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1. BEVEZETES

1.1 Autoimmunitas

Az immunrendszer alapvetd feladata, hogy kiilonbséget tudjon tenni a szervezetet
felépitd, sajat és nem-sajat strukturdk kozott. Felismerésiikben és a veliik szemben kialakul6
immunvdlaszban a természetes (velesziiletett, ,innate”) immunrendszer és a specifikus
védekezést biztositdé Un. adaptiv (szerzett) immunrendszer elemei (T- és B-sejtek) vesznek
részt. Mindazokat a struktirdkat (sejteket, molekuldkat) amelyeket a funkciondlisan érett
adaptiv immunrendszer felismer antigénnek nevezziik [1]. Amennyiben az antigén a szervezet
sajat struktirdi, illetve azok médosult véltozatai koziil keriil ki autoantigénrdl beszélhetiink.

Az immunrendszer tehdt védelmet nyujt a szervezetnek a veszélyes, kdros kiils6 és
belso anyagokkal szemben gy, hogy a sajat struktdra lehetdleg ne — vagy csak minimalisan —
sériiljon. Azokat a kiilonféle, komplex szabdlyozasi folyamatokat, amellyel az immunrendszer
a sajat antigénstruktirdjat védelmezi, dsszefoglaldan immuntolerancidnak nevezziik. Ennek
vannak kozponti (a thymusban kialakuld) és periférids elemei (anergia, delécid).

Abban az esetben, ha az immunrendszer immunvélaszt produkdl a sajat anitgénekkel,
epitopokkal szemben, autoimmun betegség alakulhat ki. Ez a patholdgids autoimmunitds
bizonyos esetekben sok szervet, maskor egy-egy szervet, szovetet, sejtet, sejtalkotdt pusztit,
legtobbszor  gyulladdsos formaban jelentkezve. Ez alapjain megkiilonboztethetiink
poliszisztémas és szervspecifikus autoimmun betegségeket, azonban a sejt- és
szovetspecifikus autoimmun betegségek elkiilonitése is indokolt.

Meg kell jegyezniink, hogy a patholégids autoimmunitdsra valé hajlam bizonyos
megnyilvanuldsi formdkban és eltér6 mértékben potencidlisan mindenkiben megvan.
Szerencsére azonban ez nem mindenkinél jut érvényre, és nem olyan mértékben, hogy tartds
autoimmun betegség alakulna ki [2]. Ma mar vildgosan tisztdzott, hogy a szervezetbdl nem
tinnek el teljes mértékben az autoreaktiv T- és B-sejt-klonok. Egy felndtt egyén
immunrendszerének limfocitdi mintegy 20-30% ardnyban autoreaktivitdsi képességgel
rendelkeznek [3].

Az egészséges egyén fiziolégids immunreaktivitisat eredményezd immunoldgiai
tolerancidjanak kialakitdsdhoz alapvet6en hozzdjarulnak a regulativ T-sejtek, igy a
CD4"CD25", az IL-10 termeld Trl tipusd, illetve a TGF-B termeld Th3 sejtek, a természetes
016 (natural killer, NK-) T-sejtek és egyéb humordlis és sejtes mechanizmusok [2,4] Az

autoimmun betegségek etiopatogenetikai hdatterét az immuntolerancia valamilyen szinten



jelentkezé =zavara, a fenti regulativ sejtek diszharmoénidja képezi. A szabdlyozasi
rendellenességet genetikai, hormondlis és kornyezeti tényezOk (foképp infektiv dgensek)
kolcsonhatédsai idézik eld. Az exogén tényezOk kozott, a mar emlitett mikrobidlis faktorok
mellett fontosak a kiilonféle kémiai anyagok, vegyszerek és gyogyszerek betegségprovokdld
hatasa [2].

Autoimmun betegségrél azonban egy konkrét esetben akkor beszélhetiink, ha az
autoimmunitdshoz, mint immunpatholdgiai folyamathoz klinikai tiinetek, illetve patholdgiai
kovetkezmények tarsulnak [2]. Egy adott kérkép autoimmun betegségként val6 besoroldsahoz
az alabbi kritériumoknak kell teljesiilni:

- ismerni kell az autoantigéneket, epitopokat

- ki kell tudni mutatni az autoantitesteket, illetve az autoreaktiv T-sejteket

- legyen allatkisérletes modell

- passziv transzferrel bizonyitani kell az autoantitestek, az autoreaktiv T-sejtek patogén

szerepét [2].

Az immunoldgia teriiletén beliil, az autoimmun betegségek elméleti és gyakorlati klinikai
vonatkozdsu kutatdsa kiemelt jelentOséget kapott. A kutatdsi teriilet f6 kérdései kozé tartozik,
hogy milyen elényoket biztosit az un. fiziol6gidsan is meglévd autoreaktivitdsi kapacitds,
milyen szabdlyozdsi mechanizmusok biztositjdt a sajittal szembeni toleranciit, milyen
formaban, hol és hogyan sériill az immunoldgiai szabdlyozds, amely igy patholdgids
immunolégiai torténések révén autoimmun betegséghez vezethet [3].

Munkdm sordn az immunoldgia tolerancia kialakitdsdban fontos szerepet jatszé
regulativ T sejtek — kiilonOs tekintettel a CD4*CD25" Pright” gatlé aktivitdsu (tolerogén
regulativ) T sejtek — szerepét vizsgdltam poliszisztémds autoimmun betegségekben

(szisztémas lupus erythematosus €s kevert kotdszoveti betegség) és Hodgkin lymphomaban.

1.2 Szisztémas lupus erythematosus (SLE)

Klinikailag valtozatos, sokszini poliszisztémds betegség. Jellemzdje, hogy tobbféle
autoantitest képzddik a sejtmag, citoplazma, membrdan komponensek és szolibilis fehérjék
ellen. A legjelentdsebbek az anti-dsDNS, anti-Sm, anti-foszfolipidek, anti-La, anti-Ro, SS-A,
SS-B. Az autoantitestek a komplement aktivaci6 illetve az un. ADCC (antigén dependens
citotoxicitds) mechanizmus révén citotoxikus hatdst fejtenek ki. Ennek kovetkeztében
lymphopenia, T-citopenia, valamint monocitopenia alakulhat ki, egyéb célsejtek pusztuldsa

mellett.



Az autoantitestek és autoantigének altal képzett keringd, és a szervekben lerakddott
immunkomplexek mennyisége jelentdsen megnovekszik, s tipusos szerv- illetve
szovetkarosoddsokat (vese, iziilet, idegrendszer) idéznek eld. Ennek tekintetében a szisztémads
lupus erythematosus klasszikus immunkomplex betegségnek tekinthetd. Mindezen humorélis
mechanizmusok mellett a Th1 tipusi immunmechanizmus szerepkdre is ismertté vélt. Az SLE
multifaktoridlis betegség [5, 6].

A lupus pathogenezisében mind genetikai, mind kornyezeti tényezdk egyardnt
kozrejatszanak. Egyértelmii a HLA-DR2 és HLA-DR3 génekkel vald asszociicio, de mellette
egyéb HLA fiiggetlen 16kuszok szerepe is eldtérbe keriilt [7, 8]. A kornyezeti tényezdk kozott
kiemelt jelent6ségii a virusok (EBV, cytomegalovirus, retrovirusok) szerepe, valamint a
proinflammatorikus citokinek felszabaduldsat el6segito és a keratinocitdk apoptozisat fokozo
ultraibolya (UV) sugérzas [6].

A betegség pathogenezisében fontos szerepet jatszik az immunreguldcié sériilése,
amelynek kovetkeztében az autoreaktiv T- és B-sejtek aktivitdsa fokozddik. Az SLE-s
betegek B-sejtjei nagy mennyiségli autoantitestet termelnek. Az ilyen B-sejt klonok
fennmaraddsaban kulcsfontossdgui a T-sejtes szuppresszio csokkent mértéke, illetve hidnya. A
B-sejt aktivaciés faktorok, mint a BLyS, termelése fokozott mértékii SLE-ben, s ez szintén
eldsegiti az autoreaktiv B-sejt klonok fennmaradasat [9].

Az SLE-s betegek B- illetve T-sejtjeiben a szignalizacié folyamata is sériilt, amelynek
kovetkeztében abnormalisan magas intracelluléris kalcium szint és fokozott tirozin foszforilalt
fehérje termelés mutathat6 ki [10].

A kering0 citokinek koziil, a periférids T-helper sejtek, valamint a regulativ Tr1 tipust
sejtek altal termelt IL-10 fokozza a B-sejtek proliferdcigjat és autoantitest termelését. Az
SLE-s betegek szérumdban az IL-10 koncentricidja szignifikdnsan magasabb, mint az
egészséges személyekében [11]. A lupusos betegek IL-10-el stimuldlt B-sejtjein fokozott
autoantitest termelés mutathat6 ki [12].

A tumor nekrézis faktor alfa (TNF-a) blokkolé gydgyszerek, mint az etanercept €s az
infliximab fokozhatjdk az anti-DNS autoantitest termelését [6, 13, 14].

Martinez és mtsai kimutattdk, hogy a Foxp3 expresszald, in. természetesen megjelend
CD4*CD25" ™" T sejtek szdzalékos ardnya csokkent az SLE-s betegek periférids vérében
[15]. Az IL-10 termeld Trl sejtek szerepérél SLE-ben még keveset tudunk. Munkacsoportunk
kordbban mdr kimutatta, hogy a periféridn a CD4" sejtek kozott magas az intracitoplazmatikus
IL-10 tartalmu sejtek szdma [16]. Meglehetdsen ellentmondasosak azok az irodalmi adatok,

amelyek a betegség aktivitdsat jelz6 SLEDAI (SLE Disease Activity Index) és a regulativ



sejtek ardnya kozotti Osszefiiggést vizsgéltdk. Azonban a természetesen megjelend regulativ
sejtek ardnydban tapasztalhat6 csokkenés, minden bizonnyal lényegi szerepet jdtszik a

betegség pathomechanizmuséaban.

1.3 Kevert kotészoveti betegség (MCTD)

Az MCTD-t mint 6ndll6 entitdst sokdig vitattdk, de dgy tiinik a vita eld6lt. Az MCTD
onallosaga mellett szolo tények kozott szerepel a jellegzetes klinikum, az U1-RNP elleni
antitest pozitivitds és az erekben megnyilvanul6 proliferativ patoldgiai elvéltozdsok és
klinikai kovetkezmények.

A kevert kotészoveti betegség (mixed connective tissue disease — MCTD) kronikus
gyulladassal jar6 poliszisztémads autoimmun korkép.

A betegség elnevezése arra utal, hogy az MCTD-s betegekben észlelt eltérések a négy
klasszikus poliszisztémds autoimmun betegség, a szisztémds lupus erythamatosus (SLE),
progressziv szisztémds sclerosis (PSS), rheumatoid arthritis (RA) és a polymyositis-
dermatomyositis (PM/DM) egy-egy sajatos tiinetét hordozzdk. A véltozatos tiinetcsoporttal
jellemzett betegek kozOs jellemvondsa, hogy az extrahdlhaté nukledris antigén (ENA)
ribonuleoprotein (RNP) konponense ellen termelddott autoantitest megjelenik a betegek
szérumdban. A hosszabb tdvi megfigyelések alapjan elmondhats, hogy 10-20%-ban
megjelenik a veseérintettség, a gyulladdsos myosistis nehezen befolydsolhatd, gyakori a
pulmondris érintettség, mely a tiid6 kisartéridinak endothelsejt-proliferdcidjaval jar, s ami
nemegyszer végzetes kimenetell pulmonadris hypertenziéhoz vezet [17].

A szeroldgiai eltérések koziil ki kell emelni az emelkedett, de a betegség ideje alatt
fluktuald IL-10 és TNF-a szinteket [18, 19, 20]. Az emlitett citokinek és a betegség aktivitasa
kozotti Gsszefiiggést targyald irodalom napjainkban még meglehetdsen ellentmondésos. Az
emelkedett IL-10 szintr6l beszdmol6 tanulmanyokkal 6sszhangban, munkacsoportunk egy
korédbbi vizsgédlatdban kimutattuk, hogy a CD4" sejtek intracitoplazmatikus IL-10 termelése
emelkedett az MCTD-s betegek periférids vérében [21]. Az eddigi eredmények azt mutatjak,
hogy a betegség pathogenezisének hatterében immunregulaciés zavar all. Az MCTD
irodalmat attekintve, eddig még nem taldlhat6 olyan kozlemény, amely azt vizsgalnd, hogy a
kevert kotészoveti betegségben van-e médosulds a periféridgs CD4*CD25* 8" és a CD4'IL-
10" sejtek ardnyédban illetve, hogy a betegség pathomechanizmusdban a regulativ sejtek

milyen szerepet tolthetnek be.



