gtehszkularis reparaciéhoz és a
fokozott fibrogenezishez. Vizsgéalataink alapjan atoferezis terapia a HGF szintek
emelkedéséhez vezet, melynek szintén szerepeddifebtikus folyamatok merseklésében.

Bar a fotoferezis valdszifeg nem képes megszintetni a korabban mar &iféjt
szoveti fibrozist SSc-ben, azonban jetsein hozzajdrul a betegség progressziojanak
gatlasdhoz. Mindemellett a betegeink egyikénél pdemtkeztek mellékhatasok a fotoferezis
kezelések kovetkeztében, mely mégéi a kezelés minimalis toxicitasanak jelesgget, ami

egyértelni elony a tdbbi immunmodulans terapiaval szemben.
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6. OSSZEFOGLALAS

A primer Sjogren-szindroméval kapcsolatos vizsgdatdt eredményei alapjan a
betegség soran megnyilvanulé patoldgias immunmeénmarsokban mind a természetes,
mind az adaptiv immunrendszer regulatérikus akéisiitelemei érintettek. A periférias NK,
NKT és Trl sejtaranyok emelkedése valbsleg egy fokozott ellenregulaciés mechanizmus
része, ami az autoimmun folyamat Aaltal kivaltott6rkkus gyulladasos allapot
ellensulyozasara torekszik. Ezzel szemben az eggszsk értekeihez képest alacsonyabb
CD4+ CD25+ Treg sejtaranyokat figyeltink meg. dként irtuk le a CD4+ CD25+ Treg
sejtek csokkent szuppresszor aktivitdsat a betegsed\z altalunk megfigyelt emelkedett IL-

6 és TNF-alfa szérum szintek részben megmagyaréaazakgfigyelt funkcionalis eltérést.
Eredményeink 0sszességében arra utalnak, hogy &ermriSjogren-szindromaban
megfigyelhed elégtelen immunregulaciosiikbdés hatterében nem csupan a CD4+ CD25+
Treg sejtek csokkent aranya, hanem azok megvatthrdtcioja is all.

Szisztémas sclerosisban (SSc) a Thl7 sejtek fokgelenlétét és a regulatérikus
funkcioju IL10-termeb Trl és CD4+ CD25+ Treg sejtek csokkent aranyatattuk ki. Az
IL-10 szérum szintjet és a CD4+ CD25+ Treg sejtekppresszor aktivitasat szintén
alacsonyabbnak talaltuk a betegekben. Mindezenh rieljativ korrelaciét fedeztiink fel a Trl
sejtek és a betegek modositott Rodnan-fétg-pbontszama kozott, mely alapjan a
megvaltozott Th17/CD4+ CD25+ Treg arany mellettrh Jejtek is szerepet jatszanak a kéros
immunfolyamatok fokozédasaban SSc-ben.

A fotoferezis Klinikai hatékonysaganak vizsgalatads a korabbi tanulmanyokkal
0sszhangban a betegek jetenéllapotjavulasat tapasztaltuk. Mivel a kezelésmimbiolbgiai
hatasait dittink még nem vizsgaltak SSc-ben, ezért mindenréboumi eredmeényink Uj
megfigyelésnek szamit a nemzetk6zi szakirodalomban.

Vizsgélataink alapjan a fotoferezis kezelések a7Tédjtek szamét csokkentik, a Trl
és CD4+ CD25+ Treg sejtek szamat pedig emelik @dedt periférias vérében, illetve
normalizaljak az utdébbiak szuppresszdikiddését. A CCL2 és TGF-béta szintek csdkkentek,
mig az IL-1Ra, IL-10 és HGF szintek emelkedtek. BCP kezelés ezaltal hozzajarul a
regulativ és effektor immunmechanizmusok egyensalyéhelyreallitasahoz, és a betegség

progresszidjanak gatlasahoz.
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