EGYETEMI DOKTORI (Ph.D.) ERTEKEZES TEZISEI

Regulativ T-sejtek vizsgalata poliszisztémas autoimmun korképekben és
Hodgkin lymphomaban

Barath Sandor

Témavezeto: Prof. Dr. Sipka Sandor
Programvezeto: Prof. Dr. Zeher Margit, Prof. Dr. Szegedi Gyula

DEBRECENI EGYETEM, ORVOS- ES EGESZSEGTUDOMANYI CENTRUM, AOK,
[I1.SZ. BELGYOGYASZATI KLINIKA, REGIONALIS IMMUNOLOGIAI
LABORATORIUM
Debrecen, 2006



Bevezetés

A regulativ T-sejtek dltaldnos jellemzoi

Az immunrendszer elemeinek feladata, hogy kiilonbséget tegyen a sajat és nem sajat
struktdrdk kozott. Fel kell ismernie és eltdvolitania a szervezet szdmdra idegen anyagokat
(antigéneket, Ag), amelyek esetleg veszélyeztethetik a szervezetet. Az Ag eltdvolitdsdnak
folyamatdt az immunrendszer sokrétli, bonyolult regulativ mechanizmusai ellenérzik. Ebben a
rendszerben kulcsszerepet toltenek be az dgynevezett regulativ T-sejtek. Ezek a sejtek
képesek az Ag eltdvolitisidban résztvevd effektor sejtek proliferdcidjdnak és funkcidjanak
gitlasira. Ma, legkevesebb hdrom f6é csoportjukat kiilonitjik el, igy a CD4*CD251e™
szuppresszor T-sejteket, az IL-10 termelé CD4" dn. Trl tipusd, valamint a TGF-B termeld
Th3 tipusi sejteket. Ismertek még egyéb, kevésbé jol jellemzett, regulativ funkcidval
rendelkez0 sejtcsoportok.

A legjobban jellemzett regulativ T-sejt csoport, a timusz eredetll, Gn. természetes
CD4*CD25™"" regulativ T-sejtek (nTreg). A CD4*CD25*™ 8" T-sejtek mintegy 5-10%-4t
alkotjdk a periférids CD4" sejteknek. A sejtcsoportot elészor Sakaguchi és mtsai irtak le 1995-
ben. Jelentdségiiket mutatja, hogy a CD4*CD25*"ieht sejtek szdmdban bekdvetkezd novekedés
csokkent effektor funkciét eredményezve kronikus infekcidhoz, tumorok kialakuldsdhoz
vezethet. Azonban, ha a természetes regulativ T-sejtek szdma csokken, a fokozott
immunvdlasz kovetkeztében autoimmun betegség, allergia, transzplanticié esetén a beiiltetett
szerv kilokddése kovetkezhet be.

Szamos prébalkozds tortént és torténik ma is a CD4'CD25™"&" gejtek minél
pontosabb fenotipusos jellemzésére. A csak erre a sejtcsoportra specifikus molekuldk szdma
meglehetdsen kevés. A sejtek legjellemzObb sejtfelszini molekuldja az interleukin receptor o-
lancat képez6 CD25 molekula, amely azonban az aktivalt T-sejteken is megjelenik, habar ott
az expresszids szintje alacsonyabb. Szintén jellemzd, de nem egyedi sejtfelszini receptorok a
GITR, CTLA-4, galectin-1, CD38, CD62L, OX-40L, CD103, TNFR2 és TGF-BR1. Nem
receptor funkciéji, de a CD4*'CD25""&" sejteken is megtaldlhaté molekuldk a CDS5, L-
selectin, CD45RO. A nemrég felfedezett FoxP3 (forkhead box transzkripcids faktor) és a
LAG-3 (limfocita aktiviciés gén-3) molekuldk, Iényegi szerepet toltenek be a
CD4*CD25*brieht T-sejtek fejlodésében. Az eddigi vizsgdlatok azt mutatjdk, hogy ezen
molekuldk termel6dése szinte kizdrélagosan a CD4*CD25™8" T-sejtekre jellemzd, ezért
fontos szerepiik van e sejtek azonositdsaban.

A természetes regulativ T-sejtek fejlodésiik sordn a timusz veldéallomanydban, illetve a
kotoszoveti szeptumok kornyezetében halmozdédnak fel. Keletkezésiikhoz a T-sejt receptor
(TCR) és a timusz alapszoveti sejtjei dltal expresszalt MHC-II + sajat peptid komplex
kozepesen erds kolcsonhatdsa sziikséges. A génmddositott egereken végzett vizsgilatok azt
mutatjdk, hogy a CD28, CD40 és az IL-2 molekuldk szintén fontos szerepet toltenek be a
természetes regulativ sejtek fejlodésében. Azonban ugy tlinik, a legnagyobb jelentdsége, a
FoxP3 transzkripcids faktornak van. Hidnydban tobb szervet érintd végzetes autoimmun
megbetegedés, az in. IPEX (immundiszreguldcid, poliendocrinopathia, enteropathia, X-hez
kotott szindroma) alakulhat ki. A FoxP3 molekula bizonyos citokinek — mint pl. az IL-2 —
termel6dését gdtolja, kimutattdk, hogy IL-10, IL-2 és TGF- hatdsara hasonld, szupresszor
aktivitassal rendelkez6 sejtek a periférian is keletkezhetnek. Ezeket a sejteket indukalhaté
regulativ sejteknek (iTreg) nevezziik. Ide tartoznak a Trl és a Th3 tipusd sejtek, melyek
hatdsukat citokinek, IL-10 és TGF-f révén fejtik ki. A kiilonbség az egyes regulativ sejtek
csoportjai kozott ma még nem teljes egészében tisztazott. Roncarolo és mtsai a Trl tipusd
elnevezést javasoljak minden olyan IL-10 termel6 sejttipusra, amelyek proliferacidja IL-10-el



indukdlhat6 és regulativ aktivitdst mutatnak. A humin és egér kisérletek egyarant
alatamasztjak a jelentOségiiket az adaptiv immunitas szabélyozasiban.