1.4 Hodgkin lymphoma

A betegség f6 jellegzetessége, a tumor 1-2%-at alkot6, Hodgkin-Reed-Sternberg
(HRS) sejtek jelenléte, amelyeket nagy mennyiségben vesznek koriil reaktiv limfocitdk [22,
23;]. A HRS sejtek B-limfocita eredete bizonyitast nyert, s ezéltal a malignus korképeken
beliili elkiiloniiltsége megsziint, s ez, a Hodgkin lymphoma elnevezéssel a malignus
lymphomadk csoportjaba valé egyértelmii betagozdédéssal jar egyiitt. A HRS sejtek B-limfocita
eredetére utal, hogy a normal B-limfocitdk aktivacidjdban szerepet jatsz6 kostimulacios
molekuldk (CD15, CD30 és CD40) jelennek meg a sejtek felszinén [24]. A Bcl-2 csalddba
tartozd Bcel-2 és Bcel-xL anti apoptotikus molekuldk expresszidja segiti a HRS sejtek tulélését,
a Ki67 sejtproliferaciés marker pedig a HRS sejtek osztéddsara és a betegség aggressziv
jellegére utal [24].

A HRS sejtek B-limfocita eredetét bizonyitja, hogy kimutathaté benniik az
immunglobulin (Ig) gének 4atrendez6dése [25]. Béar a sejtekben a folyamat valdban
végbemegy, mégsem termelnek immunglobulinokat. Az ezt megakadidlyozé molekularis
mechanizmusok aktivadldsat kivélthatja egy infekcid, mint amilyen az Epstein-Barr virus
(EBV) fertézés. Ez egyéb molekuldris tdtvonalak stimuldcidja révén megmentheti az
apoptozisra {télt sejteket a pusztuldstdl [26]. Az Epstein-Barr virus DNS-e a HL biopszidk
mintegy 25-50%-ban kimutathatd, s transzgénikus kisérletekben az EBV LMP-1 fehérje
overexpresszidja a B-sejtek immortalizacidjat valtotta ki [27]. A fert6zés a HRS sejtek citokin
(IL-5, IL-6, IL-7, IL-9, IL-13, IL-17) és kemokin (IL-8, TARC, MDC, Eotaxin, MCP-4, Ip-
10, RANTES, Mig, MIPla) termelésére is befolyassal lehet. Kiilonosen fontosak az
immunszuppressziv hatasu IL-10 és a TGF-p [28].

Az immunszuppresszié6 fogalma mar régéta kotdédik a Hodgkin lymphomahoz.
Dorothy Reed 1902-ben gyengyiilt hiperszenzitivitasi reakciét mutatott ki észleltek [29,30].
Szintén a csokkent immunreaktivitisra utal, hogy csokkent a beiiltetett szervek, szovetek
kilokddése, a periférids mononuklearis sejtek gyenge valasza a mitogénre, stb [31 - 34].

Mostanra a T-sejtek miikodésérdl sok informacié 4ll rendelkezésiinkre és lehetové valt
a CD4" sejtek kiilonb6zé alcsoportjainak kimutatasa, elkiilonitése. Az utbbi egy évtizedben a
kutatds eléterébe keriiltek a regulativ aktivitdsal rendelkez6, CD4" T sejtek. Ugy tiinik ezek a
sejtek, a HL. pathomechanizmuséban is kiemelten fontos szerepet toltenek be. Marshall és
mtsai a tumoros nyirokcsomokban felddsilt limfocitdkat vizsgdlva kimutattdk, hogy a CD4"
sejtek jelentds része a regulativ sejtek bizonyos jellemzdit hordozza, azaz CD25%, CTLA-4",

illetve intracitoplamatikus IL-10 pozitiv. A sejtek szuppresszor aktivitdsat vizsgdlva igazoltak,
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hogy a nyirokcsomokba infiltralt sejtek a gatld hatdsukat sejt-sejt kontaktus, IL-10 és CTLA-4
révén egyarant kifejthetik [35].

1.5 Természetes és indukalhaté regulativ sejtek

A szervezet sajit és nem-sajiat antigénjeinek felismerését és megkiilonboztetését
lehetévé tévé mechanizmusban (tolerancia) bekdvetkezd sériilések autoimmun betegségek
kialakuldsat eredményezhetik. Az elsddleges mechanizmus a tolerancia kialakuldsdban a
timuszban végbemend ,negativ szelekci¢” folyamata, amely sordn az autoreaktiv T-sejtek
apoptozissal elpusztulnak. Néhany sajat antigént felismerd sejt azonban megmenekiilhet és
kikeriilhet a periféridra. Ezen sejtek mitkodését viszont az tn. regulativ sejtek kontrollaljak.

Habar a regulativ T-sejtek elmélete az 1960-as évekre nyulik vissza, kutatisuk az
utébbi 10 évben kapott nagyobb lendiiletet. Az 1990-es évek kozepén Sakaguchi és mtsai
kimutattdk, hogy egérkisérletek soran az olyan CD4" sejtek adoptiv transzfere, amelyek koziil
eltdvolitottdk a CD25" sejteket, autoimmun betegségeket indukalt [36]. A késObbiek soran in
vitro és in vivo is sikeriilt igazolni a CD4"CD25" sejtek regulativ hatdsdt. A regulativ sejtek
nemcsak az effektor T-sejtek, hanem az antigén-prezentdld sejtek é€s a B-sejtek mitkodését is
képesek szabdlyozni. Ma tobb sejtcsoportot ismeriink, amely adott koriilmények kozott képes
az emlitett sejtek proliferdcidjat, citokin termelését, aktivitdsat gatolni. Az egyik f0 csoportot
az un. természetes regulativ T-sejtek képezik, melyek CD4 pozitivak €s nagy mennyiségben
expresszdljdk a CD25 molekuldt valamint a FoxP3 transzkripcids faktort. A masik {6
csoportba az udgynevezett indukédlhaté regulativ sejtek tartoznak, s a két leggyakrabban
vizsgalt csoportjuk az IL-10 termeld, CD4", Trl tipusi regulativ sejtek, valamint a TGF-f
termeld, CD4*, Th3 tipusd sejtek [1. Tébldzat]. Sajnos ma még nem ismeriink olyan
sejtfelszini vagy intracitoplazmatikus molekuldkat, amelyek lehetové tennék a regulativ T-
sejtek egyértelmii azonositasat és elkiilonitését [37].

A természetes regulativ T-sejtek 4ltalanosan elfogadott sejtfelszini azonositod
molekuldja a nagy mennyiségben expresszalt IL-2 receptor alfa ldnc (CD25). Habar a CD25
molekula megjelenhet a regulativ funkciéval nem rendelkezd aktivalt T-sejteken is, a human
CD4" sejteken beliil a CD25 expresszié mértéke alapjan hdrom sejtcsoport kiilonboztethetd
meg. Az egyik a CD4"CD25 sejtek csoportja, amely nem hordozza a CD25 molekuldt, a
mdsik CD4" csoport a CD25-t csak ,,gyengén”, kis mennyiségben expresszdlja. Ez a két

sejtcsoport az in vivo és in vitro kisérletekben nem mutat regulativ tulajdonsédgot, ellentétben a
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CD4*CD25" ™" T_gejtektdl, amelyek fokozott CD25 expressziét mutatnak és kevert
limfocita kultdrakban a CD4"CD25 effektor T sejtek proliferdcidjat gatoljak [38].

Az irodalomban szdmos sejtfelszini molekulat sorolnak fel, amely a CD4*CD25* Prieh”
T-sejtek felszinén expresszdlodik. Ilyenek a CTLA-4, CD62L, CD134 (0X40), GITR, a
memran kotott TGF-B valamint az apopotdézisban kulcsszerepet jatsz6 PD-L1. Azonban a
felsorolt molekuldk nem eléggé specifikusak a Treg sejtek azonositdsahoz, ugyanis a T-sejtek
aktivéacidjakor a nem regulativ funkcidju, aktivélt T-sejteken is megjelennek [39]. Jelenleg a
CD47CD25" sejtek FoxP3 expresszié mértékének a vizsgélata a legelfogadottabb médszer a
természetesen megjelend regulativ sejtek azonositdsira. A foxp3 gén az X kromoszéman
helyezkedik el és a ,,scurfin” elnevezésii fehérjét kodolja, amely az IL-2 promoteréhez, illetve
a granulocita-makrofdg koldéniastimuldlé faktor ,.enhancer” régidjdhoz kotédik. A FoxP3
molekula, mint represszor fehérje gatolja az IL-2 citokin termelését, s tigy tiinik a természetes
regulativ T-sejtek fejlodéséhez a miikodése elengedhetelen. A foxp3 gén muticidja silyos
rendellenességeket idéz el az immunrendszer regulativ mechanizmusdban, olyan
betegségeket kivéltva mint az IPEX, vagy az autoimmun diabetes [40,41,42]. Humén, nem-
regulativ T-sejteknél a foxp3 gén retrovirdlis expresszidja olyan, a regulativ sejtekre jellemzd
tulajdonsdgok megjelenését idézte eld, mint a CD25 expresszid és a szuppresszor aktivitds
[43,44].

A mechanizmus molekuldris részletei, amellyel a regulativ T-sejtek a proliferaciot
gatlé hatdsukat kifejtik, ma még nem ismertek. Jelenleg altaldnosan elfogadott, hogy a
CD4*CD25* Pright” T-sejtek szuppresszor aktivitdsa sejt-sejt kontatktus ttjdn val6ésul meg [45,
46, 47], és de la Rosa és mtsai ugy vélik, hogy a CD4*CD25" Pright” sejtek a magas IL-2R
expresszio révén egyfajta kompeticiés versenyben az IL-2 molekuldkat kiszlrik az
autoreaktiv T-sejtek eldl [48]. Egy masik modell a CTLA-4 molekula szerepét hangstilyozza,
amely szintén nagy mennyiségben megtaldlhaté a CD4*CD25" ™" T sejtek felszinén.
Fallarino és mtsai kimutattdk, hogy a CTLA-4 eldsegiti a dendritikus sejtek indolamin 2,3-
dioxigenaz (IDO) termelését, amely a triptofan — kinurenin 4talakuldst katalizalja, s a szabad
triptofdin mennyiségének csokkenése immunszuppressziv hatdst eredményez [49]. A
CD4*CD25% ™" gejtek képesek a CD80/CD86 molekuldk sejtfelszini mennyiségét
csokkenteni a dendritikus sejteken, s igy a gyenge kostimuldcié éltal azok antigén-prezentald
sajatsdgat gyengiteni [50]. Bar meglehetdsen ellentmonddsosak az eredmények, néhany
irodalmi adat azt mutatja, hogy a TGF-f szintén részt vehet a szabalyozasi folyamatban [45,
46), illetve a CD4"CD25" sejtek indukcidja esetén a regulativ fenotipus kialakitdsdban [51,

52,53]. Grossman és mtsai altal végzett in vitro kisérletekben a Treg sejtek képesek voltak
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kozvetleniil elpusztitani az aktivalt CD4" és CD8" sejteket periforin- és granzyme-fiiggd
moédon [54]. Azokban a betegkben, ahol muticié kovetkezik be a periforin génben,
ugynevezett haemophagocytic lypmphohistiocytosis (HLH) alakul ki. Ez a perforin
jelentdségére utal az immunvélaszt szabdlyozé folyamatokban [55]. Az IL-10 citokin szerepe
a CD4*CD25* e sejtek gatld mechanizmusdban nem egyértelmii, s az irodalom az IL-10
altal megvaldsitott immunszuppressziv hatdst inkdbb a Trl tipusu sejteknek tulajdonitja.

