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A szerzok célja a természetes regulativ T-sejtek
(CD4+CD25highFoxp3+T-sejtek; nTreg) mennyiségi meg-
hatarozasa és funkcionalis vizsgalata volt nemdifferencialt
collagenosishan (NDC) szenvedd betegben, 5 hetes 0,5 pg/
nap D-vitamin analdg (alfacalcidol) kezelés eldtt és azt ko-
vetden. Mindemellett céljuk volt a CD4+Th17+T-sejtek meg-
hatarozasa, valamint a proinflammatorikus citokinek plaz-
maszintjének mérése.

A szerzok huszonot D-vitamin elégtelenségben szenvedd
NDC-os beteg plazmajaban mérték a 25-hidroxi-D-vitamin
25(0H)D3-szintet, HPLC-technikaval. Flow citometriat al-
kalmaztak az nTreg-sejtek és az IL-17 citokint expresszalo
Th17-sejtek meghatarozasahoz. Az interleukin (IL)-12, IFN-y,
IL-17, IL-23, IL-6 és IL-10 plazma citokin koncentraciok ki-
mutatésa ELISA-mddszerrel tortént.

A NDC-os betegek plazma 25(0H)D3-vitaminszintje emel-
kedett D-vitamin analég adasat kovetdoen (23,5+5,6 ng/ml
vs. 34,5+7,4 ng/ml, p=0,059), habar az emelkedés mérté-
ke nem volt szignifikans. Az alfacalcidol terapiat kovetoen
mind a Th1 (IL-12 és IFN-g), mind a Th17 (IL-17, IL-23, IL-6)
citokinek szintje csokkent a NDC-os betegekben, mig a szo-
lubilis IL-10 szintje emelkedett (IFN-y: 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 analdg adasa javitotta a Th17/nTreg egyensiilyzavarat
a NDC-os betegekben azaltal, hogy gatolta a Th17-sejtek
IL-17 citokintermelését és nivelte az nTreg-sejtek szamat.
(Th17/nTreg: 0,8+0,7 vs. 0,23+0,15, p<0,005). A regulativ
nTreg-sejtek funkcidja hasonlé volt az egészséges kontrol-
lokéhoz, ugyanakkor a D-vitamin analdg adasa javitotta a
Treg-sejtek miikodését, az autolog CD4+CD25+-sejtek pro-
liferacidjara kifejtett szuppressziéjat (proliferativ kapacitas
D-vitamin adasa eldtt és utan 0,638+0,1 vs. 0,415x0,15).

A D-vitamin terapia a Th1 és Th17 altal termelt citokinszin-
teket egyarant csokkentette, ugyanakkor eldsegitette a re-
gulativ T-sejtek miikodését, novelte az nTreg-sejtek szamat,
illetve javitja funkcidjukat. NDC-os betegekben a D-vitamin
szupplementacio javithatja a Th17/Treg egyenstilyanak za-
varat, ennél fogva hasznos terapia lehet a betegség kezelé-
sében.

KULCSSZAVAK: D-vitamin, regulatorikus T-sejt, nemdiffe-
rencialt collagenosis

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 ug/day vitamin D analogue (alfacalcidol) supple-
mentation. 25 UCTD patients with vitamin D insufficiency
were enrolled in the study. Plasma levels of 25(0H)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-v, IL-23, IL-17, IL-6 and IL-10 were measured by ELISA.
Plasma 25(0H)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-y) and Th17
related (IL-23, IL-17, IL-6) cytokine levels in UCTD patients,
while the soluble IL-10 level increased (IFN-y: 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+69.3pg/ml,p<0.001;IL-17:37.8+9,6 pg/mlvs.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. 0.415x0.15).

Our data demonstrate thata Th17/Treg functionalimbalance
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