Meg kell jegyezniink, hogy egerekben a CD4"CD25" sejtek csoportja egységes, a
szuppresszor aktivitds tekintetében homogén sejtpopulédciét képez. Ezzel ellentétben a humén
CD4"CD25" sejteknek két csoportja kiilonithetd el a CD25 molekula expressziéja alapjan.
Kideriilt, hogy ez a két sejtcsoport a szuppresszor aktivitds tekintetében is kiillonbozik. A
CD25 molekuldt nagy mennyiségben termeld sejtek (CD25*7g) a7 egér sejtpopuldcidhoz
hasonl6an, képesek az effektor sejtek proliferdcidjat gatolni. Ilyen, szuppresszor aktivitdssal a
CD25 molekulit kisebb mennyiségben kifejezé (CD257%*°™) sejtek nem rendelkeznek. A
CD25* " T_gejtek csoportja emellett erés FoxP3 pozitivitdst mutat.

A szuppresszor sejtek pontos hatdsmechanizmusa még nem ismert. Az adaptiv és
természetes immunrendszer elemeit egyardnt képesek kontrolldlni. Kevert limfocita
kultirdkkal folytatott kisérletek eredményei azt mutatjak, hogy a CD4*CD25™"&" T_gejtek
gatoljadk a CD4" és CD8" sejtek proliferdcidjat és citokin termelését, valamint befolydsoljdk a
dendritikus sejtek és a monocitdk antigén prezentdlé funkcidjat. Az aktivacidjukhoz
sziikséges a TCR stimulust és az IL-2 jelenléte, hatasuk azonban mar fiiggetlen a célsejt
antigén specificitasatol. Funkcidjukat sejt-sejt kolcsonhatds révén érik el, s nem sziikséges
hozz4 citokin jelenléte. Egyes irodalmi adatok arra utalnak, hogy a TGF-f} szerepet jatszhat a
folyamatban, de inkdbb sejtfelszinhez kotott és nem szoldbilis formaban. In vitro vizsgalatok
alapjan gy tlinik, a CD80 és CD86 molekuldk kolcsonhatdsa a CTLA-4 molekuldval, szintén
a hatdsmechanizmus részét képezi. Egy madsik lehetséges mddja a CD4*CD25*brieht T-sejtek
hatdsmechanizmusdnak a sejtek citolitikus aktivitdsa. Erre utal az a vizsgdlat, amelyben a
természetes regulativ T-sejtek CD3 és CD46 altali aktivicidja granzym-A termelést valtott ki,
s perforin fiiggd, de Fas-FasL fiiggetlen médon a CD4", illetve a CD8" sejtek pusztuldsat
eredményezte.

Az optimalis immunvalasz kialakuldsihoz elengedhetetlen, hogy a CD4*CD25*" & T
sejtek funkcidja is kontrolldlva legyen. Ebben a folyamatban — eddigi ismereteink szerint - az
effektor sejteken megjelend GITR (gliikokortikoid indikalt tumor nekrézis faktor) molekula
és az antigén prezentdld sejtek (APC) altal expresszdlt GITR ligand valamint az IL-6
molekula jatszhat szerepet.

Szisztémds lupus erythamatosus (SLE)

Az SLE igen viltozatos tiineteket okoz6, ismeretlen koreredetli kronikus, szisztémas
autoimmun megbetegedés. Foként fiatal ndket érint. Jellemzdje a nem deformdlé arthritis, 14z
vagy hdéemelkedés, gyorsult vérsejtsiillyedés, leukopaenia, bOr-nyilkahartya tiinetek (pl.
pillangéerythema), savéshdrtyagyulladdsok, vese-, idegrendszeri-, cardiovascularis-,
hematoldgiai és egyéb szervi eltérések. Altalanos a B-sejtek hiperreaktivitdsa, amely nagy
mennyiségi DNA-, Sm-, foszfolipid-tipusi és szdmos egyéb autoantigénnel szembeni
autoantitest termelésével, keringd és depondl6odé immunkomplexekkel valamint a T-sejt
anomadlidkkal jar egyiitt.

Kevert kotoszoveti megbetegedés (MCTD)

A kevert kotészoveti megbetegedés olyan 6ndlld poliszisztémds autoimmun betegség,
amely a négy klasszikus autoimmun korkép, igymint SLE, progressziv szisztémads slcerosis,
rheumatoid arthritis és a polimyosistis-dermatomyositis egy-egy jellegzetes tiinetének



tarsuldsa jellemez. A véltozatos tiinetcsoportot mutaté betegek kozos jellemvondsa, hogy az
extrahdlhaté nukledris antigén ribonukleoprotein komponense (Ul RNP) ellen termelddott
autoantitest kimutathaté a betegek szérumdban. Hassan és mtsai emelkedett TNF-at és IL-10
szintet mutattak ki az MCTD-s betegeknél, amely immunregulécids rendellenességre utal. A
betegek periférids vérében szintén ndvekedett az intracitoplazmatikus IL-10 termelé CD4"
sejtek szama.

Hodgkin lymphoma

Malignus limfoproliferativ megbetegedés, amely tipusos klinikai és morfoldgiai
jellemzokkel bir. A betegség monoklondlis B-limfocita eredetii és alapvetden két f6 csoportra
oszthaté. A noduldris lymphocyta praedomindns formdra és a klasszikus Hodgkin
lymphomara. Ez utébbi tovabbi négy, jol elkiilonithetdé morfoldgiai szubtipusra bonthatd,
ugymint lymphocitadis (LRcHL), nodular sclerosis (NSHL), kevert sejtes (MCHL) és
lymphocita depléciés (LDHL) forma. A klasszikus Hodgkin lymphomaban a HRS sejtek csak
kis szazalékat (1-2%) képezik a tumornak, a fennmaradé tobbséget limfocitdk, eosinophilok,
fibroblastok, markofagok és plazmasejtek képezik. Gyakori tiinetei a laz, fogyas, éjszakai
izzadds, boérviszketés valamint a sejt kdzvetitett immunvalasz defektusa.