Az indukdlhaté regulativ T-sejtek csoportjdba tartozd Trl tipusd sejtek CD4"-ak,
jelentés mennyiségli IL-10-et termelnek. A proliferaciéjuk in vitro koriilmények kozott
eldidézhetd, ha naiv vagy nyugvé CD4" T-sejteket IL-10 és IFN-a jelenlétében anti-CD3 és
anti-CD46 molekuldkkal stimuldlunk. Fontos szerepe van a stimuldcidoban a természetes
regulativ T-sejtek 4ltal termelt o4P; integrinnek [56]. A sejtek fenotipusos hasonldsigot
mutatnak a természetes regulativ T-sejtekhez az anergia és CTLA-4-et expresszid
tekintetében. A Trl tipusu sejtek azonban nem expresszdlnak (vagy csak kis mennyiségben)
CD25, illetve FoxP3 molekuldkat, és gatlé hatdsukat nem sejt-sejt kontaktus fiiggd médon,
hanem IL-10 révén valodsitjdk meg [57]. Ebben a folyamatban valdszinileg a kisebb
mennyisében termelt TGF-B is szerepet jatszhat [58]. Az eredetileg citokin szintézis gatld
faktornak nevezett IL-10-r61 kés6bb kideriilt, hogy anti-inflammatorikus hatdsu és
szuppresszdlja a haematopoetikus sejteket, valamint a T-sejt kozvetitett valaszra gyakorolt
hatdsa révén, részt vesz a periférids tolerancia kialakitasdban. Habar kozvetett mdédon, de az
IL-10 gatolja az antigén-prezenticiot a dendritikus sejteken, Langerhans-sejteken és a
makrofdgokon. Az antigén-prezentdld sejtek citokin és kemokin termelését szintén gitolja, s
Ismert, hogy az IL-10 gatolja a T-sejtek IL-2, IL-5 és TNF-a termelését is [62,63].

Masrészrol ki kell emelni, hogy az IL-10 immunstimuldcids hatdssal is rendelkezik.
Fokozza a B-sejtek dtalakuldsat plazmasejtekké, az MHC-II expressziot az egér B-sejteken, a
CD5" B1 sejtek expanzijat, valamint a CD8" sejtek proliferacidjat és citotoxikus aktivitdsat
[59, 64, 65].

A Trl sejtek aktivacidjdhoz, szuppresszor aktivitisuk megdrzése mellett, alapvetden
fontos a TCR stimulus. Kalcium ionofér vagy PMA hatdsidra megsziinik a rajuk jellemzo
citokin profil és fokozddik az IL-2 és IL-4 termelés. Az aktiviciés markerek, mint a HLA-
DR, CD69, CD40L normadl értéket mutatnak, azonban a CTLA-4 erésebben expreszalodik, a
TGF-B termelésikk CTLA-4 fiiggést mutat [66]. Nyugalmi &llapotban sokféle kemokin
receptort expresszdlnak mint pl. CXCR3, CCRS, CCR3, CCR4, CCR8 valamint a Th1/Th2
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sejtekre nem jellemzé CCR7-et [67,68]. Az alacsony proliferativ kapacitdsuk legalabb
részben az autokrin IL-10 termelésnek koszonheto [69,70].

Miikodésiik sordn IL-10-et és TGF-B-t juttatnak a kornyezetiikbe. Ezek a citokinek az
APC-re, naiv és memoria T-sejtekre hatva kozvetleniil, illetve kdzvetett médon idézik eld a T-
sejtes immunvalasz gatlasat. Egyes kisérletek az mutatjdk, hogy a szuppresszor aktivitasuk
akkor maximalis, ha a célsejtekkel a kozvetlen kapcsolatuk is biztositott [58]. Ez
valészintsiti, hogy olyan inhibitor hatasi sejtfelszini molekuldk is részt vehetnek a
folyamatban, amelyek lignadjai az APC-ken vagy a T-sejteken expresszalédnak [58].

Az indukélhaté regulativ T-sejtek egy madsik csoportjat képezik a CD8" regulativ T-
sejtek. Az eredetiiket és a fenotipusukat targyalé irodalom még meglehetdsen ellentmondéasos.
Filaci és mtsai igazoltdk, hogy in vitro koriilmények kozott — IL-2 és GM-CSF hatésdra —, a
frissen izolalt CD8"CD28" sejtekbdl regulativ tulajdonsdgtii CD8" sejtek keletkeztek. A fissen
elkiilonitett CD8*CD28" sejtek nem mutattak szuppresszor sajatsagot. A CD8 regulativ sejtek
IL-10 révén fejtik ki sejtproliferdcié gatlé hatdsukat [71, 72]. Gonzalez-Rey és mitsai
kimutattdk, hogy a vazoaktiv intestinalis peptid (VIP) a dendritikus sejtekre gyakorolt hatdsa
révén eldsegiti az IL-10 termeld CD8" regulativ T-sejtek keletkezését [73]. Az in vitro
generalt, regulativ CD8'CD28 sejtek FoxP3 pozitivak, mig a frissen izoldlt sejtek nem
expresszaljak a FoxP3-at. Az immunreguldcidoban betoltott szerepilk még nem tisztazott
teljesen, de a jelentSségiikre utal, hogy szdmuk — a CD4*CD25% """ sejtekkel egyiitt —

emelkedett a tiidordkos betegek periférids vérében [74].

Sejttipus Hatasmechanizmus
Természetes Sejt-sejt kontaktussal megval6sulé szuppresszid

CD4*CD25""" """ T sejtek

Indukalhaté CD4*IL-10* Tr1 tipusi sejtek IL-10 révén kifejtett szuppresszié vagy stimuldcio
CD4" TGF-B termeld TGF-p révén kifejtett gatlé hatds

Th3 tipusi sejtek

Indukdlhaté Sejt-sejt ~ kontaktus, illetve  citokinek  4ltal
CD4CD25" T sejtek megvalésuld szuppresszid

CD8*CD28- IL-10 révén kifejtett szuppresszié vagy stimuldcid

IL-10 termel6 sejtek

L. Tablazat A regulativ funkcidji T-sejtek fo tipusai és hatdsmechanizmusuk.
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1.6 Regulativ T-sejtek autoimmun betegségekben

A regulativ T-sejtek 1étezését és az immunvdlasz valamint az autoimmun
betegségekben betdltott szerepét igazoltdk azok a kisérletek, amelyeket az 1990-es évek
kozepén Sakaguchi és mtsai végeztek neonatdlis timusz-irtott egereken [35]. A timusz
eltdvolitdsa utdn, olyan CD4" sejteket juttattak az egerekbe, amelyek koziil eltdvolitottdk a
CD25" sejteket. Ezt kovetden az egereken kiilonféle autoimmun korképek jelentkeztek, mint
colitis, gastritis, inzulin fiiggd diabetes és thyroiditis. A CD4"CD25" sejtek adoptiv dtvitele
azonban megakaddlyozta az autoimmun kérképek kialakuldsat.

Bar a regulativ T-sejtek mikodésének molekularis mechanizmusa még nem ismert, ma
mar tobb humdn autoimmun betegségben kimutattdk, hogy csokkent a szamuk és/vagy a
szuppresszor funkciéjuk mértéke (1. dbra a.). Az autoimmun betegségek és a regulativ T-
sejtek kapcsolatdra vonatkozo irodalom tartalmaz ellentmonddasokat, ezt azonban feloldhatja a
szabdlyozasi folyamat betegségre specifikus eltéréseinek jobb megismerése.

A természetes regulativ T-sejtek csokkent aranyat frtdk le sclerosis multiplexben,
Kawasaki betegség esetén, 1-es tipust diabetesben és SLE-ben. A rheumatoid arthritisben
(RA) szenvedd betegek synovialis folyadékdban a CD4"CD25" sejtek szdma emelkedett a
periférids vérhez képest, a szuppresszor aktivitds mértéke pedig nem tért el az egészséges
személyeknél mérthez képest. Sjogren szindroma esetén a periférids CD4'CD25" sejtek
szama emelkedett, azonban a betegség aktivitdsdval ez nem szignifikdns mértékre csokkent.
Hodgkin lymphomas betegeknél a tumor teriiletén emelkedett a CD4"CD25" és a Trl tipusd
regulativ T-sejtek szdma. Psoriasis, myasthenia gravis, sclerosis multiplex €s szisztémas lupus
erythematosus esetén a természetes regulativ T-sejtek csokkent szuppresszor aktivitdsa volt
kimutathat6 [75-77, 15].

A szabalyozasi folyamat jobb megismerését segiti eld, ha minél tobb betegségre
vonatkozdlag ismeriink adatokat a regulativ T-sejtek szdmanak valtozasarol. Tobb autoimmun
betegség esetén még hidnyosak az ismereteink a regulativ sejteket illetden, ezért kezdtiik el
vizsgélni a sejtek ardnydt és abszolut szamat kevert kdtdszoveti betegségben, szisztémads lupus

erythematosusban, illetve Hodgkin lymphomaban.
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Regulativ CD4*CD25* """ T-gejtek

a.) sejtszam csokkenés b.) sejtszam novekedés

,
fokozott effektor csokkent effektor
valasz valasz

& . 3

e Autoimmun betegség
kialakulasa

e Allergologiai korképek
kialakulasa

®Transzplantatum
kilokodés '

1. abra A regulativ T-sejtek szdmdnak vdltozdsa és annak lehetséges kovetkezményei

oKronikus infekcio
oTumor kialakuldsa

1.7 Regulativ T-sejtek tumoros meghetegedésekben

A regulativ T-sejtek funkcidjat figyelembe véve az elméleti megfontoldsok azt
sugalljak, hogy a tumoros rendellenességek egyik oka lehet, hogy a regulativ T-sejtek tilstilya
vagy fokozott mitkodése, gitolja a tumorral szembeni immunvélaszt (1.4bra b.). Kimutattik,
hogy a tiid6érdkos betegek periférids vérében a CD4"CD25" sejtek ardnya emelkedett [78,79].
A tovabbi megfigyelések szintén azt mutatjak, hogy a regulativ T-sejtek gitoljak a tumorral
szembeni immunitdst, mivel ezen sejtek ardnya emelkedett a tumoros betegek vérében, a
nyirokcsomdkban és az érintett szovetekben. Petefészek tumoros betegek vizsgédlata sordn
kimutattdk, hogy a tumor-sejtek és a mikrokornyezetilkkben 1évé makrofagok CCL22
kemokint szekretdlnak, amely a regulativ sejtek CCR4 receptordval kolcsOnhatdsba 1épve
kemoattraktiv jelzésként szolgdl [80]. Azonosithatok olyan regulativ sejtek, amelyek a human
tumorok 4ltal expresszalt antigénekre specifikusak. Felhalmozdéddsuk az érintett szovetekben

rossz prognozisra és a betegek csekélyebb tulélési esélyeire utal. Emelkedett regulativ T-sejt
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szamot mutattak ki tiidordk, nyaki tumorok, emésztérendszeri daganatos betegségek, bor-,
illetve emlorak esetén [81-85].

A jelenlegi tumor vakcindk €s immunterdpidk sikerességének javitdsahoz fontos, hogy
megértsilk az egyes regulativ T-sejt csoportok szerepét az adott betegségben. A fokozott
szuppresszor aktivitisuk csokkentése egy lehetséges stratégidt jelenthet az immunterdpidk

kozott.
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2. Célkitizések

Munkdnk sordn a regulativ tipusi sejtek két f6 alcsoportjdnak, az un. természetes
regulativ CD4*CD25" """ T_gsejtek és az indukalhatd, IL-10 termelé CD4+ Trl tipus T-
sejtek szerepét igyekeztiink megismerni poliszisztémas autoimmun kérképek és tumoros
megbetegedések esetén. Két poliszisztémds autoimmun korkép, a szisztémds lupus
erythematosus (SLE) és a kevert kotoszoveti betegség (MCTD) és egy limphoproliferativ
elvéaltozas, a Hodgkin lymphoma esetén vizsgalatuk a fent emlitett sejtek el6fordulési ardnyat
a betegek periférids vérében. A regulativ T-sejt csoportok szdzalékos ardnyat és abszolit
szamat egészséges személyek adataival vetettik Ossze, illetve a Hodgkin lymphomas
betegeknél pozitiv kontroll csoportként emld tumoros betegeket vizsgaltunk. A sejtek
vizsgilata a CD3, CD4, CD25, CD69, HLA-DR sejtfelszini molekuldk és az
intracitoplazmatikus IL-10 és a FoxP3 transzkripciés faktor expresszidjanak mértéke alapjan
tortént. A vizsgalataink megkezdésekor még nem allt rendelkezésre irodalmi adat a regulativ
T-sejtekre vonatkozdlag a fent emlitett korképekben, ezért vizsgalataink céljait az alabbiakban
hataroztuk meg:

1.) Az irodalmi adatok hidnya miatt, célunk volt alapadatokat szolgéltatni a regulativ
T-sejtek szdmanak esetleges valtozadsairdl a fent emlitett kérképekben.

