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A szerzők célja a természetes regulatív T-sejtek 
(CD4+CD25highFoxp3+T-sejtek; nTreg) mennyiségi meg-
határozása és funkcionális vizsgálata volt nemdifferenciált 
collagenosisban (NDC) szenvedő betegben, 5 hetes 0,5 μg/
nap D-vitamin analóg (alfacalcidol) kezelés előtt és azt kö-
vetően. Mindemellett céljuk volt a CD4+Th17+T-sejtek meg-
határozása, valamint a proinflammatorikus citokinek plaz-
maszintjének mérése. 
A szerzők huszonöt D-vitamin elégtelenségben szenvedő 
NDC-os beteg plazmájában mérték a 25-hidroxi-D-vitamin 
25(OH)D3-szintet, HPLC-technikával. Flow citometriát al-
kalmaztak az nTreg-sejtek és az IL-17 citokint expresszáló 
Th17-sejtek meghatározásához. Az interleukin (IL)-12, IFN-g, 
IL-17, IL-23, IL-6 és IL-10 plazma citokin koncentrációk ki-
mutatása ELISA-módszerrel történt. 
A NDC-os betegek plazma 25(OH)D3-vitaminszintje emel-
kedett D-vitamin analóg adását követően (23,5±5,6 ng/ml 
vs. 34,5±7,4 ng/ml, p=0,059), habár az emelkedés mérté-
ke nem volt szignifikáns. Az alfacalcidol terápiát követően 
mind a Th1 (IL-12 és IFN-g), mind a Th17 (IL-17, IL-23, IL-6) 
citokinek szintje csökkent a NDC-os betegekben, míg a szo-
lubilis IL-10 szintje emelkedett (IFN-g: 41,5±12,0 pg/ml vs. 
21,7±9,9, p<0,001; IL-12: 156,7±75,2 pg/ml vs. 87,5±42,1 
pg/ml, p<0,001; IL-23: 385,2±82,2 pg/ml vs. 210,0±69,3 
pg/ml, p<0,001; IL-17: 37,8±9,6 pg/ml vs. 17,8±4,5 pg/ml, 
p=0,009; IL-6: 39,4±11,3 pg/ml vs. 23,5±6,3 pg/ml, p<0,001, 
IL-10: 8,4±3,0 pg/ml vs. 21,4±9,7 pg/ml, p<0,001). A D-vita-
min analóg adása javította a Th17/nTreg egyensúlyzavarát 
a NDC-os betegekben azáltal, hogy gátolta a Th17-sejtek 
IL-17 citokintermelését és növelte az nTreg-sejtek számát. 
(Th17/nTreg: 0,8±0,7 vs. 0,23±0,15, p<0,005). A regulatív 
nTreg-sejtek funkciója hasonló volt az egészséges kontrol-
lokéhoz, ugyanakkor a D-vitamin analóg adása javította a 
Treg-sejtek működését, az autológ CD4+CD25+-sejtek pro-
liferációjára kifejtett szuppresszióját (proliferativ kapacitás 
D-vitamin adása előtt és után 0,638±0,1 vs. 0,415±0,15). 
A D-vitamin terápia a Th1 és Th17 által termelt citokinszin-
teket egyaránt csökkentette, ugyanakkor elősegítette a re-
gulatív T-sejtek működését, növelte az nTreg-sejtek számát, 
illetve javítja funkciójukat. NDC-os betegekben a D-vitamin 
szupplementáció javíthatja a Th17/Treg egyensúlyának za-
varát, ennél fogva hasznos terápia lehet a betegség kezelé-
sében. 
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The Effect of Vitamin-D Analogue (Alfacalcidol) on 
the Regulatory T Cell Function in UTCD

The aim of this study was to perform a quantitative 
and functional analysis of natural regulatory T cells 
(CD4+CD25highFoxp3+T cells; nTreg) and CD4+Th17+T 
cells, and that of the plasma levels of proinflammatory cy-
tokines in patients with UCTD before and after five weeks 
of 0.5 mg/day vitamin D analogue (alfacalcidol) supple-
mentation. 25 UCTD patients with vitamin D insufficiency 
were enrolled in the study. Plasma levels of 25(OH)D3 were 
assessed by HPLC method. Flow cytometry was used for 
the quantification of nTreg and IL-17 expressing Th17 cells. 
The plasma concentrations of cytokines, interleukin (IL)-12, 
IFN-g, IL-23, IL-17, IL-6 and IL-10 were measured by ELISA. 
Plasma 25(OH)D3 levels were elevated following vitamin 
D analogue treatment (23.5±5.6 ng/ml vs. 34.5±7.4 ng/ml, 
p=0.059), but the difference was not significant. Alfacalcidol 
treatment decreased both Th1 (IL-12 and IFN-g) and Th17 
related (IL-23, IL-17, IL-6) cytokine levels in UCTD patients, 
while the soluble IL-10 level increased (IFN-g: 41.5±12.0 
pg/ml vs. 21.7±9.9, p< 0.001; IL-12: 156.7±75.2 pg/ml vs. 
87.5±42.1 pg/ml, p<0.001; IL-23: 385.2±82.2 pg/ml vs. 
210.0±69.3 pg/ml, p<0.001; IL-17: 37.8±9,6 pg/ml vs. 17.8±4.5 
pg/ml, p=0.009; IL-6: 39.4±11.3 pg/ml vs. 23.5±6.3 pg/ml, 
p<0.001, IL-10: 8.4±3.0 pg/ml vs. 21.4±9.7 pg/ml, p<0.001). 
The vitamin D analogue therapy improved the Th17/
nTreg imbalance, because it inhibited the IL-17 expres-
sion of Th17 cells, and stimulated the number of Treg 
cells (Th17/nTreg: 0.8±0.7 vs. 0.23±0.15, p<0.005). 
The regulatory function of nTreg cells was similar to the 
healthy controls, however, the administration of vitamin D 
analogue increased the capacity of Treg cells to suppress 
the proliferation of autologous CD4+CD25- cells (prolifera-
tion capacity before and after vitamin D analogue: 0.638±0.1 
vs. 0.415±0.15).
Our data demonstrate that a Th17/Treg functional imbalance 
exist in patients with UCTD. Vitamin D supplementation re-
duced both Th1 and Th17 related cytokine levels and at the 
same time, promoted the T regulatory profiles, increased 
the number and improved the function of nTreg cells. 
Our findings support the idea that the clinical application of 
vitamin D in patients with UCTD may influence and restore 
the Th17/Treg imbalance, therefore could be beneficial in 
the management of the disease.
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Bevezetés