Az autoimmun betegségek és a regulativ T-sejtek kapcsolata

A CD4*'CD25*right T-sejtek immunreguldciés fontossdgit szdmos egérkisérlet
igazolta. Ezek az eredmények azt mutatjdk, hogy a regulativ T-sejtek eltdvolitisa a
szervezetbdl autoimmun betegség kialakuldsdhoz vezethet. Ezzel szemben, ha a regulativ T-
sejtek hidnyoznak az egyedbdl, CD4*CD25*Prieht T-sejtek bejuttatdsa segit megeldzni az olyan
betegségek kialakuldsat, mint a colitis, gastritis, inzulin fiiggd autoimmun diabetes és
thyroiditis.

A CD4*CD25*brieht T-sejtek human autoimmun betegségekben betoltott szerepérdl
még hidnyosak az ismereteink. Az eddigi kozlemények féként a CD4*CD25™"" T-sejtek
csokkent ardnyardl vagy csokkent mértéki szuppresszor funkciéjarél szaimolnak be. Azonban
van néhdny olyan eredmény is amelyek ennek latszolag ellentmond. Ezeket az esetleges
ellentmondasokat a szabdlyozdsi mechanizmus teljes folyamatidnak betegségre specifikus
eltéréseinek jobb megértése oldhatja fel.

A természetes CD4*CD25™"¢" T-gsejtek szaméanak csokkenését figyelték meg sclerosis
multiplexben, Kawasaki betegség esetén, 1-es tipusd diabetesben és SLE-ben. A rheumatoid
arthritisben szenvedd betegek synovidlis folyadékdban a CD4*CD25*rieht T-sejtek szdma
emelkedett a periférids vérhez képest. Ugyanakkor, a szuppresszor aktivitds mértékében nem
volt kiilonbség az RA-s betegek és az egészséges személyek CD4*CD25*"ieht sejtjei kozott.
Emelkedett a regulativ T-sejtek szdma primer Sjogren szindrémdban is, azonban a betegség
aktivitdsanak csokkenésével a CD4*CD25*"eM sejtek szdma csokkent. Hodgkin lymphoma
esetén a regulativ T-sejtek emelkedett szdmat mutattdk ki a tumor teriilletén. A
CD4*CD25*breht sejteken keresztiil megvalosulé immunreguldcié defektusara utal az is, hogy
a CD4'CD25™" T_sejtek kevésbé gatoltadk a CD4*CD25- sejtek proliferdciGjat sclerosis
multiplexben, SLE-ben és myasthenia gravisban.

Az immunoldgiai szabdlyozési folyamat jobb megértését eldsegitheti, ha minél tobb
betegségre vonatkozdan ismeriink adatokat a regulativ sejtekrdl. Kevés irodalmi adat 4ll
rendelkezésre — vagy nincs adat — olyan autoimmun betegségek esetén, mint az MCTD vagy a
Hodgkin lymphoma.

Célkitiizések



Munkéank sordn a regulativ tipusu sejtek két fOo alcsoportjdnak, az un. természetes
regulativ CD4*CD25""#" T_gsejtek és az indukalhaté, IL-10 termelé CD4* Trl tipusd T-sejtek
szerepét igyekeztiink megismerni poliszisztémds autoimmun kérképek és tumoros
megbetegedések esetén. Két poliszisztémds autoimmun korkép, a szisztémds lupus
erythematosus (SLE) és a kevert kotdszoveti betegség (MCTD), illetve egy limphoproliferativ
elvédltozas, a Hodgkin lymphoma esetén vizsgaltuk ezen regulativ sejtek el6forduldsi ardnyét a
betegek periférids vérében. A vizsgdlataink megkezdésekor még nem dallt rendelkezésre
irodalmi adat a regulativ T-sejtekre vonatkozdlag az emlitett korképekben, ezért vizsgalataink
céljait az aldbbiakban hatdroztuk meg:

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

2.) Kérdésiink volt, hogy kimutathaté-¢ eltérés a regulativ T-sejtek szdmdban, illetve
szdzalékos ardnydban - kiilonds tekintettel a CD4*CD25™" szuppresszor sejtekre — SLE-
ben? Megallapithat6-e valamilyen korreldcid a betegség aktivitdsanak jellemz6i (SLE-DALI,
anti-dsDNS koncentracio) és a regulativ T-sejtek szambeli valtozasa kozott? A silyos SLE-s
betegeknél alkalmazott alternativ kezelési mdd, a plazmaferezis, gyakorol-e valamilyen hatast
a betegek CD4*CD25™"&" regulativ T-sejtjeinek abszolit szamara?

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

4.) Hodgkin lymphoméban szintén szamos jel utal egy felfokozott immunszuppressziv
allapotra, s annak szerepére a betegség pathogenezisében. Ezért kezdtiik el vizsgilni, hogy
igazolhat6-e a regulativ T-sejtek fokozott jelenléte a periféridn komplett remisszidban 1évo
betegek esetén, s ez mutat-e Osszefiiggést a kordbban alkalmazott terdpidkkal vagy a kezelés
oOta eltelt idOvel.