Nemdifferencialt collagenosis (NDC) néven jelolik a
poliszisztémas autoimmun kotészoveti betegségeket
megelézd dinamikus koérdllapotot. Ebben a stadium-
ban a poliszisztémas autoimmun betegségre jellemzé
tlnetek észlelhetdk, a betegek szérumaban autoanti-
testek vannak jelen, ugyanakkor a meglevé eltérések
nem elegenddek ahhoz, hogy valamely definitiv poli-
szisztémas autoimmun betegség diagndzisa felallit-
haté legyen [1, 2, 3]. Irodalmi és sajat megfigyeléseink
szerint a NDC korallapot 30-40%-ban differencialo-
dik barmelyik tipusu definitiv poliszisztémas autoim-
mun betegségbe, igy szisztémas lupus erythemato-
sus (SLE), rheumatoid arthritis (RA), Sjogren-szindro-
ma (SS), kevert kdtészdveti betegség (MCTD), poly-
myositis/dermatomyositis  (PM/DM) és szisztémas
sclerosis (SSc) egyarant kialakulhat [4, 5]. A NDC-os
betegekben jelenlévd sejtmag és a citoplazma kom-
ponensek elleni antitestek, valamint a tébb szervi
érintettség, komplex immunregulacios zavart sejtet e
betegség kialakulasa hatterében. Korabbi munkank-
ban megfigyeltlk a NDC-os betegekben a Th1-sejtek
IFN-y-tUltermelését, valamint a CD4+CD25""Foxp3+
T-cells (természetes regulativ T-sejtek, nTreg) csok-
kent szamat [6]. Ismert, hogy az nTreg-sejteknek fon-
tos szerepUk van az effektor T-sejtek mUikoddésének
kontrollalasaban, a szervezet sajat szdveti karoso-
dasanak megakadalyozasaban, az immuntolerancia
megtartasaban [7].

Az utébbi idében valt ismertté, hogy a Thi- és
Th2-sejtek mellett |1étezik Th17-sejtcsoport, amely
az IL-17 citokintermeléssel kulcsszerepet jatszik a
szbveti gyulladasban és az autoimmun folyamatok-
ban [8, 9, 10]. A naiv CD4+T-sejtek Th17 iranyu dif-
ferencialddasat human vonatkozasban az IL-1, IL-6
és IL-23 citokinek segitik eld [11]. Megdfigyelték, hogy
az IL-17-termeld Th17-sejtek jelenléte Gsszefliggés-
be hozhatd tdbb human autoimmun betegséggel,
igy 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 kozotti
egyensulyi dllapot alapvetd az immun-tolerancia fenn-
tartasaban [16].

A D-vitamin immunmoduldld hatasat az elmult
évek kisérletes és human vizsgalatai bizonyitottak.
Az aktiv D-vitamin gatolja a dendritikus sejtek érését
és differencialddasat antigén prezentald sejtté, csok-
kenti az effektor T-sejtek, a B-sejtek miUkddését, és
befolyasolja az innate immunitast [17]. Mindemellett
a D-vitamin direkt és indirekt Uton hatassal van a naiv
CD4+T-sejtek differencidldodasara, a CD4+ T-limfoci-
tak aktivaciojara, és a D-vitamin hianya alapvetd té-
nyezd lehet az autoimmun betegségek kifejlddésében
[18-21].

Az aktiv D-vitamin [1,25(0H),D,] csOkkenti a pato-
gén effektor CD4+T-limfocitak hatasat a Th1-citokinek
(IFN-y, IL-2, és IFN-y) termelédésének visszaszorita-
sa, valamint az IL-12-figgé Th1-valasz cstkkentése

altal. A 1,25(0OH),D, analogoknak direkt hatasa van a
dendritikus sejtekre, igy kbvetkezményesen gatoljak a
Th1-sejtek funkcidjat. A 1,25(0H),D, emeli a regulat-
iv T-sejtek szamat és javitja funkcidjukat. Az utdbbi
id6ben valt ismertté a 1,25(0H),D, Th17-sejteken ki-
fejtett hatasa, nevezetesen, hogy az aktiv D-vitamin
gatolja a Th17 sejtek citokintermelését és funkcidjat
12, 22].

Autoimmun betegségben szenveddknél végzett
megfigyelések soran, a plazma D-vitamin szintje szig-
nifikansan alacsonyabb volt SLE-os betegekben, I. ti-
pusu cukorbetegekben az egészséges populaciohoz
képest [23-25]. Osszefiiggést taldltak az alacsony
D-vitaminszint valamint az aktivitasi tUnetek kdzott
RA-ben. Korabbi vizsgalatunkban azt taldltuk, 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-vitaminhianyos (<10 ng/ml) [34].
Mindemellett észleltiik, hogy a CD4+CD25+Foxp3+
Treg-sejtek aranya csokkent a NDC-os betegekben
az egészseéges populaciohoz képest [6, 26].

Jelen munkankban vizsgaltuk a NDC-os betegek-
bél szarmazd Th17-sejtek IL-17-termeld képességét,
a természetes Treg-sejtek és Th17-sejtek aranyat,
valamint az nTreg-sejtek funkciondlis aktivitasat. Ke-
restik a vélaszt arra, hogy vajon egy 5 héten at tartd
0,5 pg/nap dozisu D-vitamin analdg, alfacalcidol-ke-
zeléssel tudjuk-e modositani a természetes Treg-sej-
tek szamat és funkcigjat, valamint az IL-17-termelést.
Mindemellett vizsgdltuk, hogy a proinflammatorikus
Th1-citokinek (IL-12, IFN-y), Th17-citokinek (IL-17,
IL-23 és IL-6) és a kulcs regulator szereppel bird IL-10
citokinplazma koncentracidja hogyan valtozik D-vita-
min kezelés hatasara.