Nemdifferenciált collagenosis (NDC) néven jelölik a 
poliszisztémás autoimmun kötőszöveti betegségeket 
megelőző dinamikus kórállapotot. Ebben a stádium-
ban a poliszisztémás autoimmun betegségre jellemző 
tünetek észlelhetők, a betegek szérumában autoanti-
testek vannak jelen, ugyanakkor a meglevő eltérések 
nem elegendőek ahhoz, hogy valamely definitív poli-
szisztémás autoimmun betegség diagnózisa felállít-
ható legyen [1, 2, 3]. Irodalmi és saját megfigyeléseink 
szerint a NDC kórállapot 30–40%-ban differenciáló-
dik bármelyik típusú definitív poliszisztémás autoim-
mun betegségbe, így szisztémás lupus erythemato-
sus (SLE), rheumatoid arthritis (RA), Sjögren-szindró-
ma (SS), kevert kötőszöveti betegség (MCTD), poly-
myositis/dermatomyositis (PM/DM) és szisztémás 
sclerosis (SSc) egyaránt kialakulhat [4, 5]. A NDC-os 
betegekben jelenlévő sejtmag és a citoplazma kom-
ponensek elleni antitestek, valamint a több szervi 
érintettség, komplex immunregulációs zavart sejtet e 
betegség kialakulása hátterében. Korábbi munkánk-
ban megfigyeltük a NDC-os betegekben a Th1-sejtek 
IFN-γ-túltermelését, valamint a CD4+CD25highFoxp3+ 
T-cells (természetes regulatív T-sejtek, nTreg) csök-
kent számát [6]. Ismert, hogy az nTreg-sejteknek fon-
tos szerepük van az effektor T-sejtek működésének 
kontrollálásában, a szervezet saját szöveti károso-
dásának megakadályozásában, az immuntolerancia 
megtartásában [7].

Az utóbbi időben vált ismertté, hogy a Th1- és 
Th2-sejtek mellett létezik Th17-sejtcsoport, amely 
az IL-17 citokintermeléssel kulcsszerepet játszik a 
szöveti gyulladásban és az autoimmun folyamatok-
ban [8, 9, 10]. A naív CD4+T-sejtek Th17 irányú dif-
ferenciálódását humán vonatkozásban az IL-1, IL-6 
és IL-23 citokinek segítik elő [11]. Megfigyelték, hogy 
az IL-17-termelő Th17-sejtek jelenléte összefüggés-
be hozható több humán autoimmun betegséggel, 
így RA-eszel, sclerosis multiplex-szel (SM), SLE-szal 
vagy a psoriasisszal [12–15]. Az eddigi eredmények 
arra utalnak, hogy a Th17- és a Treg-sejtek közötti 
egyensúlyi állapot alapvető az immun-tolerancia fenn-
tartásában [16]. 

A D-vitamin immunmoduláló hatását az elmúlt 
évek kísérletes és humán vizsgálatai bizonyították. 
Az aktív D-vitamin gátolja a dendritikus sejtek érését 
és differenciálódását antigén prezentáló sejtté, csök-
kenti az effektor T-sejtek, a B-sejtek működését, és 
befolyásolja az innate immunitást [17]. Mindemellett 
a D-vitamin direkt és indirekt úton hatással van a naiv 
CD4+T-sejtek differenciálódására, a CD4+ T-limfoci-
ták aktivációjára, és a D-vitamin hiánya alapvető té-
nyező lehet az autoimmun betegségek kifejlődésében 
[18–21].

Az aktív D-vitamin [1,25(OH)2D3] csökkenti a pato-
gén effektor CD4+T-limfociták hatását a Th1-citokinek 
(IFN-g, IL-2, és IFN-g) termelődésének visszaszorítá-
sa, valamint az IL-12-függő Th1-válasz csökkentése 

által. A 1,25(OH)2D3 analógoknak direkt hatása van a 
dendritikus sejtekre, így következményesen gátolják a 
Th1-sejtek funkcióját. A 1,25(OH)2D3 emeli a regulat-
ív T-sejtek számát és javítja funkciójukat. Az utóbbi 
időben vált ismertté a 1,25(OH)2D3 Th17-sejteken ki-
fejtett hatása, nevezetesen, hogy az aktív D-vitamin 
gátolja a Th17 sejtek citokintermelését és funkcióját 
[12, 22]. 

Autoimmun betegségben szenvedőknél végzett 
megfigyelések során, a plazma D-vitamin szintje szig-
nifikánsan alacsonyabb volt SLE-os betegekben, I. tí-
pusú cukorbetegekben az egészséges populációhoz 
képest [23–25]. Összefüggést találtak az alacsony 
D-vitaminszint valamint az aktivitási tünetek között 
RA-ben. Korábbi vizsgálatunkban azt találtuk, hogy 
a NDC-os betegek 41,6%-a D-vitamin elégtelenség-
ben szenved (D-vitaminszint <30 ng/ml) valamint a 
betegek 3,1%-a D-vitaminhiányos (<10 ng/ml) [34]. 
Mindemellett észleltük, hogy a CD4+CD25+Foxp3+ 
Treg-sejtek aránya csökkent a NDC-os betegekben 
az egészséges populációhoz képest [6, 26]. 