Betegek és modszerek

Szisztémds lupus erythematosus (SLE)

Munkédnk sordn 72 lupus-os beteg (63 nd és 9 férfi) adatait elemeztiikk. Minden
betegrél elmondhatd, hogy az ACR klasszifikdcids kritériumrendszer legaldbb 4 pontjdnak
megfelelt. A tanulmdany idején az atlagéletkoruk 34,4+13,9 év, a betegség fennélldsanak ideje
9,4%8,12 év volt. A betegek kozott 53 személy volt a betegség inaktiv és 19 személy volt az
aktiv stidiumaban. Az inaktiv stidiumban 1évé betegek aktivitisi indexe <5, az aktiv
stddiumban 1évOké =5 volt. Az aktiv stddiumu betegnél a betegség fennalldsa révidebb volt,
alacsonyabb volt az 4tlagéletkor és magasabb SLEDAI értékkel, valamint magasabb anti-
dsDNS koncentriciéval rendelkeztek. Kontroll csoportként 41 korban és nemben illeszkedd,
egészséges személy adatait hasznaltuk.

Ismételt plazmaferezis kezelésen atesett, sulyos SLE-s betegek (n=5) esetén vizsgéaltuk
a plazmaferezis CD4*CD25™"#" sejtek abszoliit szimdra gyakorolt hatdsat.

Kevert kotoszoveti betegség (MCTD)

A tanulminy sorin n=48 MCTD-s beteg (47 né €és 1 férfi ) periférids vérében
vizsgéltuk a regulativ sejtek megoszlasat. A betegek atlag életkora 53 év (£7 év) volt. A
betegség fennallasdnak ideje 13+7 év. Az MCTD diagnoézisanak feldllitisa az Alarcon-
Segovia és Villareal kritériumrendszere alapjan tortént. A betegség aktivitisanak méréséhez a
SLAM indexet hasznaltuk. A kontroll csoportot 20 egészséges ndbeteg alkotta.

Hodgkin lymphoma

A vizsgilathoz n=94 (52 n6, 42 férfi) komplett remisszidéban 1évo, citosztatikumot,
immunszupressziv szert nem szedd Hodgkin lymphomds (HL) beteget vélasztottunk ki
véletlenszerlien. Fontos kritérium volt, hogy a betegek a tanulmédnyt megel6z6 3 évben nem
kaptak radioterdpidt, illetve nem mentek keresztiil Ossejttranszplanticion. A HL atlagos
fennalldsanak ideje 8,2 év volt (3-33 év). A betegek atlagéletkora 44 év (20-77). A betegek
koziil 54 beteg volt Epstein-Barr virus pozitiv és 40 negativ. A betegség I-1I. stddiuméba 39, a
II-IV. stddiumba 55 beteg tartozott. A korban és nemben megegyezo kontroll csoportot n= 41
egészséges személy alkotta, ezen kivill n=47 emld tumoros ndbeteg esetében (mint pozitiv
kontroll csoport) vizsgaltuk a regulativ sejtek szamat.

Sejtfelszini molekuldk vizsgdlata dramldsi citometridval

A vizsgdlatokhoz heparinnal alvadasgétolt vérmintdkat, illetve ezekbdl Ficoll gradiens
centrifugdldssal izolalt periférids mononukledris sejteket haszndltunk. Az alvaddsgitolt
vérmintdkbol 100 pl-t 25 percig inkubdltunk a fluoreszcens festékkel konjugdltatott
monoklondlis ellenanyagokkal.A sejtfelszini jelolésekhez az alabbi ellenanyagokat hasznéltuk
CD3,CD4, CD8, CD19, CD25, CD56, HLA-DR. Az inkubalast kovetOen a vorosvértesteket
lizaltuk, majd a sejteket a mosasi lépés végén 1 %-os paraformaldehiddel fixaltuk.

A CD4*CD25*rieht sejtek FoxP3 pozitivitdsat intracitoplazmatikus festéssel, anti-
FoxP3 monoklondlis antitest felhasznaldsiaval igazoltuk. Az intracitoplazmatikus jelolés
periférids vérbol Ficoll gradiens centrifugdldssal izoldlt mononukledris sejteken tortént. A
sejteket az izoldlds utdn PBS-ben mostuk, majd egy éjszakan keresztiil inkubaltuk -20°C-on,



az intracitoplamatikus festéshez alkalmazott kit ,, A oldatdban”. Mdasnap a sejtszuszpenziot
kiolvasztottuk, centrifugéltuk, majd a ,,B oldatba” felvéve 4 °C-on inkubaltuk 20 percig.
Centrifugaldst kovetéen a 107 sejtet felszuszpenddltunk 1 ml ,,staining pufferben” és 100 pl-
ként szétosztottuk Falcon csovekbe. A sejteket 15 percig inkubdltuk sotétben,
szobahdmérsékleten 20 pl ,blocking pufferrel”. A FoxP3 és sejtfelszini molekuldk jelolése
egyidejlileg tortént, 30 percig szobahOmérsékleten inkubdlva. Ezt kodvetéen a sejteket
,»staining pufferbe” vettiik fel.

Statisztikai analizis

A statisztikai szdmitdsokat az SPSS 11.0 szoftver segitségével végeztiik. Az adatok
elemzéséhez Student-féle t-probit, nem normadl eloszlds esetén Mann-Whitney és Kruskal-
Wallis tesztet hasznéltunk. Minden esetben a p<0,05 értéket fogadtuk el szignifikdnsnak.