Betegek és modszerek

Debreceni Egyetem Orvos- és Egészségtudomanyi Cent-
rum (DEOEQC) Ill. sz. Belgyogyaszati Klinika Klinikai Immu-
nolégia Tanszékén kezelt és gondozott 25 NDC-os beteg
(mindegyike nd) kerdlt a vizsgalatba. A vizsgalatba bevont
betegek egyike sem részesult immunmodulald terapiaban,
kortikoszteroid-kezelésben a vizsgdlati idészakban. A vizs-
galat megkezdésekor, a plazma D-vitaminszint meghataro-
zas soran, minden beteg D-vitamin-elégtelenséget mutatott
(D-vitaminszintek <30 ng/ml). A NDC-t a kdvetkezd, a ko-
rabban leirt kritériumtlnetek alapjan diagnosztizaltuk:

a) definitiv kdtészdveti autoimmun betegségre jellemzd Kli-
nikai tlinetek és jelek jelenléte, ugyanakkor a meglevd
eltérések nem elegendéek ahhoz, hogy valamely defini-
tiv poliszisztémas autoimmun betegség diagndzisa fel-
allithato legyen;

b) a betegség kezdete, illetve id6tartama legalabb egy év;

c) legalabb egy nem szervspecifikus autoantitestet lehetett
kimutatni a betegek szérumaban [1-3].

Minden beteg aldirta a Debreceni Egyetem Etikai Bizott-

saga altal jovahagyott beleegyezé nyilatkozatot. A Klinikai

adatokat, beleértve az életkor, betegség fenndllasi ideje, a

terapiara vonatkozd adatokat a beteg korlapok, kérddivek,

illetve az intézet elektronikus adatbazisa segitségével tekin-
tettlk at.
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Kontrollként 21 egészséges (atlagéletkor 55,3+7,9 év),
autoimmun vagy daganatos betegségben nem szenve-
dé nd mintaibdl végeztiink meghatarozast (egészseégugyi
dolgozok). A betegektdl és a kontrollként hasznalt szemé-
lyektdl, az év azonos periddusaban (juliustél szeptemberig)
gyUijtéttlink szérum-, illetve plazmamintakat. A citokin és
autoantitest meghatarozasra 6sszegyUjtott mintakat a fel-
dolgozésig —70 Ce-on taroltuk.

A D-vitamin-terdpiat a kovetkezdképpen alkalmaztuk:
minden beteg 0,5 g alfacalcidolt kapott naponta, 5 héten at.

Minden NDC-os betegek esetében plazma 25(OH)D3 vita-
min, citokinszint (IL-12, IFN-y, IL-23, IL-17, IL-6, IL-10) megha-
tarozas, valamint a természetes Treg-sejtek szamanak és funk-
cidjanak meghatarozasa tortént. Mindemellett az IL-17-terme-
|6 CD4+T-sejtek szamat és funkcidjat is vizsgaltuk.

A vizsgalatba bevont betegek és kontrollok mindegyi-
kénél ellendriztlk a kalcium homeosztazisaban szerepet
jatsz¢d faktorokat (parathormon, szérum kalcium), ame-
lyek koros eltérést nem mutattak. A NDC-os betegeknél
a vizsgdlat soran csontdenzitometria tértént Lunar-DPX
DEXA-készUlék segitségével (Lunar Radiation Corporation,
Madison, WI, Egyestilt Allamok).

A csontdenzitas (BMD) meghatarozasa az agyéki 2-es
és 4-es csigolyak kozott, illetve a combesontnyakon vég-
zett mérések altal tortént, T-score alkalmazasaval. Osteo-
porosis vagy osteopenia a Vilag Egészséglgyi Szervezet
(World Health Organization-WHO) klasszifikacids kritériumai
alapjan lett kimondva (T-score kisebb mint —1) [27]. A bete-
gek egyike sem szenvedett osteoporosisban, vesebeteg-
ségben, illetbleg a vizsgalatot megeléz&en D-vitamin sze-
dése nem tortént.