Jelen munkánkban vizsgáltuk a NDC-os betegek-
ből származó Th17-sejtek IL-17-termelő képességét, 
a természetes Treg-sejtek és Th17-sejtek arányát, 
valamint az nTreg-sejtek funkcionális aktivitását. Ke-
restük a választ arra, hogy vajon egy 5 héten át tartó 
0,5 μg/nap dózisú D-vitamin analóg, alfacalcidol-ke-
zeléssel tudjuk-e módosítani a természetes Treg-sej-
tek számát és funkcióját, valamint az IL-17-termelést. 
Mindemellett vizsgáltuk, hogy a proinflammatorikus 
Th1-citokinek (IL-12, IFN-γ), Th17-citokinek (IL-17, 
IL-23 és IL-6) és a kulcs regulátor szereppel bíró IL-10 
citokinplazma koncentrációja hogyan változik D-vita-
min kezelés hatására. 

Betegek és módszerek

Debreceni Egyetem Orvos- és Egészségtudományi Cent-
rum (DEOEC) III. sz. Belgyógyászati Klinika Klinikai Immu-
nológia Tanszékén kezelt és gondozott 25 NDC-os beteg 
(mindegyike nő) került a vizsgálatba. A vizsgálatba bevont 
betegek egyike sem részesült immunmoduláló terápiában, 
kortikoszteroid-kezelésben a vizsgálati időszakban. A vizs-
gálat megkezdésekor, a plazma D-vitaminszint meghatáro-
zás során, minden beteg D-vitamin-elégtelenséget mutatott 
(D-vitaminszintek <30 ng/ml). A NDC-t a következő, a ko-
rábban leírt kritériumtünetek alapján diagnosztizáltuk: 
a)	� definitív kötőszöveti autoimmun betegségre jellemző kli-

nikai tünetek és jelek jelenléte, ugyanakkor a meglevő 
eltérések nem elegendőek ahhoz, hogy valamely defini-
tív poliszisztémás autoimmun betegség diagnózisa fel-
állítható legyen; 

b) 	�a betegség kezdete, illetve időtartama legalább egy év; 
c) 	� legalább egy nem szervspecifikus autoantitestet lehetett 

kimutatni a betegek szérumában [1–3]. 
Minden beteg aláírta a Debreceni Egyetem Etikai Bizott-
sága által jóváhagyott beleegyező nyilatkozatot. A klinikai 
adatokat, beleértve az életkor, betegség fennállási ideje, a 
terápiára vonatkozó adatokat a beteg kórlapok, kérdőívek, 
illetve az intézet elektronikus adatbázisa segítségével tekin-
tettük át. 
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Kontrollként 21 egészséges (átlagéletkor 55,3±7,9 év), 
autoimmun vagy daganatos betegségben nem szenve-
dő nő mintáiból végeztünk meghatározást (egészségügyi 
dolgozók). A betegektől és a kontrollként használt szemé-
lyektől, az év azonos periódusában (júliustól szeptemberig) 
gyűjtöttünk szérum-, illetve plazmamintákat. A citokin és 
autoantitest meghatározásra összegyűjtött mintákat a fel-
dolgozásig –70 Co-on tároltuk. 

A D-vitamin-terápiát a következőképpen alkalmaztuk: 
minden beteg 0,5 μg alfacalcidolt kapott naponta, 5 héten át. 

Minden NDC-os betegek esetében plazma 25(OH)D3 vita-
min, citokinszint (IL-12, IFN-γ, IL-23, IL-17, IL-6, IL-10) megha-
tározás, valamint a természetes Treg-sejtek számának és funk-
ciójának meghatározása történt. Mindemellett az IL-17-terme-
lő CD4+T-sejtek számát és funkcióját is vizsgáltuk.

A vizsgálatba bevont betegek és kontrollok mindegyi-
kénél ellenőriztük a kalcium homeosztázisában szerepet 
játszó faktorokat (parathormon, szérum kalcium), ame-
lyek kóros eltérést nem mutattak. A NDC-os betegeknél 
a vizsgálat során csontdenzitometria történt Lunar-DPX 
DEXA-készülék segítségével (Lunar Radiation Corporation, 
Madison, WI, Egyesült Államok).

A csontdenzitás (BMD) meghatározása az ágyéki 2-es 
és 4-es csigolyák között, illetve a combcsontnyakon vég-
zett mérések által történt, T-score alkalmazásával. Osteo-
porosis vagy osteopenia a Világ Egészségügyi Szervezet 
(World Health Organization-WHO) klasszifikációs kritériumai 
alapján lett kimondva (T-score kisebb mint –1) [27]. A bete-
gek egyike sem szenvedett osteoporosisban, vesebeteg-
ségben, illetőleg a vizsgálatot megelőzően D-vitamin sze-
dése nem történt. 

D-vitaminszint meghatározás
A plazma 25-hidroxi-D-vitamin 25(OH)D3-vitamin megha-
tározások a DEOEC Klinikai Biokémiai és Molekuláris Pato-
lógiai Intézetében történtek. A betegek és a kontrollcsoport 
25(OH)D3-vitamin szintjének meghatározását nagy haté-
konyságú folyadékkromatográfiás (HPLC) módszerrel vé-
geztük. A méréshez Jasco műszereket és Bio-Rad reagens 
kitet használtunk. A mintát (500 ml EDTA-val alvadásgátolt 
vérből nyert plazma) az előkészítés során megtisztítjuk a fe-
hérjéktől és a tisztított felülúszóból injektálunk 50 ml-t. Az 
elválasztást 90x3,2 mm-es C18-as töltetű reverz fázisú 
Bio-Rad oszlopon végeztük. A mobil fázis metanol-víz ke-
verék (Bio-Rad), melyet 1,1 ml/perc sebességgel áramol-
tattunk. Az elválasztott 25(OH)D3-vitamin kvantitatív meg-
határozásához 265 nm-re beállított diódasoros detektort 
használtunk. A vizsgálati eredmények interpretálása ng/
ml-ben történt. 

Az irodalmi adatok alapján D-vitamin elégtelenségnek 
tekintettük a 30 ng/ml-nél kisebb plazma 25(OH)D3-vitamin 
koncentrációt, míg D-vitamin hiányállapotnak az 10 ng/ml 
alatti plazma 25(OH)D3-szintet jelöltük [28].