Eredmények

Szisztémds lupus erythematosus

Megvizsgiltuk 72 SLE-s beteg periférids vérében a CD4*CD25""8" g5 a CD4'IL-10*
T-sejtek szdzalékos ardnyat és abszolut szamat. A CD4*CD25*mieht sejtek szdzalékos ardnya
és abszolit szdma egyarant szignifikdns mértékli csokkenést mutatott az SLE-s betegekben
szemben az egészséges, kontroll csoporttal (medidn: 3,07% (alsé kvartilis: 2,08, felsd
kvartilis: 4,22) vs. 4,31% (3,40, 4,91), p<0,001; 0,016 G/I (0,009,0,026) 0,038 G/1 (0,0257,
0,048)) p<0,001. A CD4*CD25""8" sejtek szamaban nem taldltunk kiilonbséget az aktiv és
inaktiv stddiumban 1év betegek kozott ( aktiv: 3,24% (1,99, 4,25), 0,012 G/1 (0,007, 0,024);
inaktiv: 3,07% (2,08, 4,07), 0,017 G/1 (0,011, 0,026).

A CD4'IL-10" sejtek szdzalékos ardnya emelkedést mutatott, ugyanakkor az abszolit
szdmukban nem taldltunk szignifikdns eltérést a kontroll csoporthoz viszonyitva. Az aktiv és
inaktiv stddiumi betegek kozott nem mutatkozott eltérés a CD4'IL-10" sejtek szamaban.
mutatott korrelacidt a vizsgalt sejtcsoportok szdmdnak valtozdsaval. Szignifikans pozitiv
korrel4cidt talaltunk a SLE-DAI és az anti-dsDNS szint (r: 0,505, p<0,001), az 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.

Ezt kovetden ot silyos, SLE-ben szenvedd betegnél a plazmaferezis CD4*CD25"brieht

sejtekre gyakorolt hatdsat vizsgiltuk. A betegek 2-4 alkalommal kaptak plazmaferezis
kezelést. A CD4*CD25*ieh sejtek szdma a kezelést megel6z6en minden betegnél
alacsonyabb volt, mint az egészséges kontroll csoportban, s mar az elsé kezelést kovetden
emelkedés volt kimutathatd. Az utols6 kezelés utin 24 O6rdval megvizsgilva a
CD4*CD25*risht szuppresszor T-sejtek szdzalékos értékét és abszolut szamat, a kezdeti, azaz
a kezelés elotti érték tobbszorosét tapasztaltuk(atlag: 0,093+0,026vs.0,016£0,006; p<0,01).A
CD4*CD25™""  sejtek szamanak emelkedésével a betegség aktivitdsi index (SLE-
DAI)csokkent.
Szerettiik volna kizdrni, hogy a CD4*CD25"™"" gejtek szambéli emelkedése nem a
plazmakicserélés sordn bekovetkezett sejtkoncentracié véltozasbol ered. Ezért megvizsgaltuk
a CD4" és CD4*CD25™" sejtek szamit a teljes limfocita szam valtozdsok fiiggvényében. A
CD4" sejtek szdma kovette a limfocita szam valtozdst, azonban a CD4*CD25""&" sejt szama
emelkedést mutatott a CD4" sejteken beliil, kezelésrol kezelésre. Ez azt mutatja, hogy a
plazmaferezis sordn olyan valtozdsok kovetkeznek be, amelyek képesek a szuppresszor sejtek
proliferacidjat elsegiteni.



Kevert kotoszoveti betegség

MCTD-s betegek periférids vérében a CD4*CD25"brieht sejtek abszolit szama és szdzalékos
ardnya szignifikdnsabban alacsonyabb volt mint a kontroll csoportban (3,5£1,6% vs.
4,26+3,10%, p<0,01; 0,033+£0,017 G/L vs 0,043+0,016 G/L, p<0,04). Az aktiv fazisban 1évo
betegek periférids CD4"CD25""#" T-sejtek abszoltt szdma és szdzalékos értéke szignifikdns
mértékben csokkent az inaktiv szakaszban 1évé betegekhez képest (2,67+1,2% vs 4,0+1,5%;
p<0,001; 0,022+0,011 G/L vs 0,035+0,018 G/L; p<0,01). A CD4'IL-10" sejtek szdzalékos
ardnya és abszolut szdma szignifikdns mértékli emelkedést mutatott az MCTD-s betegeknél
Osszehasonlitva a kontroll csoporttal (6,1+4,4% vs 2,2+0,63%, p<0,002; 0,119+0,09 G/L vs
0,062+0,02 G/L; p<0,02). Az aktiv szakaszban 1év6 MCTD-s betegek CD4'IL-10" T-
sejtjeinek szazalékos ardnya emelkedést mutatott az inaktiv szakaszban 1év0 betegekkel
osszehasonlitva (10,0£5,9%, vs 4,9+£5,9%; p<0,005). Az abszolit szamokban nem talaltunk
jelentds eltérést az aktiv és inaktiv szakaszban 1évo betegek kozott.

Hodgkin lymphoma

Hodgkin lymphomads betegeknél vizsgiltuk a CD4*CD25*brieht szuppresszor T-
sejtek,CD4"IL-10" Trl tipusi sejtek valamint a CDS8'IL-10" T-sejtek abszoldt szamat.
Kontroll csoportként egészséges személyek (negativ kontroll), illetve emld tumoros betegek
(pozitiv kontroll) vérmintdit elemeztilk. Mindharom sejtcsoport jelentdés mértékii emelkedést
mutatott HL-ban a kontroll csoporthoz képest (CD4IL-10" HL betegek: medidn = 0,072 G/L
(alsé kvartilis = 0,055 G/L; fels6 kvartilis = 0,1 G/L ); emld tumoros betegek (pozitiv
kontroll): 0,2 G/L (0,12; 0,28); egészséges személyek (negativ kontroll): 0,008 G/L (0,001;
0,03), p < 0,001; CD4*CD25""€" HL betegek: 0,084 G/L (0,037; 0,180 G/L); eml$ tumoros
betegek: 0,053 G/L (0,038; 0,065); egészséges személyek: 0,034 G/L (0,024; 0,049); CDS'IL-
10" HL betegek: 0,081 G/L (0,056; 0,13); emld tumoros betegek: 0,330 G/L (0,12; 0,550)
egészséges személyek: 0,072 G/L (0,012; 0,095); p<0,001). Azonban a Hodgkin lymphomas
betegek eredményeit Osszevetve az emlé tumoros betegekével, a CD4*CD25™reM
szuppresszor T-sejtek abszolit szdma a HL betegeknél szignifikdnsan magasabb volt . Az
emld tumoros betegek periférids vérében a CD4'IL-10" és CD8'IL-10"sejtek abszoliit szdma
jelentésen emelkedett, szemben a HL betegekével.