2.) Kérdésiink volt, hogy kimutathat6-e eltérés a regulativ T-sejtek szdmdban -
kiilonos tekintettel a CD4*CD25* Pght” regulativ sejtekre —, illetve szdzalékos ardnydban SLE-
ben? Megillapithaté-e valamilyen korrelacidé a betegség aktivitdsianak jellemzdi (SLEDALI,
anti-dsDNS koncentracid) és a regulativ T-sejtek szambeli valtozdsa kozott? A stlyos SLE-s
betegeknél alkalmazott alternativ kezelési mod, a plazmaferezis, gyakorol-e valamilyen hatast
a betegek CD4*CD25" ™€ regulativ T-sejtjeinek abszolit szdmara?

3.) A kevert kotOszoveti betegségben a moddosult immunreguldciéra utald jelek
megfigyelhetdéek, de az irodalomban nem taldlhaté semmilyen utalds a regulativ T-sejtek
MCTD-ben betoltott szerepét illetéen. Kimutathaté-e valtozas a regulativ T-sejtek szamdban
egy ilyen Osszetett poliszisztémads autoimmun betegség esetében is?

4.) Hodgkin lymphomaéban szintén szamos jel utal egy felfokozott immunszuppressziv
allapotra, s annak szerepére a betegség pathogenezisében. Ezért kezdtiik el vizsgdlni, hogy
igazolhaté-e a regulativ T-sejtek fokozott jelenléte a periféridn komplett remisszidban 1€vo
betegek esetén, s ez mutat-e Osszefiiggést a kordbban alkalmazott terdpidkkal, vagy a kezelés

Ota eltelt idovel.
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3. ANYAG ES MODSZER
3.1 A vizsgalatok f6 eszkozei és vegyszerei

3.1.1. Mintavétel

A vizsgalatokhoz felhasznalt vérmintakat véralvadasgatloval (heparin, EDTA) kezelt

vikuumcsovekbe (BD Vacutainer, Becton Dickinson, USA) vettiik le a betegektdl.

3.1.2 Monoklondlis ellenanyagok
- CD3-QR (Sigma-Aldrich, Germany)
- CD4-FITC (Sigma-Aldrich, Germany)
- CD8-FITC (Sigma-Aldrich, Germany)
- CD25-PC5 (Beckmann-Coulter, Immunotech, France)
- FoxP3-PE (eBioscience, USA)
- IgG1-FITC izotipus kontroll (Sigma-Aldrich, Germany)
- IgG1-QR izotipus kontroll (Sigma-Aldrich, Germany)
- IgG1-PE izotipus kontroll (Beckmann-Coulter, Inmunotech, France)
- IL-10-PE (Becton-Dickinson, USA)

3.1.3. Oldatok

Vorosvértestek lizdldsa:
A oldat (100 ml desztillalt viz + 180 ul hangyasav)
B oldat (Na,COs:1,5g; NaCl:3,62g; NaySO4:7,78g; + 250 ml desztillalt viz)
2%-o0s paraformaladehid
Azidos BSA-s PBS
1%-os paraformaladehid

Intracelluldris jelolés:
Osszetételiiket az eBioscience nem hozza nyilvanossagra)
IL-10 festés: Becton-Dickinson cég permeabilizalé és fixalo oldatai

3.1.4. Eszkozok
Falcon cs6 (Becton-Dickinson, USA)
Centrifuga csovek
Eppendor csévek
Pipettahegyek
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3.2. Médszerek

3.2.1. CD4*CD25" T sejtek sejtfelszini jelolése fluoreszcens molekuldkkal jelélt monoklondlis
antitestek felhaszndldsdval

A sejtfelszini CD antigének ellen termeltetett monoklondlis ellenanyagokbol 5-10 pl-t
kimértiink Falcon csovekbe, majd hozzaadtunk 100 pl heparinnal alvaddsgatolt teljes vért. A
mintdkat ezutdn 30 percig inkubdltuk sotétben, szobahdmérsékleten. Az inkubdlds utdn a
vorosvértestek lizisét az aldbbi mddon végeztiikk. Az egyes mintdkhoz 400 ul A oldatot adtunk
és rogton vortexeltiik 10 masodpercig. Ezt kdvetéen hozzamértiink 250 pl B oldatot illetve
400 pl 2%-os paraformaldehidet. A lizalt vorosvértestek kimosdsdhoz 2-2 ml Azidos-BSA-s
PBS-t hasznaltunk, majd a mintdkat 1800 rpm-en 3 percig centrifugéltuk. Ezt a 1épést még

kétszer megismételtiik, s végiil a sejteket 800 pl, 1%-os paraformaldehidbe vettiik fel.

3.2.2. CD4*IL-10" és CDS'ILIO" sejtek intracitoplazmatikus jelolése

Els6 1épésben heparinnal alvadasgéatolt vérbol 1,5 ml-t PBS-el kétszeresére
higitottunk. A limfocitdkat PMA-val (forbol 12-mirisztoil 13-acetit) (25 ng/ml) és
ionomycinnel (1pg/ml) 37°C-on, 5%-0s CO, tartalom mellett stimuldltuk 4 6ridn keresztiil. A
de novo szintetizélt citokinek felszabaduldsit a Golgi apparatus Brefeldin-A-val (10 pg/ml)
torténd blokkolasaval akaddlyoztuk meg. Az inkubaciot kovetden a sejtfelszini CD4, illetve
CD8 molekuldkat megjeloltiik Quantum Red fluorokrémmal konjugaltatott monoklonalis
ellenanyag segitségével. A festési 1épés utan a vorOsvértesteket lizaltuk és a limfocita
membranokat permeabilizaltuk. A Golgi apparatusban 1év6 citokineket fluorokrémmal
konjugaltatott monoklondlis antitestekkel jeloltiik. A sejteket 1%-os paraformaldehiddel
fixaltuk. A felhasznalt anyagok: CD4-QR, PMA, ionomycin, Brefeldin-A (Sigma Aldrich,
Steinheim, Germany), lysing solution, permeabilising solution (Becton Dickinson, USA),

intracitoplazmatikus IL-10 (Caltag Laboratories, San Francisco, CA, U.S.A).

3.2.3. CD4*CD25* """ T sejtek FoxP3 pozitivitdsdnak igazoldsa intracitoplazmatikus
jeloléssel

Az intracitoplazmatikus jeloléshez heparinnal alvaddsgatolt vérbdl, Ficoll gradiens
modszerrel izolalt periférids mononukledris sejteket (PBMC) hasznaltunk. A PBMC-ket a
Ficoll-os szeparilds utdn haromszor mostuk PBS-ben, majd centrifugédldssal osszegyiijtottiik

és az intracelluldris festéshez haszndlt kit (eBioscience) A-oldatiban felszuszpendaltuk. A
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sejtszuszpenziot egy €jszakan keresztiil -20°C-on inkubdltuk. Mdsnap a sejteket dvatosan
felolvasztottuk, centrifugdldssal Osszegyljtottiikk, majd felszuszpendaltuk a B-oldatba s 20
percig inkubaltuk, 4°C-on, sotétben. Ezutdn a B-oldatot eltivolitottuk és a mintdkat az tn.
“Staining Buffer”-rel (tovdbbiakban: jelold puffer) kétszer mostuk. Centrifugdlds utdn a
sejteket a jelold pufferben felszuszpendaltuk (107sejt/m1 koncentricioban). A mintdkat 100
ul-ként Falcon csévekbe mértiik (10° sejt/csé). Hozzdadtunk 20 ul “Blocking” puffert és 15
percig sotétben, szobahdmérsékleten inkubaltuk. Ezt kovetden a sejtfelszini jelolés (CD4 /5
ul/, CD25 /10 wl/) és az intracitoplazmatikus jelolés (FoxP3 /10 ul/) egyidejiileg tortént. A
mintdkat 30 percig sotétben, szobahOmérsékleten inkubdltuk. Végiil a sejteket a jelold
pufferrel kétszer mostuk és ebben felszuszpenddlva a mintdkat FACSCalibur (Becton

Dickinson) tipust dramlési citométeren a CellQuest szoftver segitségével vizsgaltuk.

3.2.4. Az dramldsi citometrids vizsgdlatok technikai jellemzoi

3.2.4.1. Az aramlasi citométer (Becton Dickinson FACSCalibur) detektorainak
fesziiltségértékei és kompenzacids bedllitdsai:

Detektorok/Erdésitok:

Detektor Fesziiltség Erosités Mod
FSC EO00 1.90 Lin
SSC 411 1.00 Lin
FL1 650 1.00 Log
FL2 609 1.00 Log
FL3 720 1.00 Log

Elsodleges paraméter: FSC

Erték: 239

Kompenzacio:

FL1 - 0,5% FL2

FL2 - 31,0% FL1

FL2 —4,3% FL3

FL3 —20,4% FL2

I1. Tablazat Az dramldsi citométerdetektorainak fesziiltségértékei és kompenzdcids
bedllitdsai

3.2.4.2. Sejtek kapuzdsa, hisztogramok, pontdiagramok

Az adatok kiértékelését a Becton Dickinson cég CellQuest szoftverével végeztiik. A
limfocitdkat, monocitdkat és granulocitdkat nagysdguk és granulaltsaguk alapjéan kiilonitettiik
el. A forward scatter (FSC) és side scatter (SSC) paraméterek alapjan kivalasztott (kapuzott)

limfocitdkat vizsgalatuk tovabb. Az 1. dbra a CD4*CD25" ™" T_sejtek FoxP3 pozitivitasat

mutatja.
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2. dbra A humdn CD4*CD25" """ regulativ T-sejtek a CD4" sejtek 5-10%-t alkotjdk. A
CD4"CD25" sejteket megjelenitd ,,dot-plot”-on a CD4" sejtektdl kissé balra tolédva, a
CD25" sejtektdl kissé magasabban helyezkednek el, ami a fokozott CD25 expresszié
kévetkezménye. Az dbra hisztogramjai igazoljdk, hogy a CD4*CD25% """ T_sejtek FoxP3

pozitivitdst mutatnak.

3.2.5. Abszoliit sejtszdam meghatdrozds

A CD4"CD25" ™" CD4*IL-10" és CD8'IL-10" regulativ T-sejtek abszoldt
szamait az dramldsi citometridval meghatarozott szdzlékos értékekbol és haematoldgiai

automatan végzett limfocita abszolit sejtszam (10° sejt/liter) meghatdrozasokbdl szdmitottuk.

3.2.6. Plazmaferezis

Azon sulyos SLE-ben szenvedd betegek esetén, akiknél a gydgyszeres
kezelésnek nem vdrt illetve sulyos mellékhatdsai jelentkeztek, valamint akiknél egyéb okok
miatt a gyogyszeres kezelés nem volt alkalmazhatd, a betegek dllapotdnak javitdsdra ismételt

plazmaferezis kezeléseket alkalmaztak a klinikdnk orvosai. A vizsgdlatokkal kapcsolatban
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esetlegesen felmeriilo etikai problémdk kikiiszobolésére a plazmaferezis megkezdése elott,
minden beteg beleegyezd nyilatkozatot adott. A plazmaferezishez folyamatos aramldsi tipusu
sejtszepardtort haszndltak (Baxter Fenwal CS-3000 Plus, USA). Egy napon csak egy
plazmaferezis kezelés tortént. Egy-egy beteg a kezelések 4-6 napja alatt 3-4 plazmaferezisen
ment keresztiil. Testsily kilogrammonként 30 ml plazmét tavolitottak el egy betegtdl, minden
kezelés alkalmaval. Az eltdvolitott plazmat Ringer és 5%-0s humdn albumin oldattal pétoltak.
Az antikoaguliciét citromsavas (ACD) kezeléssel akaddlyoztdk meg. Azért, hogy a
plazmaferezis regulativ sejtekre gyakorolt hatdsat a gydgyszerhatdsokt6l mentesen lehessen
vizsgélni, a betegek gyogyszeres kezelésében nem volt véltoztatds sem a terdpia alatt, sem

pedig mar az azt megel6z0 egy hétben.

3.3. Betegek

3.3.1. Szisztémds lupus erythematosus

A.) Az SLE-s betegcsoportban 42 nd és 2 férfi beteg (0sszesen n=44) periférids
vérében vizsgalatuk a regulativ funkciéji CD4*CD25 8" T sejtek szdzalékos ardnyét és
abszolut szamat. A betegek atlagéletkora 34 év volt (20-54). A betegség diagnézisdnak
felallitdisa az American College of Rheumatology (ACR) klasszifikdciés kritériumrendszere
alapjan tortént. A betegség aktivitisdnak jellemzése az SLE betegség aktivitdsi indexe, az
SLE Disease Activity Index (SLEDAI) alapjan tortént. Azokat a betegeket vettiik klinikailag
aktivnak, akiknél az SLEDAI nagyobb volt, mint 3,0. Az SLEDALI étlagértéke 6,2 (0-16), mig
a betegség fenndlldsdnak atlagos ideje 4,9 év (2-12) volt. Kontrollként 32 egészséges személy
vérmintdit dolgoztuk fel (18 no, 14 férfi, atlagéletkor 39 év (22-53)).