A CD4+CD25+T-sejtek izolálása 
A NDC-os betegek és a kontroll személyek perifériás 
mononukleáris sejtjeit, heparinizált teljes vérből különítet-
tük el Ficoll/Hystopaque sűrűség-gradiens centrifuga se-
gítségével (Sigma Aldrich Corp, St. Louis, MO, Egyesült 
Államok). Az elkülönített polimorfonukláris sejtekből a 
CD4+CD25+T-sejteket Miltényi kittel izoláltuk (Miltenyi 
Biotech, Bergisch Gladbach, Germany) a gyári leírás sze-
rint. A nem-CD4+T-sejteket indirekt mágneses, biotin anti-
test koktélt és anti-biotin microbead-et tartalmazó jelöléssel 
távolítottuk el. A mágneses szeparáció során LD oszlopo-

kat használtunk. A CD25+-sejteket pozitív szelekciós eljá-
rással tisztítottuk meg az ún. „pre-enriched” CD4+T-sejtes 
frakciótól. Ennek során a CD4+-T-sejteket direkt jelöltük 
anti-CD25 microbead-ekkel majd a CD4+CD25+T-sejteket 
leoldottuk az MS oszlopról. 

Szuppressziós assay 
A mágnesesen izolált 1x105 CD4+CD25+ és CD4+CD25-
T-sejteket, önmagukban és együtt tenyésztettük 72 
órán keresztül, 200 ml cRPMI 1640 és 96-os „U bottom” 
plate-ken. A kevert limfocitakultúrában a CD4+CD25+ és 
a CD4+CD25-sejtek 1:1 arányát alkalmaztuk. A poliklonális 
stimuláció során a sejteket, anti-CD3/CD28 T-sejt expan-
dáló mikrobead-ekkel stimuláltuk (Dynal Biotech, Invitrogen 
Corporation, Carlsbad, CA, Egyesült Államok) 1 bead/
sejt koncentrációban. A proliferációhoz tetrazolium-ala-
pú assay-t (EZ4U Proliferation Kit, Biomedica Inc) hasz-
náltunk. A kultúrához a szubsztrátot 2,5 óra múlva adtuk 
hozzá, végül az OD-értékek leolvasása 450 nm-n, ELISA 
olvasóval történt. A kevert limfocitareakció OD-értékeit a 
CD4+CD25+T-sejtek kultúrájának OD-értékeivel korrigáltuk 
(ODMLRcorr=OD ODMLR–ODCD25+). A szuppressziós aktivitást, 
a kevert limfocitareakció és CD4+CD25+T-sejtkultúrák OD-
értékeinek hányadosaként határoztuk meg (proliferatív in-
dex= ODCD25-/ODMLRcorr). 

A CD4+CD25highFoxp3+T-sejtek meghatározása Flow 
Citométerrel
A Foxp3-festést a gyári előírásnak megfelelően végeztük 
(eBioscience, San Diego, CA, Egyesült Államok). A polimor-
fonukláris sejteket Ficoll/Hystopaque grádiens centrifugával 
szeparáltuk, majd 100 ml preperált sejtet adtunk minden 
csőbe (1x106 cell/ml). A sejtek CD4 és CD25 monoklonális 
antitesttel történő sejtfelszíni festése után, a sejteket hideg 
Flow-citométer pufferben mostuk (eBioscience). A frissen 
preparált 1 ml fixációs/permeabilizációs munka oldatot adtuk 
hozzá mindegyik mintához. A sejteket 4 °C-on 30–60 percig 
inkubáltuk sötétben, majd 2 ml 1X permeabilizáló pufferol-
datot (eBioscience) adtunk hozzá, és 2%-os (2 ml) normál 
patkányszérummal blokkoltuk a reakciót 1X permeabilizá-
ciós pufferben, 4 °C-on 15 percig. A blokkolást követően 20 
ml antihumán Foxp3-PE-antitestet adtunk a sejtekhez, majd 
4 °C-on legalább 30 percig inkubáltuk azokat sötétben. 
Végül a sejteket 2 ml 1X permeabilizációs pufferrel mos-
tuk és Flow-citométer festőpufferben szuszpendáltuk újra 
(eBioscience). A limfocitákat nagyságuk és granuláltságuk 
alapján különítettük el. 10 000 kapuzott eseményt (limfoci-
tákat) gyűjtöttünk össze minden minta esetén FACSCalibur 
eszközzel (Becton Dickinson, Heidelberg, Németország). 
Az adatok analízise során CellQuest szoftvert használtunk 
(Becton Dickinson). Foxp3-pozitivitást mutató CD4+CD25high 
szuppresszor T-sejtek meghatározása a Foxp3-festődés 
alapján történt. A Foxp3 átlagos fluoreszcencia intenzitás 
szignifikánsan magasabb volt a CD4+CD25high szuppresszor 
T-sejtek esetén a CD4+CD25low vagy CD4+CD25–sejtekhez 
képest (p<0,01). A következő reagenseket használtuk: Ficoll 
és CD4-FITC monoklonális antitest (Sigma Aldrich Corp, St. 
Louis, MO, Egyesült Államok), CD25-PC5 (Immunotech, 
Marseilles, Franciaország), Foxp3-PE és intracelluláris festő 
kit (eBioscience). 