A betegek eredményeit csoportositottuk a kordbban kapott kezelések (radio-, kemo-
vagy kombindlt terdpia) és a kezelés ota eltelt id6 valamint a betegség stddiuma alapjan is.
Eredményeink azt mutatjak, hogy nincs szignifikédns eltérés a regulativ T-sejtek szdmdban az
egyes csoportok kozott.

Megbeszélés

Szisztémds lupus erythematosus

A regulativ T-sejtek szdmdban vagy szuppresszor aktivitisidban bekovetkezo
csokkenés szerepet jatszhat az SLE-s B- és T-sejtek felfokozott aktivitdsban. A regulativ T-
sejtek koziil a CD4"CD25" szuppresszor T-sejtek szerepét vizsgaltak legtobbet szisztémads
lupus erythematosusban. Az irodalmi adatok tobb, latszolag ellentmondé eredményt
tartalmaznak a regulativ T-sejtek szaimanak valtozasat illetden.



Vizsgalataink eredményei Osszhangban vannak azokkal az irodalmi adatokkal,
amelyek szerint az SLE-s betegek periférids vérében a CD4*CD25*brieht T-sejtek szdzalékos
aranya csokkent. Ilyen irdnyu valtozds mutathaté ki a CD4*CD25*brieht T-sejtek abszolut
szdmdban is. Az emelkedés a teljes limfocitaszdm valtozdsok figyelembevételével is
kimutathat6. Karagiannidis és mtsai asztmds betegeket vizsgilva leirtdk, hogy a betegek
steriod kezelése fokozta a Foxp3 expressziét és megemelte a CD4"CD25" természetes
regulativ T-sejtek szdmat. Az aktiv és inaktiv stidiumban 1év0 betegek adatait Osszevetve,
nem taldltunk eltérést a CD4*"CD25™"" sejtek szamban. Az aktiv stidiumban 1év3 betegek
napi gliikkokortikoid kezelése a regulativ T-sejtekre gyakorolt aktivdlé hatdsa révén
eredményezheti, hogy a CD4*CD25*brieht sejtek szdma nem csokkent az inaktiv stidiumban
1évo betegekhez képest.

Szignifikdns, pozitiv korrelacidt taldltunk a betegség aktivitdsi index (SLEDAI)
értékek és az anti-dsDNS antitest szintje kozott. A két paraméter szintén pozitiv korreldciot
mutatott a napi gliilkokortikoid kezeléssel. Azonban nem volt szingnifikdns mértéki
korrelaci6 a fenti paraméterek és a regulativ T-sejtek szdzalékos ardny, illetve abszolut szdma
kozott. Fields és mtsai SLE-s B-sejtek és CD4*CD25™"" regulativ T-sejtek kapcsolatdt
vizsgédlva kimutattik, hogy a CD4*CD25*rieht T-sejtek képesek az anti-dsDNS termelését
gatolni, ezéltal pedig, a betegség aktivitasat csokkenteni. Hasonld mddon, Lee és mtsai
negativ korreldciét mutattak ki SLE-s gyerekek anti-dsDNS szintje és a CD4" regulativ T-
sejtek ardnya kozott.

A szuppresszor mechanizmusokban résztvevo citokinek koziil kiemelkedo jelentdségii
az IL-10. Az tn. indukdlhat6 CD4" regulativ (Trl) sejtek nagy val6sziniiséggel ezen citokin
segitségével fejtik ki - sejt-sejt kontaktus fiiggetlen médon - gitlé hatdsukat. Ismerjiik, hogy
az SLE-s betegek szérumdban az IL-10 szint magas. Ez felveti a lehetOséget, hogy az
indukdlhat6 sejtek szdmdban, ardnydban esetleg eltérés mutatkozik szisztémds Ilupus
erythematosus esetén. Munkacsoportunk kordbbi eredményei, melyek 6sszhangban vannak a
jelenlegi irodalmi adatokkal, azt mutatjdk, hogy kiilonosen az aktiv SLE-s betegeknél
nemcsak a szérum IL-10 koncentricidja, de a periféridn el6fordulé intracitoplazmatikus IL-10
pozitiv, CD4" sejtek ardnya is emelkedett, habédr abszolit szdmban nincs szignifikdns
kiilonbség az egészséges személyekhez viszonyitva.

Az eredményeink és az irodalmi adatok szerint, az SLE-s betegnél csokkent
CD4*CD25*brieht sejtszdm és a Trl tipusd sejtek ardnydnak emelkedése figyelhetd meg. Az
aktiv és inaktiv stddiumban 1év0 beteg kozotti kisfokd eltérések arra utalhatnak, hogy a
regulativ T-sejtek szdma 4ltal tiikr6zott immunreguldcios eltérések a betegség inaktiv
stddiumadban is jelen vannak. A regulativ T-sejtek szerepe minden bizonnyal kulcsfontossagu
a betegség pathogenezisében. A regulativ T-sejtek pontos — meglehet, hogy betegségre
specifikus - hatdsmechanizmusdnak megismerése a célzottabb terdpids lehetdségek
kifejlesztése szempontjabdl nagy jelentdséggel bir.