B.) A tanulmany kibdvitésekor Osszesen 72 lupusos beteg (63 nd és 9 férfi)adatait
elemeztilk. Minden betegrol elmondhatd, hogy az ACR klasszifikaciés kritériumrendszer
legalabb 4 pontjdnak megfelelt. A tanulméiny idején az atlagéletkoruk 34,4+13,9 év, a
betegség fenndlldsanak ideje 9,418,122 év volt. A betegek kozott 53 személy volt a betegség
inaktiv és 19 személy volt az aktiv stddiumdban. Az inaktiv stddiumban 1év0 betegek
aktivitasi indexe <5, az aktiv stddiumban 1évoké =5 volt. Az aktiv stddiumud betegnél a
betegség fenndllasa rovidebb volt, alacsonyabb volt az atlagéletkor és magasabb SLEDAI
értékkel, valamint magasabb anti-dsDNS koncentracidval rendelkeztek. A kontroll csoport 41
egészséges, korban és nemben illeszkedd személybdl allt.

A betegek adatait az alabbi tablazatban foglaltuk 6ssze:
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Osszes

Inaktiv AKktiv p<
Betegek szdma 72 53 19 n.s
No6:Férfi arany 63:9 46:7 17:2 0.03
Eletkor, 4tlag + SD, (év) 43.4%13.9 46.2£13.9 35.5%£10.3 0.003
Betegség idétartama (év) 9.418.12 10.8+18.86 5.5+3.47 0.001
SLEDALI (4tlag+SD) 4.34+3.64 1.74£1.68 8.63+2.95 0.001
SLEDAI medidn (min-max) 4 (0-14) 2 (0-4) 8 (5-14) n.s
Anti-dsDNS koncentréacié (IU/ml) 58.59+100.72 | 37.36+68.85 | 117.85+£145.89 | 0.001
Methyl-prednisolon napi d6zisa (mg) 7.47+7.54 4.8313.43 14.84+10.61 0.001
Immunszuppressziv terdpia (nem:igen) 48:24 41:12 7:12 n.s
Azathioprine 10 4 6 n.s
Chloroquin 8 6 2 n.s
Cyclosporin A 5 2 3 n.s
Cyclophosphamide 1 0 1 n.s

n.s.:nem szignifikdns

II1. Tablazat A vizsgdlatba bevont SLE-s betegek adatai

C.) Az III. T4bldzat mutatja annak az 6t silyosan SLE-s betegnek az adatait, akik

ismételt plazmaferezis kezelést kaptak. Az atlagéletkoruk 11,6 év volt. A plazmaferezis

regulativ sejtekre gyakorolt hatdsanak vizsgalatdhoz - hogy a gy6gyszerhatdsoktdl mentesen

lehessen vizsgdlni -, a betegek gydgyszeres kezelésében nem volt véltoztatds sem a terdpia

alatt, sem pedig mar az azt megel6z6 egy hétben.

24




Betegek | Nem Kor SLEDAI Gydgyszerek
(év) (a plazmaferezis
kezdetekor)
No 1. N6 20 16 GCS, Cy
No 2. N6 53 11 GCS, MTX, AZA, CL
No 3. N6 45 16 GCS
No 4. N6 28 8 GCS,AZA
No 5. N6 25 10 GCS,CL

IV. Tablazat Plazmaferezis kezelést kapott betegek adatai

A plazmaferezis kezelést a betegség aldbbi manifesztacioi tették indokoltta.

1. beteg: Szisztémads lupus erythematosus (SLE), antiphospholipid szindréma (APS) és lupus
nephritis (LN) (WHO IV.) lett diagnosztizdlva. A beteg aktiv stidiumban maradt a
kortikosteroid (Cst) és az azthioprene (AZA) terdpia alatt is. A kora miatt nem kaphatott
cyclosporin kezelést.

2. beteg: SLE/RA overlap-et és aktiv arthritist diagnosztizaltak ndla. Az alkalmazott
immunszuppressziv terdpidnak kdros mellékhatésai voltak.

3.beteg: SLE-t és LN-t allapitottak meg a betegnél. Hepathopathia miatt nem kaphatott
immunszuppressziv terapiat.

4. beteg: A betegnél SLE volt diagnosztizdlhatd, valamint recidivdlé pericarditise volt a
pericardialis fenesztracid ellenére. A kortikosteroid terdpia miatt a kezd6dé Cushing
szindréma alakult ki. Kordbban maér rezisztensnek bizonyult a kiilonféle immunoszuppressziv
terapidkra.

5. beteg: SLE-t és pancytopaenia-t lehetett ndla megéllapitani. A Cst és AZA terdpia nem

vezetett eredményre €s a Cst-nek karos mellékhatasai is voltak.

3.3.2. Kevert kotoszoveti betegség

Vizsgalatainkba 48 kevert kotoszoveti betegségben szenvedd beteget vontunk be (47
no, 1 férfi). A betegek atlagéletkora 53 £ 9 év, a betegség fennallasanak atlagos ideje 13 £ 7
év volt. A kevert kotOszoveti betegség diagndzisa az Alarcon-Segovia és Villareal

kritériumrendszere alapjan tortént. A betegség aktivitasat a SLAM index jellemezte, aminek a
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tartomdnya 3-27-ig terjedt. A vizsgilatba bevont minden beteg megfelelt a
kritériumrendszernek. Kontroll csoportként 20 egészséges nd periférids vérben vizsgaltuk a

CD4*CD25" ™" g5 CD4'IL-10" regulativ T-sejtek szamat.

3.3.3. Hodgkin lymphoma

A klinikdnkon gondozott Hodgkin lymphomads betegekbdl kivalasztottunk 94 komplett
remissziéban 1évé beteget (52 nd, 42 férfi), akik a tanulmanyt megel6z6 harom évben nem
kaptak semmilyen citosztatikumot illetve immunoszuppressziv szert, nem estek at Ossejt
transzplantidcion és nem kaptak kemo-, radio- vagy kombindlt terdpidt. A betegség
fennallasanak atlagos ideje 8,2 év (3-33) volt. A vizsgalatba bevont betegek atlagos életkora
44 év (20-77) volt, akik koziil 54 személy Epstein-Barr virus pozitivnak bizonyult. A betegek
koziil 39-en voltak a betegség I-1I. stddiumdban és 55-en a II-IV. stidiumédban. A szovettani
vizsgalat a WHO klasszifikacié szerint 60 betegnél mutatta ki a HL kevert sejtes, 28 betegnél
nodular sclerosis, 2 betegnél a limfocita predomindns, 2 betegnél a noduléris limfocita
predomindns és 2 betegnél a limfocita deplécids formajat.

»Negativ
a CD4*CD25* ™" CD4*IL-10* valamint a CD8'IL-10" sejteket. , Pozitiv” kontrollként

kontroll csoportként 41 egészséges személy periférids vérében vizsgalatuk

pedig, komplett remisszidéban 1év0, emld tumoros nébetegekbdl allé 47 £6s csoportot
vizsgéltunk. Ezek az emld tumoros betegek kordbban radio- illetve kemoterapidt, de a

tanulmanyt megel6zo két évben csak hormonkezelést kaptak.

3.4. Statisztikai modszerek, adatfeldolgozas

Az adatok elemzéséhez az SPSS 11.0 statisztikai szoftvert és egyes dabrak
elkészitéséhez a PAST statisztikai programot hasznaltuk. Az eredmények értékelése soran az
adatsorok normalitdsatol fiiggéen paraméteres €s nem-paraméteres statisztikai probakat
egyarant hasznaltunk. Két fiiggetlen adatsor dsszehasonlitisdhoz Student féle r-tesztet, illetve
Mann-Whitney prébat, onkontrollos, ismétléses mintdk kiértékeléséhez ANOVA, Kruskall-
Wallis teszteket hasznaltunk. Az adatokat normdl eloszlas esetén oszlop diagramokon atlag +
sz6ras(SD), a normadl eloszlastdl eltérd esetekben az eloszlast tiikrozd Box and Whiskers
formaban, a median, a kvartilisek, a minimum és a maximum értékekkel abrazoltuk. Az

eredményekben mutatkozé kiilonbségeket p<0,05 értéke esetén tekintettiik szignifikansnak.
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4. EREDMENYEK

4.1 Regulativ T-sejtek vizsgalata szisztémas lupus erythematosusban

Természetes (CD4TCD25% """ g5 indukdlhaté (CD4 IL-10%) sejtek vizsgdlata szisztémds

lupus erythematosusban

Megvizsgaltuk 72 SLE-s beteg periférids vérében a CD4*CD25* """ &5 a CD4'TL-10*

T-sejtek szdzalékos ardnyét és abszoldt szimat. A CD4*CD25" e

sejtek szdzalékos ardnya
és abszolit szdma egyarant szignifikdns mértékli csokkenést mutatott az SLE-s betegekben
szemben az egészséges, kontroll csoporttal. A CD4*CD25* Prieht” sejtek szdmdban nem
taldltunk kiilonbséget az aktiv és inaktiv stidiumban 1évo betegek kozott (V. tablazat és 3.
abra a-b).

A CD4'TL-10" sejtek szédzalékos aranya emelkedést mutatott, ugyanakkor az abszolit
szamukban nem talaltunk szignifikans eltérést a kontroll csoporthoz viszonyitva. Az aktiv és
inaktiv stddiumd betegek kozott nem mutatkozott eltérés a CD4"1L-10" sejtek szdmaban (V.
tablazat és 4. abra a-b) .
nem mutatott korrelaciot a vizsgalt sejtcsoportok szaménak valtozdsaval. Szignifikans pozitiv
korrelaciét taldltunk a SLE-DAI és az anti-dsDNS szint (r: 0,505, p<0,001), SLE-DAI és a

napi kortikosteroid dézisa (r: 0,499, p<0,001) valamint az anti-dsDNS koncentracié és a napi

kortikosteroid dézisa (r: 0,367, p=0,002) kozott.
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SLE Aktiv SLE | Inaktiv SLE | Kontroll p érték: p érték:
N=72 N=19 N=53 N=41 SLE vs aktiv vs
Kontroll inaktiv SLE
CD4"'CD25" """ ()
Medidn 3,07 3,24 3,07 4,31
Also és felsd 0,001 n.s
2,08; 4,22 1,99; 4,25 2,08; 4,07 3,40; 4,91
kvartilis
CD4'CD25" """ (107 sejt/L)
Medidn 0,016 0,012 0,017 0,038
Also és felsd 0,001 n.s.
0,009; 0,026 0,007; 0,024 0,011; 0,026 | 0,0257; 0,048
kvartilis
CD4'IL-10" (%)
Medidn 18,67 19,20 18,44 12,95
Also és felsd 0,03 n.s.
11,05; 28,3 13,10; 29,62 10,92; 27,28 7,8; 16,2
kvartilis
CD4'IL-10" (10’ sejt/L)
Medidn 0,255 0,176 0,273 0,211
Also és felsd n.s n.s
0,150; 0,430 0,105; 0,442 0,162; 0,474 0,110; 0,310
kvartilis

V. Tablazat Természetes (CD4*CD25% """") és indukdlhaté (CD4*IL-107) sejtek szdzalékos

ardnya és abszoliit szdma szisztémds lupus erythematosusban (n.s.: nem szignifikdns)
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3.4bra A CD4*CD25" """ T_gejtek abszolit szdma és szdzalékos értéke csékkent az SLE-s

betegek periférids vérében. Az aktiv és inaktiv stadiumban lévo betegek kozott a regulativ T-

sejtek szdmdban nem volt szignifikdns kiilonbség.
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4. Abra A CD4"IL-10" T-sejtek szdzalékos értéke emelkedett az SLE-s betegek periférids

vérében, azonban az abszoliit szamokban nem volt szignifikdns kiilonbség a kontroll

csoporthoz képest. Szintén nem taldltunk kiilonbséget az aktiv és inaktiv stadiumban lévo

betegek kozott a CD4IL-10" regulativ T-sejtek szdmdban.
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Az SLEDAI érték és a CD4*CD25* e T sejtek szamanak valtozdsa ismételt plazmaferezis

kezeléseken atesett SLE-s betegek periférias vérében

A tovébbiakban megvizsgiltuk, véltozik-e a periféridas CD4*CD25" ™ieh”

T sejtek

szdma az ismételt plazmaferezis kezelések hatdsara. Ebbdl a célbdl ot silyosan SLE-s betegtdl

— akiknél mas kezelési mdodot a korabban emlitett okok miatt nem lehetett alkalmazni -

vérmintdt vettiink a plazmaferezis megkezdése eldtt, illetve minden egyes kezelés utdn. A

plazmaferezis kezelések ideje alatt (3-5 nap) a betegség aktivitasi index (SLEDAI) véltozasat

is nyomon kovettiik.