Az intracitoplazmatikus citokinek meghatározása flow ci-
tométerrel 
1 ml heparinizált vért hígítottunk kétszeres RPMI 1640-ban 
(GIBRO-BRL, Invitrogen Corporation, Carlsbad, CA, Egye-



16 Magyar Reumatológia, 2010, 51, 13–21.

Zöld Éva dr. és mtsai: D-vitamin-analóg alfacalcidol hatása a regulatív T-sejt működésre nemdifferenciált collagenosisban

sült Államok). A sejteket 25 ng/ml phorbol 12-myristate 
13-acetate (PMA) (Sigma) 1 ng/ml ionomycin (Sigma) hasz-
nálatával stimuláltuk 4 órán keresztül 10 mg/ml brefeldin-A 
(BFA) (Sigma) jelenlétében. Az inkubáció 37 oC-on 5%-os 
CO2 közegben történt. A stimulálatlan, BFA-t tartalma-
zó sejteket használtuk kontrollként. A sejtek stimulációját 
követően a sejtfelszíni festéshez anti-humán CD4-PC5-t 
vagy CD8-PC5 antitestet (Immunotech) használtunk, 30 
percen át, szobahőmérsékleten. A mintákat mostuk, majd 
fixáltuk és permeabilizáltuk, IntraPrepTM permeabilizáló rea-
genst használva a permeabilizáláshoz a gyári előírás sze-
rint (Beckmann Coulter, Egyesült Államok). Ezt követően a 
mintákat 30 percen keresztül inkubáltuk, sötétben, intraci-
toplazmatikus antitestre specifikus monoklonális antesttel, 
anti-humán IL-17-PE-vel (R&D Systems Inc., Minneapo-
lis, MN, Egyesült Államok), vagy annak megfelelő izotípus 
kontrolokkal (anti-mouse IgG1-FITC vagy IgG1-PE isotípus 
antitestek). A sejteket 1% paraformaldehiddel fixáltuk, majd 
6 órán belül analizáltuk Coulter FC500 flow citométerrel 
(Beckmann Coulter, Egyesült Államok). Legalább tízezer 
CD4+- vagy CD8+-sejtet számoltunk (csak CD4+-sejteket 
a IL-17 esetén) és az eredményeket CXP analízis szoftver-
rel értékeltük (Beckmann Coulter, Fullerton, CA, Egyesült 
Államok).

A szérum IFN-g, IL-12, IL-6, IL-17 IL-23 és IL-10 meg-
határozása ELISA-módszerrel
A szérum citokin-szinteket enzym-linked immunosorbent 
assay- (ELISA) módszerrel határoztuk meg a gyári előírás-
nak megfelelően (IL-23 ELISA-kitek a Bender MedSystems-
től, Burlingame, CA, Egyesült Államok; IL-10, IL-17, IL-6, 
IFN-g és IL-12 (p40) ELISA-kitek mindegyike a R&D Sys-
temtől, Minneapolis, MN, Egyesült Államok). A minimálian 
detektálható koncentráció 0,7 pg/ml volt az IL-6-, 78 pg/
ml az IL-23-, 7.8 pg/ml az IL-10-, 15 pg/ml az IL-17- és 5,6 
pg/ml volt az IFN-g esetében. Az intra-assay és inter-as-

say coefficiens <5% és <10% volt minden esetben. Minden 
minta esetén dupla mérés történt. 

Statisztikai analízis
A statisztikai analízishez az SPSS szoftver 15.0 verzióját 
használtuk. Az adatokat átlagérték±standard deviáció for-
májában adtuk meg. A normalitás testek után az adatokat 
Student-féle t-teszttel vagy Mann–Whitney U-teszttel ha-
sonlítottuk össze, a korreláció vizsgálatokhoz a Spearman’s 
rank korrelációt használtuk. A relative rizikót és a 95%-os 
konfidencia intervallumot logisztikus regressziót alkalmazva 
kalkuláltuk. A p-értékek meghatározásánál a 0,05-nél kisebb 
értékek esetén beszéltünk statisztikai szignifikanciáról. 

Eredmények

A vizsgált NDC-os betegek demográfiai jellemzői
A NDC diagnózisakor, a betegek életkora átlagosan 
41,05±10,9 (range: 16-62) év, a vizsgálat megkezdé-
sekor a betegség tüneteinek fennállási ideje 2,9±1,3 
év volt. Minden vizsgált betegünk nő volt. 

Plazma D-vitaminszintek orális D-vitaminkezelés előtt 
és után NDC-os betegekben 
A NDC-os betegekben mért plazma-25(OH)D3-vita-
min szint szignifikánsan alacsonyabb volt az egész-
séges kontrollokhoz képest (NDC: 23,5±5,6 ng/ml 
vs. kontroll: 39,9±11,7 ng/ml; p=0,001) (1. ábra). Az 
5 hetes orális, napi 0,5 mg alfacalcidol-terápia emel-
te a plazma-25(OH)D3-vitaminszintet, habár a terápia 
előtt és után mért értékek között nem volt szignifikáns 
különbség (D-vitaminszintek: 29,7±11,7 ng/ml vs. 
34,5±7,4 ng/ml, p=0,059). Mindazonáltal a D-vita-
min analóg, alfacalcidollal való kezelés előtt, minden 
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1. ábra. Plazma 25(OH)D3 vitaminszintek NDC-os betegekben alfacalcidol kezelés előtt és után 
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vizsgált NDC-os beteg D-vitamin elégtelenséget (<30 
ng/ml) jelző D-vitaminszintet mutatott, míg a kezelést 
követően már csak 7 betegnek (28%) volt D-vitamin-
elégtelensége.

Szérum citokinkoncentrációk a NDC-os betegek-
ben, a D-vitaminterápia előtt és azt követően
A NDC-os betegek kiindulási proinflammatorikus ci-
tokin (INF-g, IL-12, IL-17, IL-23 és IL-6) szintjei szig-
nifikánsan alacsonyabbak voltak, mint a D-vitamin-
kezelés után mért szérum citokin koncentrációk, míg 
az IL-10 citokin szint emelkedett a terápiát követően 
(I.  táblázat). A vizsgált NDC-os betegekben, az al-
facalcidol terápiát megelőzően mért 25(OH)D3-vi-
taminszintek fordított korrelációt mutattak a szérum 
IL-23 és IL-6 citokin szintekkel (IL-23: –0,713, IL-6: 
–0,751). 

CD4+IL-17 expresszáló Th17-sejtek és 
CD4+CD25highFoxp3+T-sejtek vizsgálata a NDC-os 
betegek szérumában
A Th17 (CD4+IL-17+) sejtek százalékos és abszolút 
értéke jelentősen magasabb volt a vizsgált NDC-os 
betegekben a D-vitamin analóggal való kezelést meg-
előzően, összehasonlítva a kezelés után mért érté-
kekkel (II. táblázat).
Mindemellett, a természetes Treg- (CD4+CD25+high-

Foxp3+) sejtek százalékos és abszolút értéke szigni-
fikánsan emelkedett a D-vitaminkezelés után (a táblá-
zatban csak az abszolút értékeket tüntettük fel).