Stlyos SLE-s betegeknél, ha az alkalmazott terdpids mddszerekkel szemben a beteg
rezisztens, illetve a mellékhatdsok miatt a hagyomdnyos kezelési médok nem alkalmazhatdak,
a betegek plazmaferezis kezelése alternativ lehetdséget biztosit a tiinetek 4tmeneti
enyhitésére. Munkdnk sordn megvizsgaltuk, mutatkozik-e véltozds a CD4*CD25*Prieht T-sejtek
szdmdban a plazmaferetizalt betegeknél.

Ismert, hogy a plazmaferezis csokkenti a keringd immunkomplexek és patholdgids
autoantitestek mennyiségét. Ezenkivill az immunmodulédcids hatdsat is kimutattdk, ugyanis
fokozza a komplement rendszer aktivici6jat, a komplement receptor 1 aktivaicidjat az
erythrocytdkon. Elsoként Jones és mtsai javasoltdk a plazmaferezist SLE-s betegek
kezelésére. Véleményiink szerint, a plazmaferezis alkalmazasa csak a silyos SLE-s
betegeknél indokolt, ahol veseérintettség, a kozponti idegrendszer Erintettsége vagy
antifoszfolipid-szindroma is el6fordul.



Az ismételt (2-4) plazmaferezis kezelést kapott, silyos SLE-s betegek periférids
CD4*CD25*brieht T-sejtjeinek abszolut szdma tobbszorosére emelkedett a kezeléssorozat
végére.

Eredményeink azt mutatjak, hogy a CD4*CD25""€" T_sejtek szdmbeli emelkedése
egyiitt jar a betegség aktivitdsi index, az SLE-DAI értékének csokkenésével. A plazmaferezis
ilyen irdnyu hatdsiat megfigyeltiik myasthenia gravis és Guillain-Barré szindrémds betegeknél
is, bar az SLE-t4] kissé eltér6 kinetikdval. Liu és mtsai nem taldltak korreldciét az SLE-DAI
és a CD4'CD25™" T_sejtek szdma kozott, azonban a kozleménybél kitinik, hogy nem
vették figyelembe a betegeknél alkalmazott kezelés mddjat. A gliikokortikoid kezelés ugyanis
megemeli a természetes regulativ T-sejtek Foxp3 expresszidjat és fokozza a sejtek
proliferdcidjat. Hogy kikiiszobolhessiik az alkalmazott gydgyszerek esetleges, a regulativ T-
sejtekre gyakorolt hatdsét, vizsgdlataink sordn nem modositottuk a gydgyszeres terdpidt a
plazmaferezist megel6z0 napokban és a kezelés ideje alatt.

A plazmaferezis jotékony hatdsanak egyik tényezdje lehet a kezelés hatdsara
megemelkedd regulativ sejtszam. Ez lehet annak a kovetkezménye, hogy a plazmaferezissel
az SLE-ben lymphopaeniat okozé limfocitotoxikus citokinek mennyisége jelentdsen csokken,
s az emelkedd limfocitaszam a regulativ sejtek proliferdcidjat is fokozza. Természetesen a
betegség aktivitisdnak csokkenésében még szdmos tényezd részt vehet és vesz, de a
CD4*CD25*brieht T-sejtek szambeli novekedése a plazmaferezis kozvetett hatdsara
hangstilyozza a jelentOségiiket a betegség pathogenezisében. Ezért, mint alternativ terdpia, a
sulyos SLE-s betegek esetében megfontolandd, azonban az alkalmazdsa sordn
immunregulacids szempontbdl figyelembe kell venni, hogy a regulativ T-sejtek emelkedett
szdma és a fokozott szuppresszor aktivitds a fert6z0 betegségekkel szembeni fogékonysagot
noveli.

Kevert kotoszoveti betegség

Az immunvélasz szabdlyozdsa sordn a természetes, CD4*CD25™" &5 az indukélhat6

Trl tipusi regulativ sejtek kulcsfontossdgi szerepet toltenek be a patholdgids, autoreaktiv T-
sejtek  proliferdcidjdnak  megakaddlyozdsdban, ezdltal az autoimmun betegségek
kialakuldsdnak megel6zésében. Az eddigi irodalmi adatok nem szolgédltatnak semmiféle
informéciot a regulativ T-sejtek szdmdr6l, ardnyar6l MCTD esetén. Ezért megvizsgaltuk,
hogyan alakul a természetes, CD4*CD25™"" g5 az IL-10*, CD4" sejtek ardnya és abszolit
szdma a kevert kotdszoveti betegségben szenvedd betegek periférids vérében.

Mint ahogy a bevezetében emlitésre keriilt, tobb tanulmédny jelent meg, amely a
CD4*CD25*brieht T-sejtek csokkent szdzalékos ardnydrdl szdmolt be olyan autoimmun
rendellenességeknél, mint a rheumatoid arthritis, autoimmun diabetes vagy az SLE.
Eredményeink azt mutatjak, hogy kevert kot0szoveti betegségben szenvedd betegek periférids
vérében a CD4*CD25""eM sejtek abszolit szdma és szazalékos értéke csokkent az egészséges
(kontroll) személyekhez képest. Még nagyobb mértékii csokkenés volt kimutathaté az aktiv
staddiumban 1év6 betegnél. Az IL-10 termeld CD4™ sejtek szdmdban emelkedést mutattunk ki a
periférian. Az aktiv stddiumban 1év6 betegnél ez az emelkedés tovabb fokozddott. Tehat a két
sejtféleség szambeli valtozasa ellentétes tendenciat mutat. A sejtek altal kifejtett szuppresszor
mechanizmus molekularis részletei még nem ismertek teljesen. Az eddigi eredmények alapjan
két citokin szerepét kell ki emelniink. Az MCTD-s betegek szérumdban kimutathatd
emelkedett IL-6 és IL-10 szint részben magyardzhatja a regulativ T-sejtek eme két
csoportjanak eltérd viselkedését. Tiidé-tumoros betegeknél a tumor kornyezetében nagy
szami CD4*CD25"" T-sejtet talaltak. Kimutattak, hogy a tiidébél szdrmazé CD4*CD25"e™
sejtekre az IL-6 és a szolubilis IL-6 receptor egyardnt gatld hatdst fejt ki, csokkentve a
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természetes CD4*CD25™ieM regulativ T-sejtek funkciéjat és proliferacigjat. A Trl sejtek
hatdsukat IL-10 révén fejtik ki. Az igy megvaldsuld szuppresszor mechanizmusban a sejt-sejt
kontaktusnak csak csekély szerepe van, de a maximalis szuppresszid eléréséhez ez is
sziikséges. A Trl sejtek proliferdcigja IL-10 és IFN-a jelenlétét igényli, igy az MCTD-s
betegek emelkedett IL-10 szintje hozzajarulhat a Tr1 sejtek fokozott jelenlétéhez. Ugy tiinik, -
a betegségek pathomechanizmusdnak pontos feltérképezéséhez - a regulativ sejtek szerepének
vizsgélata magéba kell foglalja az egyes alcsoportjaik kozotti interakcidk vizsgalatat is.