A CD4*CD25" ™" T gejtek abszolit szdma a kezelések hatdsira fokozatosan

emelkedett. Az utols6 plazmaferezis utdn 24 6raval mért abszolut sejtszim mind az 6t beteg

esetében tobbszordsen (3, illetve 6-szor) magasabb volt a kezelés elotti értékhez képest (1.
beteg = 0,11 versus 0,042; 2. beteg = 0,072 vs 0,012; 3. beteg = 0,11 vs 0,031; 4. beteg =
0,103 vs 0,037; 5.beteg = 0,073 vs 0,012 x10° sejt/L ). Az adatokat a 5. dbrén tiintettiik fel.

5.4bra A CD4*CD25™™ sejtek szdmdnak vdltozdsa ot plazmaferezis kezelést kapott beteg

periférids vérében a kezeléseket kdvetden.
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A kapott eredményeken elvégzett ANOV A analizis azt mutatta, hogy a bekovetkezett
valtozdsok mind a CD4*CD25* ™" T_sejtek, mind pedig az SLEDAI tekintetében
szignifikansak (p=0,0013). A linedris regresszié azt mutatja, hogy a CD4*CD25* ™" T.
sejtszdm novekedésével az SLEDALI értéke csokken (r=-0,96, 12=0,92, p=0,008) (6. dbra).

Az ot betegnek az egyes kezelések sordn kapott, abszolit szimban és szdzalékban
kifejezett, CD4*CD25* 8" T_gsejtek értékeinek atlaga szintén szignifikans kiilonbséget mutat

a kezelés elotti €s az utolsé kezelés utan (0,093 £0,026 vs 0,016 + 0,006; p<0.01)(7.4bra).

SLEDAI

T T T T T T T 1
0.0z 0,02 0,04 0,08 0,06 007 0,03 0,09

CD4+CD25+erés T-sejtek szama
(10° sejt/L)

6. abra Az SLEDAI értékek és a CD4*CD25" """ T_sejtek szamdnak a vdltozdsa az ANOVA
teszt alapjdn szingnifikdnsnak bizonyult. Az dbra inverz korreldciot mutat a

CD4*CD25* """ sejtek szdma és az SLEDAI kozott
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7. abra Az egyes betegek kezelés eldtti és az utolso kezelés utdni adatainak dtlaga kozott

szignifikdns kiilonbség mutathato ki.

A CD4*CD25" """ T sejtek szdmdnak véltozésa a teljes CD4" T sejtszam valamint a teljes

limfocitaszam tiikrében, ismételt plazmafereztis kezelést kapott betegeknél

Lényeges kérdés, hogy a megemelkedett CD4*CD25" Pright” T-sejtszam valéban

abszolit mértékii novekedést jelent-e, azaz a szdmuk ténylegesen emelkedik-e a limfocita

populédcion beliil, vagy a teljes limfocitaszam valtozasat koveti. Ennek érdekében a kovettiik a

teljes limfocita és a teljes CD4" T sejtszdm valtozdst is a kezelések alatt. Az eredmények azt

mutatjak, hogy a teljes limfocita illetve a CD4" sejtek szdma a kezelések hatdsira nem

valtozott szignifikdnsmértékben. Azonban a CD4*CD25* ™" T.sejtek a CD4" sejtekre

vonatkoztatott abszolit szima fokozatosan emelkedik a kezelések soran (8. dbra).
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8. abra Az dbra CD4*CD25% """ T_sejtek szdmdnak vdltozdsdt mutatja a teljes limfocita

szdm és a CD4" sejtszdm vdltozdsdval egyiitt.



4.2 Regulativ T-sejtek vizsgalata kevert kotoszoveti betegségben

CD4'CD25" ™" e oylativ és CD4'TL-10" Trl tipust regulativ sejtek vizsgdlata kevert

kotoszoveti betegséeben szenvedo betegek periférids vérében

Tanulmanyunkban a CD4*CD25* """ &5 CD4*IL10* sejtek el6forduldsét vizsgaltuk
48 MCTD-s beteg periférids vérében. A CD4*CD25* ™" tolerogén regulativ sejtek
szazalékos értékét és abszolut szamat szignifikdnsan alacsonyabbnak taldltuk MCTD esetén
osszehasonlitva a kontroll csoporttal (3,5 + 1,6 % vs 4,26 % 1,0 %; p<0,01; 0,03 + 0,017 x10°
sejt/L vs 0,04 + 0,016 x10” sejt/L; p<0,04). A betegek adatait csoportositottuk aszerint, hogy a
beteg a vizsgalat idején épp a betegség aktiv vagy inaktiv szakaszdban volt-e. A
CD4*CD25" ™" T_gejtek abszoldt szdma és szdzalékos ardnya szignifikdnsan alacsonyabb
volt az aktiv stddiumban 1év6 betegeknél szemben azokkal, akik inaktiv stidiumban voltak.
(2,67 £ 1,2 % vs 4,0 1,5 %; p<0,001; 0,022 + 0,011 x10” sejt/L vs 0,035 + 0,018 x10° sejt/L;
p<0,01) (VI.T4bl4zat).

A sejtek FoxP3 dtlagos fluoreszcencia intenzitdsa nem kiilonbozétt sem az egyes
csoportokban, sem pedig a kontroll csoporthoz viszonyitva.

A CD4'IL-10" regulativ sejtek szdzalékos ardnya és abszolit szdma a
CD4*CD25" Pright” sejtekhez képest ellentétesen véltozott az MCTD-s betegek periférids
vérében. A kontroll csoporttal dsszehasonlitva szignifikdns mértékli emelkedést figyeltiink
meg (6,1 +4,4% vs 2,2 + 0,63 %; p<0,002; 0,119 + 0,09 x10° sejt/L vs 0,062 + 0,02 x10°
sejt/L; p<0.02). A betegek adatait aktiv és inaktiv stddium szerint csoportositva, a CD4"IL-
10" regulativ sejtek szdzaléka magasabb volt az aktiv stddiumban 1év6 betegeknél, szemben
az inaktiv stddiumban lévokkel (10,0 £ 5,9 %, vs 4,9 £ 5,9; p<0,005). Az abszolit
sejtszamokban azonban nem taldltunk szignifikans kiillonbséget az aktiv és inaktiv stadiumu

betegek kozott (0,116 +0,09 vs 0,118 £0,1 x10° sejt/L; ns) (VIL.Tablazat).
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Kontroll, MCTD Aktiv MCTD | Inaktiv p érték: |pérték: |p érték: [p érték:
N=40 N=48 N=17 MCTD MCTD vs | aktiv inaktiv aktiv vs
N=31 kontroll | MCTD MCTD inaktiv
VS. VS. MCTD
kontroll | kontroll
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VL. Tablazat CD4*CD25" """

sejtek szdzalékos ardnya és abszoliit szdma aktiv és inaktiv

stadiumban 1évé MCTD-s betegek és egészséges (kontroll) személyek periférids vérében

(dtlag+SD)
Kontroll, MCTD Aktiv Inaktiv p érték: |p érték: [p érték: |p érték:
N=40 N=48 MCTD MCTD MCTD aktiv inaktiv aktiv vs
N=17 N=31 VS MCTD MCTD inaktiv
kontroll | vs. VvS. MCTD
kontroll | kontroll
2,240,63 6,1+4,4 10,0£5,9 49459 0,002 n.s. n.s 0,005
"
S
—
E 1S3
(=
@]
0,062+0,02 |0,119+0,096 |[0,11620,09 |0,118+0,1 |0,02 n.s n.s n.s
"
=
=
E 2
g =

VIL. Tablazat CD4"IL-10" sejtek szdzalékos ardnya és abszoliit szdma aktiv és inaktiv

stadiumban lévé MCTD-s betegek és egészséges (kontroll) személyek periférids vérében

(dtlag+SD)
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4.3 Regulativ T-sejtek vizsgalata Hodgkin lymphomaban

CD4*/IL-10*, CD4*/CD25* ™" CD8*/IL-10* regulativ T sejtek abszoldt szdmanak

véltozdsa Hodgkin lymphomas betegek, emld tumoros betegek és egészséges személyek

perifériads vérében

Vizsgalatunk célja az volt, hogy kideritsilk, megfigyelhetdé e vdltozds a
CD4*CD25" ™" CD4'IL-10* és CD8'IL-10* regulativ sejtek szamaban, egymdshoz
viszonyitott ardnydban a Hodgkin lymphomads betegek periférids vérében. A vizsgélatok
soran 94 Hodgkin lymphomas beteg adatait hasonlitottuk Ossze un. ,negativ’ kontroll
csoportként egészséges személyek, illetve ,,pozitiv’ kontrollként emlétumoros betegek
adataival.

Mindharom sejttipus esetében szignifikdns mértékii emelkedést taldltunk a Hodgkin
lymphomas betegek €és az emld tumoros betegek periférids vérében Osszehasonlitva az
egészséges személyek adataival. A CD4*CD25" Pright” T-sejtek szdma a Hodgkin lymphomas
betegeknél karakterisztikusan magasabbnak bizonyult, mint a mdasik két csoportban, mig a
CD47IL-10" és CDS8'IL-10" sejtek szdma az emld tumoros betegek esetén jelentsen

magasabb értéket mutatott mint a Hodgkin lymphomas, illetve az egészséges személyek

vérében (VIII. Tablazat, 8. dbra,).

Hodgkin lymphomas Egészséges, ,,negativ”’ Emlé tumoros, ,,pozitiv’’
betegek kontroll csoport kontroll csoport

CD47CD25"’bright” (10’ sejt/L)

Medidn 0,084 0,034 0,053
Also és  felsd 0,037; 0,180 0,024 0,049 0,038; 0,065
kvartilis

CD4'IL-10" (10’ sejt /L)

Medidn 0,072 0,008 0,2
Also és  felsd 0,055; 0,1 0,001; 0,03 0,12; 0,28
kvartilis

CDS'IL-10" (10 sejt /L)

Medidn 0,081 0,072 0,330
Also és  felsd 0,056; 0,13 0,012; 0,095 0,12;0,550
kvartilis

VIII. Tablazat Regulativ T-sejtek szdmdnak medidn értékei Hodgkin lymphomds, emld

tumoros és egészséges személyek periférids vérében.
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CD4*CD25* Pright” CD4*IL-10* CD8*IL-10*

Ahszoldt sejtszam (10° sejt/ liter)

* o
- = T =
Hodgkin |, Kaontroll Emid tumar Hodakin | Kontroll Emid turnor Hodghin | Kantrall Emig tumar
A p=0.01

9. abra Regulativ T-sejtek abszolit szama Hodgkin lymphomas, emlé tumoros és egészséges

személyek periférids vérében. A A szimbolum a szignifikdns eltéréseket mutatja.

Regulativ T-sejtek szamanak alakuldasa a Hodgkin lymphomas betegek csoportositisakor a

kapott terdpia, a betegsé€g stddiuma és kezelés o6ta eltelt id0 szerint.