Th17/nTreg-egyensúly, NDC-os betegekben az 
alfacalcidol-kezelés előtt és után
A NDC-os betegek Th17/Treg-sejtjeinek a relatív és az 
abszolút aránya egyaránt csökkent a D-vitaminterá-
piát követően (2. ábra) (CD4+Th17+/CD4+CD25+high-

Foxp3 százalékban: 0,8±0,7 vs. 0,23±0,15, 
p<0,005; abszolút számban: 0,0018±0,0013 G/l vs. 
0,0005±0,0034 G/l, p<0,0001). 

A Treg-sejtek funkcionális aktivitása az alfacalcidol 
terápiát követően
A CD4+CD25+high T-sejtek autológ CD4+CD25-T-sej-
tek proliferációjára kifejtett gátló hatását anti-CD3 
és anti-CD28-cal történő stimuláció segítségé-
vel vizsgáltuk. A CD4+CD25+high T-sejtek, autológ 
CD4+CD25-T-sejteken való szuppressziós képessége 
hasonló volt az egészséges kontrollok szuppressziós 
aktivitásához (0,638±0,1 vs. 0,64±0,1 p=NS). Mind-
azonáltal, az nTreg-sejtek szuppresszív hatása foko-
zódott az alfacalcidol terápiát követően (Proliferációs 
index: 0,638±0,1 vs. 0,415±0,15) (2. ábra). A  vizs-
gált 5 NDC-os betegből 4 esetében CD4+CD25+high 
T-sejtek, autológ CD4+CD25-sejtek proliferációjára 
kifejtett gátló hatása javult, míg egy beteg esetén a 
CD4+CD25+high T-sejtek szuppresssziós aktivitása 
nem változott az alfacalcidol terápiát követően. 

Összefoglalás

Az epidemiológiai és a kísérletes adatok szerint a 
D-vitamin egyike azoknak a környezeti faktoroknak, 
melynek hiánya alapvető tényező a különböző auto-
immun betegségek kifejlődésében, beleértve a SM-t, 
I. típusú cukorbetegséget, gyulladásos bélbetegsé-
geket (IBD), RA-t és az SLE-t [29, 34]. Összefüggést 
találtak az I-es típusú diabetes mellitus, SM, RA, SLE, 
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Citokinek Afacalcidol 
kezelés előtt 

(n=25)

Alfacalcidol 
kezelés után 

(n=25)

Szignifikancia

IFN-g (pg/ml) 41,5±12,0 21,7±9,9 0,001
IL-12 (pg/ml) 156,7±75,2 87,5±42,1 0,001
IL-23 (pg/ml) 385,2±82,2 210,0±69,3 0,001
IL-6 (pg/ml) 39,4±11,3 23,5±6,3 0,001
IL-10 (pg/ml) 8,4±3,0 21,4±9,7 0,001
IL-17 (pg/ml) 37,8±9,6 17,8±4,5 0,009

I. táblázat. A szérum IFN-g, IL-12, IL-17, IL-23, IL-6 
és IL-10 citokinszintek az alfacalcidol kezelés előtt 

és után NDC-os betegekben

Alfacalcidol kezelés előtt 
(n=25)

Alfacalcidol kezelés után 
(n=25)

Szignifikancia

CD4+IL-17+ (G/L) 27,6±9,9 20,3±5,07 0,004
CD4+CD25high Foxp3 (G/L) 0,02±0,01 0,041±0,023 0,0001
ACD4+CD17+T-sejtek / CD4+CD25+highFoxp3+T-sejt arány (G/L) 0,0018±0,0013 0,0005±0,0034 0,0001

G/L= giga/liter

II. táblázat CD4+IL-17 expresszáló Th17 sejtek és CD4+CD25highFoxp3+T-sejtek a NDC-os betegek 
szérumában.
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2. ábra. A CD4+CD25+high Foxp3 T-sejtek szupp-
ressziós aktivitása 5 NDC-os betegben
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valamint az IBD esetén a D-vitamin-hiányos állapot 
és e betegségek prevalenciája között. Egy hosszú 
távú, prospektív vizsgálat eredménye szerint, ala-
csony plazma 25(OH)D3-vitaminszint esetén fokozott 
a SM kialakulásának esélye, ami felveti, hogy a D-vi-
taminterápia hatékony lehet az autoimmun betegsé-
gek megelőzésében [30]. Csecsemőknél alkalmazott 
D-vitamin pótlás szignifikánsan csökkentette az I. 
típusú diabetes megjelenését egy 30 évvel későbbi 
felmérésben [23]. Más szerzők azt találták, hogy D-vi-
tamin bevitellel csökkenteni lehet a RA kialakulását 
[31–33]. 

A NDC kórállapot az autoimmun betegségek egy 
speciális fázisa, mivel a betegek 30-40%-a differen-
ciálódik valamely definitív kötőszöveti betegségbe. 
Kevés adattal rendelkezünk, arról, hogy melyek azok 
a prediktív faktorok, amelyeknek szerepe lehet a be-
tegség progressziójában. Jelenleg intenzív kutatások 
tárgya azoknak a provokáló faktoroknak a keresése, 
amelyek elősegítik a NDC kórállapot definitív autoim-
mun kórképe differenciálódását, és annak vizsgálata, 
hogy ezek a faktorok hogyan képesek befolyásolni az 
immunrendszert. 

Korábbi munkánkban bemutattuk, hogy a NDC-os 
betegekben a 25(OH)D3-vitaminszintje szignifikánsan 
alacsonyabb az egészséges populációhoz képest. 
D-vitaminelégtelenséget (<30 ng/ml alatti D-vitamin-
szint) a betegek 41%-ában (67/161 beteg) mértünk 
a nyári periódusban, amely tovább növekedett a téli 
hónapokban [26]. Azok a NDC-os betegek, akiknél 
a követési idő alatt definitív kötőszöveti betegség 
alakult ki mindegyike D-vitaminhiányban szenvedett 
(14,7±6,45 ng/ml vs. 33±13,4 ng/ml p=0,001). 