Hodgkin lymphoma

Regulativ T-sejtek (CD4*CD25"™€"  CD4'IL-10*, CDS8'IL-10") el6forduldsat
vizsgéltuk hosszu ideje komplett remisszioban 1évé Hodgkin lymphomaés betegek periférids
vérében. .

A kordbbi eredmények a CD4*CD25*"€" ¢ CD4*IL-10" sejtek emelkedett arany4rdl
szamolnak be a HL betegek nyirokcsomoiban. Gastrointestindlis malignus megbetegedések
esetén a CD4'CD25" sejtek szdma szintén emelkedett. A krénikus limfoid leukémidban
szenvedd betegeknél a fludarabine terdpia csokkentette a CD4"CD25" sejtek fokozott
aktivitdsat.

Az altalunk vizsgilt sejtcsoportok mindegyike emelkedett szdmban fordult eld a
betegek periférids vérében Osszehasonlitva az egészséges személyekkel. A betegek adatainak
csoportositdsa azt mutatta, hogy a regulativ T-sejtek szamanak emelkedés fiiggetlen a a kapott
terapia tipusatol (kemo-, radio- vagy kombindlt terdpia) és a kezelés 6ta eltelt id6tol.

Véleményiink szerint a CD4'CD25™" T_sejtek szdmdnak emelkedése a HL
lymphoma sajdtossdganak tekinthetd, minthogy az emld tumoros betegek estében a
CD4*CD25*rieht sejtek szdma bar emelkedett, de alacsonyabb mértékben, mint a HL
betegeknél. A masik két sejtcsoport (CD4'IL-10" és CD8'IL-10") szdma szignifikdnsan
magasabb volt az emld tumoros betegek vérében.

A vizsgélatok sordn mi is igazoltuk a kordbban mér leirt csokkent CD4/CDS ardnyt, az
emelkedett aktivéalt T-sejt szamot (CD3"CD69" és CD3"HLA-DR"). Meg kell emliteni, hogy
nem taldltunk eltérést az EBV pozitivitds és a CD4*CD25*rieht sejtek szdma, illetve a szérum
IL-10 szint és a regulativ T-sejtek szama kozott.

A CD4*CD25*ight T-sejtek szdmdnak emelkedése az immunreguldcié betegség-
specifikus elvaltozdsiara utal. Azonban tovabbi vizsgilatok sziikségesek annak a
megvélaszoldsdra, hogy a.) a CD4*CD25"™¢" sejtszdm emelkedése valamiféle hajlamosité
tényez06-e betegségre, vagy b.) mar a betegség manifesztalédasanak kovetkezménye?
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Osszefoglalas, @ij eredmények

Vizsgalataink egy részének eredménye megerdsiti azokat az irodalmi adatokat,
amelyek a periférids CD4*CD25*reh regulativ T-sejtek csokkent ardnydrdl szdmolnak be
szisztémads lupus erythematosusban. Igazoltuk, hogy ez a tendencia az abszoliit sejtszamokra
is igaz. Kimutattuk, hogy szemben a CD4*CD25"" sejtekkel a CD4'IL-10" sejtek ardnya
kissé emelkedett a periféridn, ez az emelkedés azonban az abszolit sejtszamra nem 4ll fenn.

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

A komplett remisszioban 1évé Hodgkin lymphomas betegek regulativ T-sejtjeinek
vizsgélata sordn megallapitottuk, hogy a természetes és indukdlhato regulativ T-sejtek ardnya
és abszolit szdma egyarant emelkedett a betegek periférids vérében. ,,Pozitiv’ kontroll
csoportként emld tumoros betegeket vizsgdlva megdllapitottuk, hogy a CD4*CD25*"eh
szuppresszor T-sejtek emelkedése a Hodgkin lymphoma egyik jellemz6 sajatsdga. A CD4'IL-
10" és CD8'IL-10" sejtek emelkedése mindkét betegcsoportban szignifikans mértékii volt, de
a Hodgkin lymphomds betegeknél a CD4*CD25™"" T_sejtek emelkedett szama kifejezettebb
volt, mint az emld tumoros betegeknél. A betegek csoportositisa a kezelés o6ta eltelt ido,
valamint a kordbban kapott terdpia tipusa szerint, azt mutatta, hogy a regulativ T-sejtek
szdmdnak valtozdsa fliggetlen a fent emlitett paraméterektdl.

A fenti regulativ sejtcsoportok vizsgdlata a betegség aktivitdsdnak, a varhato, esetleges
aktivdloddsnak megitélésére, illetve eldrejelzésére, tovabbd a kezelés hatékonysdganak
mérésére hasznos Gtmutatést jelenthet.
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