D-vitaminszint meghatarozds

A plazma 25-hidroxi-D-vitamin 25(0OH)D3-vitamin megha-
tarozasok a DEOEC Kiinikai Biokémiai és Molekularis Pato-
I6giai Intézetében tdrténtek. A betegek és a kontrollcsoport
25(0OH)D3-vitamin szintjének meghatarozasat nagy haté-
konysagu folyadékkromatografidas (HPLC) modszerrel vé-
geztik. A méréshez Jasco mliszereket és Bio-Rad reagens
kitet hasznaltunk. A mintat (500 ul EDTA-val alvadasgatolt
vérbdl nyert plazma) az elékészités soran megtisztitjuk a fe-
hérjéktdl és a tisztitott fellliszobdl injektalunk 50 wl-t. Az
elvalasztast 90x3,2 mm-es C18-as toltetl reverz fazisu
Bio-Rad oszlopon végeztik. A mobil fazis metanol-viz ke-
verék (Bio-Rad), melyet 1,1 ml/perc sebességgel aramol-
tattunk. Az elvalasztott 25(0OH)D3-vitamin kvantitativ meg-
hatdrozasahoz 265 nm-re bedllitott diddasoros detektort
hasznaltunk. A vizsgdlati eredmények interpretdlasa ng/
ml-ben tortént.

Az irodalmi adatok alapjan D-vitamin elégtelenségnek
tekintettlik a 30 ng/ml-nél kisebb plazma 25(0OH)D3-vitamin
koncentraciot, mig D-vitamin hianyallapotnak az 10 ng/ml
alatti plazma 25(0OH)D3-szintet jeloltuk [28].

A CD4+CD25+T-sejtek izoldldsa

A NDC-os betegek és a kontroll személyek periférias
mononuklearis sejtjeit, heparinizalt telies vérbdl kuldnitet-
tlk el Ficoll/Hystopaque sUrliség-gradiens centrifuga se-
gitségével (Sigma Aldrich Corp, St. Louis, MO, Egyesult
Allamok). Az elkilénitett polimorfonukléris sejtekbdl a
CD4+CD25+T-sejteket  Miltényi  kittel izolaltuk (Miltenyi
Biotech, Bergisch Gladbach, Germany) a gyari leiras sze-
rint. A nem-CD4+T-sejteket indirekt magneses, biotin anti-
test koktélt és anti-biotin microbead-et tartalmazo jelléssel
tavolitottuk el. A magneses szeparacié soran LD oszlopo-

kat hasznaltunk. A CD25+-sejteket pozitiv szelekcids elja-
rassal tisztitottuk meg az un. ,pre-enriched” CD4+T-sejtes
frakciotdl. Ennek soran a CD4+-T-sejteket direkt jel6ltlk
anti-CD25 microbead-ekkel majd a CD4+CD25+T-sejteket
leoldottuk az MS oszloprdl.

Szuppresszios assay

A méagnesesen izolalt 1x10° CD4+CD25+ és CD4+CD25-
T-sejteket, Onmagukban és egyltt tenyésztettik 72
oran keresztul, 200 ul cRPMI 1640 és 96-os ,U bottom”
plate-ken. A kevert limfocitakultiraban a CD4+CD25+ és
a CD4+CD25-sejtek 1:1 aranyat alkalmaztuk. A poliklonalis
stimulacié soran a sejteket, anti-CD3/CD28 T-sejt expan-
dalé mikrobead-ekkel stimulaltuk (Dynal Biotech, Invitrogen
Corporation, Carlsbad, CA, Egyesilt Allamok) 1 bead/
sejt koncentracidban. A proliferacidhoz tetrazolium-ala-
pu assay-t (EZ4U Proliferation Kit, Biomedica Inc) hasz-
naltunk. A kultdrahoz a szubsztratot 2,5 éra mulva adtuk
hozza, végll az OD-értékek leolvasasa 450 nm-n, ELISA
olvasdval tortént. A kevert limfocitareakcid OD-értékeit a
CD4+CD25+T-sejtek kulturajanak OD-értékeivel korrigaltuk
(OD, 50 =OD OD,, ;~OD,5.). A szuppresszios aktivitast,
a kevert limfocitareakcié és CD4+CD25+T-sejtkulturak OD-
értékeinek hanyadosaként hataroztuk meg (proliferativ in-
dex= 0D, ,./OD

CD25- MLRcorr) :