Az adatok elemzése sordn nem taldltunk szignifikdns kiilonbséget a CD4*CD25" Prieht”,
CD4"IL-10" és CDS8'IL-10" sejtek szdmaban, ha a betegeket a kordbban kapott terdpia
(kemoterdpia, radioterdpia vagy kombindl kezelés) szerint, illetve a betegség stadiuma
(stadium I-11I, stadium III-IV)vagy a kezelés 6ta eltelt id6 szerint csoportositottuk (3-5, 6-10 és

10 év folott). Az eredményeket a IX. Téblazat mutatja.
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a 3-5¢év 6-10 év 10 év folott

median min max median min max median min max
CD4*CD25* Prieht 0,093 0,001 0,078 0,005 0,008 0421 0,068 0,003 0,759
CD4*/IL-10* 0,056 0 0,171 0,094 0,018 0495 0,075 0,009 0,884
CD8*/IL-10* 0,071 0,016 0,391 0,088 0,027 0,408 0,086 0,019 0,589
b CMT CT RT

median min max median min max median min max
CD4*CD25* Prieht 0,071 0,001 0,759 0,074 0,007 0,442 0,008 0,003 0,783
CD4*/IL-10* 0,094 0 0,884 0,057 0,009 0,882 0,069 0,014 0434
CDS8*/IL-10* 0,141 0,016 0,589 0,063 0,019 0,571 0,079 0,027 0,247
c Stadium I-IT Stadium M-IV

median min max median min max
CD4*CD25* Prieht 0,067 0,034 0,078 0,073 0,001 0,759
CD4*/IL-10* 0,065 0 0,459 0,089 0,009 0,884
CDS8*/IL-10* 0,082 0,027 0,583 0,085 0,016 0,589

CMT = kombindlt terdpia, CT = kemoterdpia, RT = radioterdpia,

IX. Tablazat Immunreguldciés T sejtek abszolit szdma(10° sejt/L) Hodgkin lymphomds
betegek periférids vérében., A betegek adatait a.) a kezelés ota eltelt id6 b.) a kapott terdpia

és c.) a betegség stddiuma alapjdn csoportositottuk
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5. MEGBESZELES

5.1 Szisztémas lupus erythematosus

A regulativ T-sejtek szdmdaban vagy funkcionélis aktivitdsdban bekdvetkezd csokkenés
szerepet jatszhat az SLE-s B- és T-sejtek felfokozott aktivitisban. A regulativ T-sejtek koziil a
CD4"CD25" regulativ T-sejtek szerepét vizsgdltak legtobbet szisztémas lupus
erythematosusban. Az irodalmi adatok tobb, latszélag ellentmondé eredményt tartalmaznak a
betegségben megfigyelhetd regulativ T-sejtek szamanak véltozasat illeten.

Vizsgdlataink eredményei Osszhangban vannak azokkal az irodalmi adatokkal,
amelyek szerint az SLE-s betegek periférids vérében a CD4*CD25" """ T_sejtek szazalékos
aranya csokkent [86,87], és ez megmutatkozik a CD4*CD25" Pright” T-sejtek abszolut
szamaban is. A csokkenés a teljes limfocitaszam valtozdsok figyelembevételével is
kimutathat6. Ezzel szemben, Alvarado-Sanchez és mtsai 23 SLE-s beteg periférids
vérmintajat megvizsgdlva nem taldltak szignifikdns eltérést a CD4*CD25" ™" gejtek
szdméaban [88]. Minami €s mtsai a periféridls CD4"CD25" sejtardny kis mértékil
emelkedésérdl szamolnak be [89]. A CD4'CD25" regulativ T-sejtek szignifikdns mértékil
emelkedését irta le Suarez és mtsai 110 ,,vdlogatatlan” SLE-s beteg esetén. A CD4"CD25" T-
sejtek szamédnak emelkedése korrelaciot mutatott a betegek gliikokortikoid kezelésével [90].
Karagiannidis és mtsai asztmds betegeket vizsgdlva kimutattdk, hogy a betegek steriod
kezelése fokozta a Foxp3 expressziét és megemelte a CD4"CD25" természetes regulativ T-
sejtek szdmdt [91]. Az aktiv és inaktiv stddiumban 1év0 betegek adatait Osszevetve, nem
talaltunk eltérést a CD4*CD25" ™&" sejtek szamban. Az aktiv stddiumban 16v6 betegek napi
glilkokortikoid kezelése a regulativ T-sejtekre gyakorolt aktivdlé hatdsa révén
eredményezheti, hogy a CD4*CD25" """ gsejtek szdma nem csokkent az inaktiv stddiumban
1év6 betegekhez képest.

Szignifikans, pozitiv korrelaciét taldltunk a betegség aktivitdsi index (SLEDAI)
értékek és az anti-dsDNA antitest szintje kozott. A két paraméter szintén pozitiv korrelaciot
mutatott a napi gliikkokortikoid kezeléssel. Azonban nem volt szingnifikdns mértékii korrelacio
a fenti paraméterek és a regulativ T-sejtek szdzalékos ardnya, illetve abszolit szdma kozott.
Fields és mtsai SLE-s B-sejtek és CD4*CD25* Prieht” regulativ T-sejtek kapcsolatat vizsgdlva
kimutattdk, hogy a CD4*CD25" ™" T_gejtek képesek az anti-dsDNS termelését gétolni,

ezaltal pedig, a betegség aktivitasat csokkenteni (92). Hasonlé médon, Lee és mtsai negativ
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korreldciét mutattak ki a gyerekkori SLE-ben mért anti-dsDNS szint és a CD4" regulativ T-
sejtek ardnya kozott [93].

A szuppresszor mechanizmusokban résztvevd citokinek koziil kiemelkedd jelentdségii
az IL-10. Az un. indukldlhaté CD4" regulativ (Tr1) sejtek nagy valészinliséggel ezen citokin
segitségével fejtik ki - sejt-sejt kontaktus fiiggetlen médon - gitlé hatdsukat. Ismerjiik, hogy
az SLE-s betegek szérumdéban az IL-10 szint magas. Ez felveti a lehetdséget, hogy az
indukélhat6 sejtek szdmdban, ardnydban esetleg eltérés mutatkozik szisztémds lupus
erythematosus esetén. Crispin és mtsai aktiv SLE-s betegek PBMC-it megvizsgalva, a
feliildszokban alacsony IL-10 szintet mutattak ki [87]. Munkacsoportunk eredményei, melyek
Osszhangban vannak a jelenlegi irodalmi adatokkal, azt mutatjdk, hogy kiilondsen az aktiv
SLE-s betegeknél nemcsak a szérum IL-10 koncentricidja, de a periféridn el6forduld
intracitoplazmatikus IL-10 pozitiv, CD4" sejtek ardnya is emelkedett, habér abszolit szdimban
nincs szignifikans kiillonbség az egészséges személyekhez viszonyitva [88].

Az eredményeink és az irodalmi adatok szerint, az SLE-s betegeknél a
CD4*CD25" ™" gejtszam csokkent, mig a Trl tipusi sejtek ardnya emelkedett. Az aktiv és
inaktiv stddiumban 1év6 beteg kozotti kisfoku eltérések arra utalhatnak, hogy a regulativ T-
sejtek szdma daltal tiikrozott immunregulédcids eltérések a betegség inaktiv stddiumdban is jelen
vannak. A regulativ T-sejtek szerepe minden bizonnyal kulcsfontossdgi a betegség
pathogenezisében. A regulativ T-sejtek pontos — meglehet, hogy betegségre specifikus —
hatdsmechanizmusdnak megismerése a célzottabb terdpids lehetdségek Kkifejlesztése
szempontjabdl nagy jelentséggel bir.

Silyos SLE-s betegeknél, ha az alkalmazott terdpids mddszerekkel szemben a beteg
rezisztens, illetve a mellékhatdsok miatt a hagyomanyos kezelési modok nem alkalmazhatdak,
a betegek plazmaferezis kezelése lehetOséget biztosit a tiinetek &atmeneti enyhitésére.
Munkank sordn megvizsgaltuk mutatkozik-e véltozas a CD4*CD25" Pright” T-sejtek szamban a
plazmaferetizalt betegeknél.

Ismert, hogy a plazmaferezis csokkenti a keringd immunkomplexek és patholdgids
autoantitestek mennyiségét. Ezenkiviil, immunmoduldciés hatdsat is kimutattdk, ugyanis
fokozza a komplement receptor 1 aktivicidjat az erythrocytdkon. Elsoként Jones €s mtsai
javasoltak a plazmaferezist SLE-s betegek kezelésére. Véleményiink szerint, a plazmaferezis
alkalmazdsa csak a silyos SLE-s betegeknél indokolt, ahol veseérintettség, a kozponti

idegrendszer érintettsége vagy antifoszfolipid-szindroma is el6fordul.
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Vizsgalatainkban megfigyeltiik, hogy az ismételt (3-4) plazmaferezis kezelést kapott,
stlyos SLE-s betegek periférids CD4*CD25" Pigh” 7 sejtjeinek abszoliit szdma tobbszorosére
emelkedett a kezeléssorozat végére.

Eredményeink azt mutatjak, hogy a CD4*CD25" ™" T_gejtek szambeli emelkedése
mtsai 33 SLE-s beteg és 14 egészséges kontroll személyt megvizsgalva, az SLE-s betegeknél
csokkent CD4*CD25 ™" gejtardnyt, valamint a CD4*CD25" ™" T_gejtek és az SLE DAI
kozott inverz korrelaciot mutattak ki [94]. Liu és mtsai nem talaltak korrelaciot az SLE DAI
és a CD4'CD25" ™" T_gejtek szama kozott, azonban a kozleménybdl kitiinik, hogy nem
vették figyelembe a betegeknél alkalmazott kezelés maodjat. A gliikokortikoid kezelés ugyanis
megemeli a természetes regulativ T-sejtek Foxp3 expresszigjat és fokozza a sejtek
proliferacigjat [91]. Hogy kikiiszobolhessiik az alkalmazott gydgyszerek esetleges, a regulativ
T-sejtekre gyakorolt hatasat, vizsgalataink sordn nem moédositottuk a gydgyszeres terdpidt a
plazmaferezist megel6z6 napokban €s a kezelés ideje alatt.

A plazmaferezis jotékony hatdsdnak egyik tényezdje lehet a kezelés hatdsara
megemelkedd regulativ sejtszdm. Ez egy lehetséges kovetkezménye az SLE-ben
lymphocytopaenidt okozé limfocitotoxikus antitestek eltdvolitdsdnak. Ezért, mint alternativ
terdpia, a stlyos SLE-s betegek esetében megfontolandd, azonban az alkalmazdsa sordn
figyelembe kell venni, hogy a regulativ T-sejtek emelkedett szdma és a fokozott szuppresszor

aktivitas a fert6z6 betegségekkel szembeni fogékonysagot is ndvelheti.

5.2 Kevert kotoszoveti betegség

Az immunvdlasz szabdlyozdsa sordn a természetes, CD4*CD25% et &g az
indukdlhaté Trl tipust regulativ sejtek kulcsfontossagu szerepet toltenek be a patholdgias,
autoreaktiv T-sejtek proliferdcidjanak megakadalyozasaban, ezdltal az autoimmun betegségek
kialakuldasanak megel6zésében és a progresszié gatlisdban. Az eddigi irodalmi adatok nem
szolgaltatnak semmiféle informdaciét a regulativ T-sejtek szdméardl, ardnyar6l MCTD esetén.
Ezért megvizsgaltuk, hogyan alakul a természetes, CD4*CD25" ™" &5 az IL-10%, CD4"
sejtek ardnya és abszoldt szdma a kevert kotoszoveti betegségben szenvedd betegek periférids
vérében.

Mint ahogy a bevezetében emlitésre keriilt, tobb tanulméany jelent meg, amely a
CD4*CD25* Pright” T-sejtek csokkent szdzalékos ardnydrdl szamolt be egyéb autoimmun

betegségekben, igy a rheumatoid arthritisben, autoimmun diabetesben vagy SLE-ben.
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Eredményeink azt mutatjdk, hogy a kevert kotOszoveti betegségben szenvedd betegek
periférids vérében is csokkent a CD4*CD25* Pright” sejtek abszolidt szdma és szdzalékos értéke
az egészséges (kontroll) személyekhez képest. A csokkenés még nagyobb mértékii volt az
aktiv stadiumban 1év6 betegnél. Azonban az IL-10 termeld CD4" sejtek szaméban emelkedést
mutattunk ki a betegek periférids vérében. Az aktiv stddiumban 1évd betegeknél ez az
emelkedés tovabb fokozoddott. A két sejtféleség szdmbeli véltozdsa ellentétes tendencidt
mutat. A sejtek 4ltal kifejtett szuppresszor mechanizmus molekuldris részletei még nem
ismertek teljesen, azonban az eddigi eredmények alapjan két citokin szerepét ki kell
emelniink. Az MCTD-s betegek szérumaban kimutathatd, hogy emelkedett az IL-6 és IL-10
szint. Ez részben magyarazhatja a regulativ T-sejtek természetes és indukélhat6 csoportjainak
eltéré viselkedését. Doganci és mtsai tiido-tumoros betegeknél a tumor kérnyezetében nagy
szami  CD4*CD25" ™" T.gejtet taldltak. Kimutattdk, hogy a tiidébél szdrmazé
CD4*CD25" ™" sejtekre az IL-6 és a szolubilis IL-6 receptor egyarant gatlé hatést fejt ki,
csokkentve a természetes CD4*CD25" e regulativ T sejtek funkciéjat és proliferacidjat
[95]. A Trl sejtek hatdsukat IL-10 révén fejtik ki. Az igy megvaldsulé szuppresszor
mechanizmusban a sejt-sejt kontaktusnak csak csekély szerepe van, de a maximadlis
szuppresszio eléréséhez ez is sziikséges. A Trl sejtek proliferdcidja IL-10 és IFN-a jelenlétét
igényli, igy az MCTD-s betegek emelkedett IL-10 szintje hozzdjarulhat a Trl sejtek fokozott

jelenlétéhez, és a B-sejtek aktivitdsdhoz is.
5.3 Hodgkin lymphoma

A betegség egyik jellemzdje a Hodgkin-Reed-Sternberg sejtek jelenléte a tumorban,
azonban annak csak kis részét képezik. A fennmarad6 sejtmennyiséget foképp limfocitak
teszik ki, amelyek tobbsége CD4 pozitiv sejt. Annak ellenére, hogy ezen limfocitdk
immunfenotipizdldsa megtortént és a citokin, kemokin termelésiik jol jellemzett [29], a
pathogenetikai szerepiik még tisztazatlan. Marshall és mtsai vetették fel a lehetoséget, hogy a
limfocitdk nagy része esetleg szuppresszor aktivitdssal bir, s az immunvélasz gétldsa révén
sajnos hozzajarulhat a tumor fennmaradasahoz [35].