Felmerül a kérdés, hogy vajon a károsodott im-
munregulációs folyamatok javíthatóak-e D-vitamin 
pótlással NDC-os betegekben. 

Ebben a vizsgálatban elsőként igazoltuk, hogy a 
D-vitamin analóg alfacalcidol emeli a D-vitaminszintet 
NDC-os betegekben és a Th1-, valamint Th17-me-
diált immunfolyamatok javulnak. Tanulmányunkban 
NDC-os betegeket kezeltük D-vitaminanalóg alfacal-
cidollal. Plazma 25(OH)D3-szint mérésekor D-vita-
minelégtelenséget mutató NDC-os betegeknél D-vi-
taminanalóg alfacalcidol, 5 héten keresztüli, napi 0,5 
μg-ban való terápiás alkalmazását követően, a plaz-
ma 25(OH)D3-vitamin szintje emelkedett a betegek 
szérumában. Habár a plazma D-vitaminszint emel-
kedése nem volt szignifikáns mérvű, az 5 hetes alfa-
calcidol-kezelést követően a betegeknek mindössze 
28%-a (7 beteg) szenvedett még mindig D-vitamin 
elégtelenségben. Mindez arra utal, hogy a folyamatos 
D-vitaminterápia szükséges lehet D-vitaminhiányos 
NDC-os betegnél. 

Számos tanulmány szerint, a nTreg-sejtek szám-
beli vagy funkcióbeli károsodása fontos szereppel bír 
a humán autoimmun betegségek, beleértve a collagen 
indukálta arthritis, SM, RA és I. típusú cukorbetegség 
patogenezisében, valamint a Treg-sejtek védőhatás-
sal bírtak különböző, atherosclerosist modellező ege-

rekben [35–38, 39]. SM-ben [37], I. típusú cukorbe-
tegségben [40], aktív RA-ben [41], psoriasisban [42] 
és myasthenia gravisban [43] szenvedő betegeknél 
szignifikánsan alacsonyabb a CD4+CD25+Treg-sej-
tek szupportív funkciója, összehasonlítva az egész-
ségesekével. Korábbi munkánkban azt találtuk, hogy 
a Foxp3+ Treg-sejtek száma szignifikánsan csökkent 
az MCTD-s betegekben is, amely további csökkenést 
mutatott a betegség aktív stádiumában [44].

Korábbi eredményeinkhez hasonlóan, jelen vizsgá-
latunkban is csökkentnek találtuk az nTreg-sejtek szá-
zalékát, illetőleg abszolút számát a NDC-os betegek 
perifériás vérében, amely az immunválasz szabályo-
zásának károsodását, az autoimmun reakciók szupp-
ressziójának csökkenését sugallja. Úgy tűnik, hogy az 
nTreg-sejteknek fontos szerepük van definitív kötő-
szöveti betegségbe differenciálódás tekintetében [6]. 

A funkcionális vizsgálatok során azt találtunk, hogy 
a NDC-os betegekből származó Treg-sejtek gátolni 
tudják a CD4+CD25- autológ-T-sejtek proliferációját, 
és funkcionális aktivitásuk hasonló az egészséges 
kontrollokéhoz. Ugyanakkor az alfacalcidol terápia 
növelni képes ugyanezen nTreg-sejtek szuppressziós 
aktivitását NDC-os betegekben. 

A klasszikus autoimmun kórképnek számító 
SLE-ban, az nTreg-sejtek károsodott aktivitását fi-
gyelték meg, különösen a betegség aktív stádiumá-
ban, valamint csökkent Foxp3+ Treg-sejt számot 
észleltek SLE-os gyermekben a betegség aktív fázi-
sában [45, 46, 47, 48]. Valencia és mtsai adatai alap-
ján az SLE-os betegekből származó CD4+CD25high 
Treg-sejtek autológ CD4+CD25+ Treg-sejtek proli-
ferációját gátló aktivitása csökkent az egészséges 
kontrollokéhoz képest [49]. Az aktív SLE-os betegek 
CD4+CD25high Treg-sejtjeinek szuppresszor funkció-
ja in vitro aktivációjuk során helyreállítható volt, amely 
arra utal, hogy a CD4+CD25high Treg-sejtek funkcio-
nális károsodása reverzibilis és a funkcionális károso-
dást inkább a Treg-sejtek homeosztázisában fellépő 
zavara okozhatja, és kevésbé intrinzik hiba. 

Munkánk az első klinikai vizsgálat, amelyben 
IL-17-t expresszáló CD4+ T limfocita meghatározás 
történt NDC-os betegek szérumában. A NDC-os be-
tegek szérumában szignifikánsan magasabb arány-
ban tudtunk kimutatni IL-17 termelő CD4+ T limfoci-
tákat, az egészséges kontrollokéhoz képest. 

A Th1 és Th2 sejtektől jól elkülöníthető, Th17 sejt-
csoportot az IL-17 fokozott termelése jellemzi Úgy tű-
nik, ezeknek a sejteknek fontos szerepük van az au-
toimmun patomechanizmusú szövetkárosodás elő-
idézésében, illetve kísérletes adatok szerint az IL-23/
IL-17 útvonal szereppel bírhat az autoimmun beteg-
ségek kiváltásában és fenntartásában. 

Ismert, hogy az IL-17, mint potens gyulladásos 
citokin fokozza a dendritikus sejtek érését. A szérum 
IL-17 szint emelkedett különböző gyulladásos álla-
potokban, pl. psoriasisban és RA-ben [50]. A SSc 
korai fázisában lényegesen magasabb volt az IL-17 
szint mint a betegség későbbi stádiumában [51]. 
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SLE-os betegek vizsgálatakor nem találtak egyér-
telmű összefüggést a szérum IL-17 vizsgálatakor. 
Több felmérésben az SLE-os betegekben normál 
IL-17 normál szintet írtak le, míg más tanulmányok 
emelkedettnek találták az IL-17 citokinszinteket a 
betegség aktivitásával összefüggésben [52]. D-vita-
min analógokkal való kezelés gátolta az IL-17-ter-
melő T-sejteket [53]. 