A CD4+CD25"s"Foxp3+T-sejtek meghatarozasa Flow
Citométerrel

A Foxp3-festést a gyari eléirasnak megfeleléen végeztik
(eBioscience, San Diego, CA, Egyestilt Allamok). A polimor-
fonuklaris sejteket Ficoll/Hystopaque gradiens centrifugaval
szeparaltuk, majd 100 ul preperalt sejtet adtunk minden
csBbe (1x10° cell/ml). A sejtek CD4 és CD25 monoklonalis
antitesttel torténd sejtfelszini festése utan, a sejteket hideg
Flow-citométer pufferben mostuk (eBioscience). A frissen
preparalt 1 ml fixacids/permeabilizacids munka oldatot adtuk
hozza mindegyik mintéahoz. A sejteket 4 °C-on 30-60 percig
inkubaltuk sététben, majd 2 ml 1X permeabilizald pufferol-
datot (eBioscience) adtunk hozza, és 2%-os (2 ul) normal
patkanyszérummal blokkoltuk a reakciot 1X permeabiliza-
cids pufferben, 4 °C-on 15 percig. A blokkolast kdvetéen 20
ul antihuman Foxp3-PE-antitestet adtunk a sejtekhez, majd
4 °C-on legaldbb 30 percig inkubaltuk azokat sotétben.
Végul a sejteket 2 ml 1X permeabilizacios pufferrel mos-
tuk és Flow-citométer festépufferben szuszpendaltuk Ujra
(eBioscience). A limfocitakat nagysaguk és granulaltsaguk
alapjan kulonitettik el. 10000 kapuzott eseményt (limfoci-
takat) gydijtottink 6ssze minden minta esetén FACSCalibur
eszkbzzel (Becton Dickinson, Heidelberg, Németorszag).
Az adatok analizise soran CellQuest szoftvert hasznaltunk
(Becton Dickinson). Foxp3-pozitivitast mutatd CD4+CD25Mn
szuppresszor T-sejtek meghatarozasa a Foxp3-festédés
alapjan tortént. A Foxp3 atlagos fluoreszcencia intenzitas
szignifikansan magasabb volt a CD4+CD25"" szuppresszor
T-sejtek esetén a CD4+*CD25°" vagy CD4+CD25 sejtekhez
képest (p<0,01). A kdvetkezd reagenseket hasznaltuk: Ficoll
és CD4-FITC monoklondlis antitest (Sigma Aldrich Corp, St.
Louis, MO, Egyestilt Allamok), CD25-PC5 (Immunotech,
Marseilles, Franciaorszag), Foxp3-PE és intracellularis festd
kit (eBioscience).

Az intracitoplazmatikus citokinek meghatarozadsa flow ci-
tométerrel

1 ml heparinizalt vért higitottunk kétszeres RPMI 1640-ban
(GIBRO-BRL, Invitrogen Corporation, Carlsbad, CA, Egye-
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1. abra. Plazma 25(0H)D3 vitaminszintek NDC-os betegekben alfacalcidol kezelés el6tt és utan

stlt Allamok). A sejteket 25 ng/ml phorbol 12-myristate
13-acetate (PMA) (Sigma) 1 ng/ml ionomycin (Sigma) hasz-
nalataval stimulaltuk 4 éran kereszttil 10 mg/ml brefeldin-A
(BFA) (Sigma) jelenlétében. Az inkubacié 37 °C-on 5%-0s
CO, kézegben tortént. A stimuldlatlan, BFA-t tartalma-
z6 sejteket hasznaltuk kontrollként. A sejtek stimulaciojat
kovetben a sejtfelszini festéshez anti-human CD4-PC5-t
vagy CD8-PC5 antitestet (Immunotech) hasznaltunk, 30
percen at, szobahémérsékleten. A mintakat mostuk, majd
fixaltuk és permeabilizaltuk, IntraPrep™ permeabilizald rea-
genst hasznalva a permeabilizalashoz a gyari eléiras sze-
rint (Beckmann Coulter, Egyesiilt Alamok). Ezt kdvetSen a
mintakat 30 percen keresztll inkubaltuk, sététben, intraci-
toplazmatikus antitestre specifikus monoklonalis antesttel,
anti-human IL-17-PE-vel (R&D Systems Inc., Minneapo-
lis, MN, Egyestilt Allamok), vagy annak megfelel§ izotipus
kontrolokkal (anti-mouse IgG1-FITC vagy 1gG1-PE isotipus
antitestek). A sejteket 1% paraformaldehiddel fixaltuk, majd
6 oran belll analizéltuk Coulter FC500 flow citométerrel
(Beckmann Coulter, Egyestilt Allamok). Legaldbb tizezer
CD4+- vagy CD8+-sejtet szamoltunk (csak CD4+-sejteket
a IL-17 esetén) és az eredményeket CXP analizis szoftver-
rel értékeltik (Beckmann Coulter, Fullerton, CA, Egyesuit
Allamok).