Kordbban éltalanosan elfogadott volt, hogy a nyirokcsomodkba felgyiilemlett
limfocitdk elsésorban Th2 fenotipussal rendelkeznek [29,96]. Dukers és mtsai azonban
kimutattdk, hogy az IL-2 és IL-4 pozitiv limfocitdk szdma alacsonyabb az érintett teriileten,
mint az IL-10, illetve IFN-y termeld, reaktiv sejteké [97]. Marshall és mtsai nem taldltak

szignifikans kiillonbséget a HL betegek infiltralt limfocitdinak IL-4 termelésében a kontroll

43



csoporthoz képest. Ezek az eredmények inkdbb a CD4'IL-10", Trl fenotipusra utalnak. A
sejtek jelentds része ugyanakkor CD25 expresszidt és CTLA-4, LAG-3 pozitivitdst mutat. Az
elvégzett funkciondlis vizsgilatok megerdsitik az elképzelést, hogy szuppresszor aktivitdsu
sejtek képezik az infiltralt limfocitdk f6 tomegét [35]. A sejtek felszinén kimutathaté a CCR4
elnevezésli kemokin receptor, amely segiti a nyirokcsomoéba vandorldsukat [98].

A szabdlyoz6 mechanizmus megvaldsulhat IL-10 termelés, tovabba sejt-sejt kontaktus
és CTLA4 kozremiikodésével. Az IL-10 ellenes antitestek alkalmazdsa a kevert limfocita
kultirdkban a proliferacié gatlas csokkenését eredményezte. Ez is mutatja, hogy az IL-10
fontos medidtora az infiltrdlt limfocitdk szuppresszor aktivitdsdnak. Kisseb mértékben, de
csokkenést mutatott a szuppresszor aktivitds azokban a kisérletekben, ahol a sejt-sejt
kontaktust akaddlyoztdk meg. A CTLA-4 molekula blokkoldsa anti-CTLA-4 F(ab), révén
szintén gatolta a limfocitdk szuppresszor aktivitasat. Bar a csokkenés mértéke egyénenként
sz€les tartomanyban valtozott, mindez azt mutatja, hogy mind a harom mechanizmus jelent0s
szerepet kap a HL betegek nyirokcsomdéiba infiltrdlt limfocitdk szabdlyoz6 tevékenységében
[35]. A Maksimow és mtsai altal kifejlesztett modell a regulativ T-sejtek jelentdéség mutatja a
tumoros illetve lympomds sejtek fennmaraddsaban. Ebben ovalbumin expresszalé tn. E.G7-
OVA lymphoma sejteket oltottak be olyan egerekbe, amelyek az ovalbumint mint sajat
antigént expressszaltdk a hasnyédlmirigy szigetsejteken. A kisérlet sordn a dendritikus
sejtekkel torténd vakcindcié hatékonysagat vizsgiltdk. Az eredmény azt mutatja, hogy ha a
regulativ T-sejtek aktivitdsdk gatoltdk, a dendritikus sejtek hatékonyabban jarultak hozza a
lymphomads sejtek eltavolitdsdhoz [99]. Ehhez hasonlé eredményekrdl szdmol be Zhou és
mtsai. Kisérletikben kimutattdk, hogy a CD4" sejtek egy csoportja felismerve a tumor
antigéneket olyan sejtekké differencialodik, amelyek képesek a naiv és effektor T-sejtek
gatlasara. A vakcinaciét kovetden az ilyen ,tumor indukalt” regulativ sejtek szama is
megemelkedett az effektor sejtekkel parhuzamosan és csokkentette a tumorral szembeni
immunvalasz hatékonysagat [100].

A regulativ T-sejtek tipusai kolcsonos regulaciés kapesolatban dllnak mind egymassal,
mind a Th1/Th2, és az NKT-sejtekkel. Smyth és mtsai altal végzett egérkisérletek azt
mutatjdk, hogy a CD4"CD25" regulativ T-sejtek tobbféle médon képesek az NK-sejtek tumor
ellenes aktivitasat géatolni. In vitro koriilmények kozott TGF-B fiiggd, de IL-10 fiiggetlen
médon gatoltdk az NKG2D-kozvetitett citolizist. A regulativ T-sejtek bevitele RAG-1
deficiens egerekbe gitolta az NK-sejtek metasztazist megakadalyozé hatasat [101]. Tumoros
megbetegedések esetén a regulativ T-sejtek emelkedett szdma és fokozott szuppresszor

aktivitdsa varhat6 [102, 74], de az egyes regulativ sejttipusok ardnya és jelentOsége eltérd
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lehet a betegség tipusatdl fiiggden. A CD4"CD25" regulativ T-sejtek emelkedett szamat irtak
le myeloma multiplexben, felnétt T-sejtes lymphomdban és non-Hodgkin lymphomaéban,
gastrointestindlis tumorokban [103-106]. A krénikus Ilymphoid leukémidsbetegknél
alkalmazott fludarabin terdpia csokkentette a CD4*CD25% ™" T_sejtek szamat[107].
Tiemessen és mtsai CTCL-es (cutaneous T-cell lymphoma) betegek periférids vérében nem
talaltak szignifikdns valtozdst a regulativ CD4"CD25" T-sejtek szdzalékos aranydban. A
funkciondlis tesztek alapjén a sejtek aktivitdsa a kevésbé silyos betegeknél megfeleld volt, a
silyosabb betegnél csokkent. A siilyos betegek CD4"CD25  sejtjei fogékonyak voltak az
egészséges személyek regulativ sejtjeinek szuppressziv hatdsdra, azonban a CD4'CD25"
sejtjeik Foxp3 expresszidja csokkent mértéket mutatott [ 108].

Munkank sordn, 94, komplett remissziéban 1évé Hodgkin lymphomads beteg periférids
vérében vizsgdlatuk a CD4*CD25* ™" T_gejtek, a CD4'IL-10" valamint a CD8'IL-10" T-
sejtek abszolut szamat. A HL betegek eredményeit 6sszehasonlitottuk a ,,pozitiv”’ kontrollként
szolgdlé emld tumoros betegek és az egészséges személyek (,,negativ kontroll”’) adataival. A
HL és az emld tumoros betegek periférids vérében mindhdrom sejttipus abszolit szdma
emelkedett az egészséges személyekhez képest. A CD4*CD25* Prieht” sejtek szdma
szignifikdnsan magasabb volt a HL betegek periférids vérében, Osszehasonlitva az emld
tumoros betegekkel. A mdsik két sejtcsoport (CD4'IL-10", CD8'IL-10" sejtek) abszolit
szdma az emld tumoros betegekben magasabb szintet ért el, mint a HL betegekben. A
regulativ T-sejtek emelkedése fiiggetlennek tlinik a kapott kezelés tipusatol, és az azota eltel
1d6tdl, ugyanis a betegeket csoportositva a kezelés ota eltelt id6, illetve a kapott terdpidk
tipusa alapjan, az egyes csoportok kozott a sejtek szamédban nem taldltunk Iényeges eltérést.

A vizsgalatok sordn mi is igazoltuk a kordbban mar leirt csokkent CD4/CDS aranyt, az
emelkedett aktivalt T-sejt szamot (CD3"CD69* és CD3"HLA-DR™). Meg kell emliteni, hogy
nem taldltunk eltérést az EBV pozitivitds és a CD4*CD25" Pright” sejtek szama, illetve a
szérum IL-10 szint és a regulativ T-sejtek szama kozott.

A CD4'CD25* ™" T_gejtek szdmanak emelkedése az immunregulicié betegség-
specifikus elvdltozdsdra utal. A fokozott immunszuppressziv éllapot a periféridn is
kimutathat6, nemcsak a nyirokcsomékban. Azonban tovabbi vizsgilatok sziikségesek annak a
megvalaszolasara, hogy a.) a CD4*CD25" Prieht” sejtszam emelkedése valamiféle hajlamosito
tényez0-e betegségre, vagy b.) mdr a betegség manifesztdloddsanak kovetkezménye?
Mindenesetre az adott regulativ sejtek funkciondlis aktivitdsaval szamolni kell, ami sajnos
immunszuprimélt dllapottal jarhat, és esetleg kdzrejatszhat a mdsodlagos daganatok

képzddésében is.
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6. MEGALLAPITASOK, UJ EREDMENYEK

Vizsgalataink egy részének eredménye meger6siti azokat az irodalmi adatokat,
amelyek a periférids CD4*CD25" """ regulativ T-sejtek csokkent ardnyardl szamolnak be
szisztémads lupus erythematosusban. Igazoltuk, hogy ez a valtozas az abszolit sejtszamokra is
igaz. Kimutattuk, hogy szemben a CD4*CD25" ™" sejtekkel a CD4'IL-10" sejtek ardnya
kissé emelkedett a periférian, ez az emelkedés azonban az abszolut sejtszamra nem all fenn.
Megfigyeltiik, hogy a plazmaferezis kezelést kapott sulyos SLE-s betegeknél, a kezelés egyik
kovetkezményeként emelkedik a CD4*CD25* it sejtek szdma, s ezzel pdrhuzamosan
csokken a betegés aktivitasat jellemz6 SLE-DAI érték.

Els6ként sikeriilt leirnunk, hogy a CD4*CD25* ™" természetes regulativ T-sejtek
aranya és abszolut szama csokkent a kevert kotoszoveti betegséggel érintett betegek periférids
vérében. A betegség aktiv stddiumdban a csokkenés mértéke még kifejezettebb. Ezzel
szemben, az indukdlhaté regulativ T-sejtek szdma éppen ellentétes irdnyban véltozott. A
sejtek szazalékos ardnya szignifikdns mértékii emelkedést mutatott, az abszolit szdmokban
azonban nem taldltunk eltérést sem a kontroll csoporthoz viszonyitva, sem az aktiv és inaktiv
staddiumban 1évo betegek kozott.

A komplett remisszioban 1évé Hodgkin lymphomas betegek regulativ T-sejtjeinek
vizsgalata sordn megallapitottuk, hogy a természetes és indukélhaté regulativ T-sejtek ardnya
€s abszolit szdma egyarant emelkedett a betegek periférids vérében. ,,Pozitiv’ kontroll
csoportként emld tumoros betegeket vizsgalva megallapitottuk, hogy a CD4*CD25" Prieh”
tolerogén regulativ T-sejtek emelkedése a Hodgkin lymphoma egyik jellemzd sajatsiaga. A
CD4'IL-10" és CD8'IL-10" sejtek emelkedése mindkét betegcsoportban szignifikans mértékii
volt, de a Hodgkin lymphomas betegeknél a CD4*CD25" Pright” T-sejtek emelkedett szdma
kifejezettebb volt, mint az emld tumoros betegeknél. A betegek csoportositdsa a kezelés ota
eltelt id6, vagy a kordbban kapott terdpia tipusa szerint, azt mutatta, hogy a regulativ T-sejtek
szdmdnak valtozésa fiiggetlen a fent emlitett paraméterektol.

A regulativ T-sejtek mérésének gyakorlati jelentdségét az adja, hogy a regulativ sejtek
alulmiik6désébodl szdrmazdé autoimmun folyamat, vagy a tdlmiikodésbol adodd fokozott
immunszuppressziv dllapot korai felismerése eldsegitheti a megfeleld terdpia kivalasztdsat,
prediktiv értékii lehet a betegség progresszidjat illetden (pl. NDC), s alkalmas lehet a terapia

hatékonysdganak mérésére.
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