Vizsgálatunk szerint a D-vitamin analóg alfacalci-
dol-terápia javítani tudja a NDC-os betegek regulatív 
működési zavarát. Az alfacalcidol-kezelést követően 
csökkent az IL-17-expresszió, valamint a szérum 
IL-17 szint a vizsgált NDC-os betegekben. 

A NDC-os betegekben az nTreg-sejtek relatív ará-
nya és abszolút száma egyaránt csökkent az egész-
séges kontrollokéhoz képest, míg az IL-17-termelő 
CD4+ T-sejtek relatív és abszolút száma nőtt. Az alfa-
calcidol-kezelés után a CD4+IL-17+/ CD4+CD25+high-

Foxp3+ T-sejtarány módosult, az nTreg-sejtek száma 
nőtt, a CD4+IL-17+ T-sejtek százalékos arány illet-
ve az abszolút szám csökkent, így a CD4+IL17+/
CD4+CD25+highFoxp3+T-sejtarány emelkedett. Mind-
emellett, a D-vitaminpótlás javította a CD4+CD25+high 
T-sejtek szuppressziós képességét is. Eredményeink 
egyértelműen arra utalnak, hogy a D-vitaminpótlás 
jótékony hatással van a NDC-os betegek immunho-
meosztázisának helyreállításában. 

Több citokin, mint az IL-23 és IL-6 segíti elő a 
Th17 irányú differenciálódást. Az IL-23-citokin kulcs-
fontosságú a patogén, IL-17- és IL-22-termelő CD4+ 
T-sejtpopuláció expanziójában. Állatmodellben, az 
IL-23 dependens IL-17-termelő CD4+ effektor T-sej-
tek (Th17) bejutnak a target szervekbe, és elősegítik a 
szerv specifikus autoimmun gyulladásos folyamat ki-
alakulását [54–55]. A humán IL-23 fontos indukáló ha-
tással van a naiv CD4+ T-sejtek, humán Th17-irányú 
sejt differenciálódásában [56]. Az IL-23 p19 emelke-
dett szintjét figyelték meg különböző humán autoim-
mun kórképekben, mint például SM-ben, SLE-ban, 
valamint Bechet-kórban [57, 58]. 

Az IL-6 citokinnek szintén esszenciális jelentősé-
ge van a Th17 sejtvonal indukciójában. Az IL-6 egy 
pleiotrop citokin, melynek különböző gyulladásos fo-
lyamatokban fontos. Több, az utóbbi időben végzett 
vizsgálatban azt találták, hogy az IL-6 targetje RORg, 
és az IL-6 hatására a TGF-b szignál útvonalon ke-
resztül Th17-sejtek alakulnak ki. A T-sejt receptor je-
lenlétében, a naív CD4+ T-sejtek IL-6 és TGF-b cito-
kinekkel történő stimulációja szinergista módon hat a 
sejteken történő RORg expressziójára. In vivo patkány 
modell szerint IL-6 gp130-STAT-szignál útvonal fontos 
szerepet játszik a Th17 sejtek megjelenésében [59]. 

Munkánkban elsőként láttuk, hogy a proinflamma-
torikus IL-12, IFN-g citokinek és a Th17-hez asszo-
ciálható citokinek, mint az IL-17, IL-23 és IL-6 szignifi-
kánsan emelkedett NDC-os betegekben. A D-vitamin 
analóg alfacalcidol, úgy tűnik, elsődlegesen gátolja a 
naiv CD4+ T-sejtek Th1- és Th17-irányú differenciá-
lódását. 

Vizsgálatunkban azt találtuk, hogy a D-vitamin 
analóg alfacalcidol-terápia csökkenti a IL-17 citokinp-
rodukciót, mérsékli a proinflammatorikus citokinek, 
mint az IL-6, IL-17 és IL-23 citokinek szintjeit, illetőleg 
csökkenti a Th1 típusú immunválaszra jellemző citoki-
nek (IFN-g és IL-12) plazmakoncentrációját. Eredmé-
nyeink szerint, az alfacalcidol egyaránt gátolja Th1- és 
Th17-sejteket, miközben elősegíti az IL-10 regulatív 
citokin választ. Kimutattuk, hogy a CD4+CD25+high-

Foxp3+ regulatív T-sejtek százalékos aránya és funk-
cionális aktivitása emelkedik D-vitamin analóg hatá-
sára.

Összefoglalásképpen, adataink szerint NDC-os 
betegekben Th17/Treg egyensúlyzavar áll fenn, 
amelynek szerepe lehet a definitív kötőszöveti beteg-
ségbe való differenciálódásban. A Th17-sejtek, ellen-
tétben az nTreg-sejtekkel szöveti gyulladást és a be-
tegség progresszióját idézhetik elő. 

Eredményeink alapján feltételezhető, hogy a D-vi-
taminhiánynak alapvető szerepe lehet a NDC prog-
ressziójában, a különböző proinflammatorikus folya-
matok előtérbe kerülése által, továbbá a D-vitamin-
pótlás képes javítani az immunhomeostasis zavarát. 
A  D-vitamin-terápia szükséges lehet a D-vitamin-
hiányos NDC-os betegnél és megelőzheti, vagy leg-
alábbis lassíthatja a definitiv autoimmun kötőszöveti 
betegségbe való differenciálódást. A citokintermelő 
T-sejtek további megismerése, a nTreg-sejtek funk-
cionális aktivitásának vizsgálata további előrelépést 
jelenthet a NDC terápiás stratégiájának kialakításá-
ban. Az alfakalcidol, immunmodulatív hatása révén új 
terápiás vonalat képviselhet NDC kórállapot kezelé-
sében. 
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