A szérum IFN-y, IL-12, IL-6, IL-17 IL-23 és IL-10 meg-
hatarozasa ELISA-mddszerrel

A szérum citokin-szinteket enzym-linked immunosorbent
assay- (ELISA) mddszerrel hataroztuk meg a gyari el6iras-
nak megfeleléen (IL-23 ELISA-kitek a Bender MedSystems-
tél, Burlingame, CA, Egyestilt Allamok; IL-10, IL-17, IL-6,
IFN-y és IL-12 (p40) ELISA-kitek mindegyike a R&D Sys-
temtél, Minneapolis, MN, Egyestilt Allamok). A minimalian
detektalhatd koncentracié 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-y esetében. Az intra-assay és inter-as-

say coefficiens <56% és <10% volt minden esetben. Minden
minta esetén dupla mérés tortént.

Statisztikai analizis

A statisztikai analizishez az SPSS szoftver 15.0 verzidjat
hasznaltuk. Az adatokat atlagérték+standard deviacio for-
majaban adtuk meg. A normalitas testek utan az adatokat
Student-féle t-teszttel vagy Mann-Whitney U-teszttel ha-
sonlitottuk 6ssze, a korrelacid vizsgalatokhoz a Spearman’s
rank korrelaciot hasznaltuk. A relative rizikdt és a 95%-o0s
konfidencia intervallumot logisztikus regressziot alkalmazva
kalkulaltuk. A p-értékek meghatéarozasanal a 0,05-nél kisebb
értékek esetén beszéltlink statisztikai szignifikanciardl.

Eredmények

A vizsgalt NDC-os betegek demogréfiai jellemzdi

A NDC diagndzisakor, a betegek életkora atlagosan
41,05+£10,9 (range: 16-62) év, a vizsgalat megkezdeé-
sekor a betegség tuneteinek fenndllasi ideje 2,9+1,3
év volt. Minden vizsgalt beteglnk né volt.

Plazma D-vitaminszintek oralis D-vitaminkezelés eldtt
és utan NDC-os betegekben

A NDC-os betegekben mért plazma-25(0OH)D3-vita-
min szint szignifikansan 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) (7. abra). Az
5 hetes ordlis, napi 0,5 ug alfacalcidol-terapia emel-
te a plazma-25(0OH)D3-vitaminszintet, habar a terapia
el6étt és utan mért értékek kdzott nem volt szignifikans
kuldnbség (D-vitaminszintek: 29,7+11,7 ng/ml vs.
34,5+7,4 ng/ml, p=0,059). Mindazonaltal a D-vita-
min analdg, alfacalcidollal vald kezelés elStt, minden
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Citokinek Afacalcidol Alfacalcidol | Szignifikancia
kezelés el6tt kezelés utan
(n=25) (n=25)
IFN-y (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. tablazat. A szérum IFN-g, IL-12, IL-17, IL-23, IL-6
és IL-10 citokinszintek az alfacalcidol kezelés el6tt
és utan NDC-os betegekben

vizsgalt NDC-os beteg D-vitamin elégtelenséget (<30
ng/ml) jelz6 D-vitaminszintet mutatott, mig a kezelést
kovetéen mar csak 7 betegnek (28%) volt D-vitamin-
elégtelensége.

Szérum citokinkoncentraciok a NDC-os betegek-
ben, a D-vitaminterdpia el6tt és azt kbvetéen

A NDC-os betegek kiindulasi proinflammatorikus ci-
tokin (INF-y, IL-12, IL-17, IL-23 és IL-6) szintjei szig-
nifikdansan alacsonyabbak voltak, mint a D-vitamin-
kezelés utan mért szérum citokin koncentraciok, mig
az IL-10 citokin szint emelkedett a terapiat kdvetben
(I. tablazat). A vizsgalt NDC-os betegekben, az al-
facalcidol terapiat megelézéen mért 25(0OH)D3-vi-
taminszintek forditott korrelaciét mutattak a szérum
IL-23 és IL-6 citokin szintekkel (IL-23: 0,713, IL-6:
-0,751).

CD4+IL-17 expresszald Th17-sejtek és
CD4+CD25"9"Foxp3+T-sejtek vizsgalata a NDC-os
betegek szérumaban

A Th17 (CD4+IL-17+) sejtek szazalékos és abszolut
értéke jelentésen magasabb volt a vizsgalt NDC-os
betegekben a D-vitamin analéggal valé kezelést meg-
eléz8en, Osszehasonlitva a kezelés utan mért érte-
kekkel (/I. tablazat).

Mindemellett, a természetes Treg- (CD4+CD25+"9™
Foxp3+) sejtek szazalékos és abszolut értéke szigni-
fikansan emelkedett a D-vitaminkezelés utan (a tabla-
zatban csak az abszolut értékeket tintettlk fel).

Th17/nTreg-egyensuly, NDC-os betegekben az
alfacalcidol-kezelés eldtt és utan

ANDC-os betegek Th17/Treg-sejtieinek a relativ és az
abszolut aranya egyarant cstkkent a D-vitamintera-
piat kdvetéen (2. abra) (CD4+Th17+/CD4+CD25+"a"
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04 1
0,3

x
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p
o
N

0,1
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2, dbra. A CD4+CD25+high Foxp3 T-sejtek szupp-
resszios aktivitasa 5 NDC-os betegben

Foxp3 szazalékban: 0,8+0,7 vs. 0,23+0,15,
p<0,005; abszolut szamban: 0,0018+0,0013 G/I vs.
0,0005+0,0034 G/I, p<0,0001).

A Treg-sejtek funkcionadlis aktivitasa az alfacalcidol
terdpiat kbvetéen

A CD4+CD25+"" T-sejtek autoldg CD4+CD25-T-sej-
tek proliferaciojara kifejtett gatld hatasat anti-CD3
és anti-CD28-cal torténd stimulacio  segitségeé-
vel vizsgdltuk. A CD4+CD25+"" T-sejtek, autoldg
CD4+CD25-T-sejteken vald szuppresszids képessége
hasonld volt az egészséges kontrollok szuppresszids
aktivitasahoz (0,638+0,1 vs. 0,64+0,1 p=NS). Mind-
azonaltal, az nTreg-sejtek szuppressziv hatasa foko-
z6dott az alfacalcidol terapiat kévetéen (Proliferacios
index: 0,638+0,1 vs. 0,415+0,15) (2. abra). A vizs-
galt 5 NDC-os betegbdl 4 esetében CD4+CD25+"9"
T-sejtek, autolég CD4+CD25-sejtek proliferaciojara
kifejtett gatld hatasa javult, mig egy beteg esetén a
CD4+CD25+Ne" T-sejtek szuppressszios aktivitasa
nem valtozott az alfacalcidol terapiat kdvetéen.

Osszefoglalas

Az epidemioldgiai és a kisérletes adatok szerint a
D-vitamin egyike azoknak a kdrnyezeti faktoroknak,
melynek hidnya alapvetd tényezd a kiulénb6z4 auto-
immun betegségek kifejlddésében, beleértve a SM-t,
l. tipusu cukorbetegséget, gyulladasos bélbetegsé-
geket (IBD), RA-t és az SLE-t [29, 34]. Osszefliggést
taldltak az I-es tipusu diabetes mellitus, SM, RA, SLE,

Alfacalcidol kezelés el6tt | Alfacalcidol kezelés utén | Szignifikancia
(n=25) (n=25)
CD4+IL-17+ (G/L) 27,6+9,9 20,3+5,07 0,004
CD4+CD25"" Foxp3 (G/L) 0,02+0,01 0,041+0,023 0,0001
ACD4+CD17+T-sejtek / CD4+CD25+""Foxp3+T-sejt arany (G/L) 0,0018+0,0013 0,0005+0,0034 0,0001

G/L= giga/liter

Il. tablazat CD4+IL-17 expresszal6é Th17 sejtek és CD4+CD25highFoxp3+T-sejtek a NDC-os betegek
szérumaban.
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valamint az IBD esetén a D-vitamin-hianyos allapot
és e betegségek prevalencigja kozott. Egy hosszu
tavd, prospektiv vizsgalat eredménye szerint, ala-
csony plazma 25(0OH)D3-vitaminszint esetén fokozott
a SM kialakulasanak esélye, ami felveti, hogy a D-vi-
taminterapia hatékony lehet az autoimmun betegsé-
gek megelézésében [30]. Csecsemd&knél alkalmazott
D-vitamin pdtlas szignifikdnsan csOkkentette az |.
tipusu diabetes megjelenését egy 30 évvel késdbbi
felmérésben [23]. Mas szerz&k azt talaltak, hogy D-vi-
tamin bevitellel csokkenteni lehet a RA kialakuldsat
[31-33].

A NDC korallapot az autoimmun betegségek egy
specidlis fazisa, mivel a betegek 30-40%-a differen-
cialédik valamely definitiv két8szoveti betegségbe.
Kevés adattal rendelkezink, arrdl, hogy melyek azok
a prediktiv faktorok, amelyeknek szerepe lehet a be-
tegség progresszidjaban. Jelenleg intenziv kutatasok
targya azoknak a provokald faktoroknak a keresése,
amelyek elésegitik a NDC korallapot definitiv autoim-
mun korképe differencidlodasat, és annak vizsgélata,
hogy ezek a faktorok hogyan képesek befolyasolni az
immunrendszert.

Korabbi munkankban bemutattuk, hogy a NDC-os
betegekben a 25(0OH)D3-vitaminszintje szignifikansan
alacsonyabb az egészséges populaciohoz képest.
D-vitaminelégtelenséget (<30 ng/ml alatti D-vitamin-
szint) a betegek 41%-aban (67/161 beteg) mértink
a nyari periodusban, amely tovabb névekedett a téli
honapokban [26]. Azok a NDC-os betegek, akiknél
a kovetési id§ alatt definitiv kotészoveti betegség
alakult ki mindegyike D-vitaminhidanyban szenvedett
(14,7+6,45 ng/ml vs. 33+13,4 ng/ml p=0,001).

Felmerll a kérdés, hogy vajon a karosodott im-
munregulécios folyamatok javithatdak-e D-vitamin
potlassal NDC-os betegekben.

Ebben a vizsgalatban els6ként igazoltuk, hogy a
D-vitamin analdg alfacalcidol emeli a D-vitaminszintet
NDC-os betegekben és a Th1-, valamint Th17-me-
didlt immunfolyamatok javulnak. Tanulmanyunkban
NDC-o0s betegeket kezeltik D-vitaminanaldg alfacal-
cidollal. Plazma 25(0OH)D3-szint mérésekor D-vita-
minelégtelenséget mutatd NDC-os betegeknél D-vi-
taminanaldg alfacalcidol, 5 héten keresztuli, napi 0,5
ug-ban vald terapias alkalmazasat kdvetden, a plaz-
ma 25(0OH)D3-vitamin szintje emelkedett a betegek
szérumaban. Habar a plazma D-vitaminszint emel-
kedése nem volt szignifikans mérvl, az 5 hetes alfa-
calcidol-kezelést kdvetéen a betegeknek minddssze
28%-a (7 beteg) szenvedett még mindig D-vitamin
elégtelenségben. Mindez arra utal, hogy a folyamatos
D-vitaminterapia szUkséges lehet D-vitaminhianyos
NDC-os betegnél.

Széamos tanulmany szerint, a nTreg-sejtek szam-
beli vagy funkcidbeli karosodasa fontos szereppel bir
ahuman autoimmun betegségek, beleértve a collagen
indukalta arthritis, SM, RA és I. tipusu cukorbetegség
patogenezisében, valamint a Treg-sejtek védéhatas-
sal birtak kilénb6z4, atherosclerosist modellezé ege-

rekben [35-38, 39]. SM-ben [37], I. tipusu cukorbe-
tegségben [40], aktiv RA-ben [41], psoriasisban [42]
és myasthenia gravisban [43] szenvedd betegeknél
szignifikansan alacsonyabb a CD4+CD25+Treg-sej-
tek szupportiv funkcidja, dsszehasonlitva az egész-
ségesekével. Korabbi munkankban azt talaltuk, hogy
a Foxp3+ Treg-sejtek szama szignifikansan csokkent
az MCTD-s betegekben is, amely tovabbi csdkkenést
mutatott a betegség aktiv stadiumaban [44].

Korabbi eredményeinkhez hasonldan, jelen vizsga-
latunkban is csdkkentnek talaltuk az nTreg-sejtek sza-
zalékat, illetbleg abszolut szamat a NDC-os betegek
periférias vérében, amely az immunvalasz szabalyo-
zasanak karosodasat, az autoimmun reakciok szupp-
resszidjanak csdkkenését sugallja. Ugy tlinik, hogy az
nTreg-sejteknek fontos szereplk van definitiv k6t6-
szOveti betegségbe differencidlddas tekintetében [6].

A funkcionalis vizsgalatok soran azt talaltunk, hogy
a NDC-os betegekbdl szarmazd Treg-sejtek gatolni
tudjak a CD4+CD25- autoldg-T-sejtek proliferacidjat,
és funkciondlis aktivitasuk hasonld az egészséges
kontrollokéhoz. Ugyanakkor az alfacalcidol terapia
novelni képes ugyanezen nTreg-sejtek szuppresszids
aktivitasat NDC-os betegekben.

A Kklasszikus autoimmun kdorképnek szamitod
SLE-ban, az nTreg-sejtek karosodott aktivitasat fi-
gyelték meg, kllénbsen a betegség aktiv stadiuma-
ban, valamint csdkkent Foxp3+ Treg-sejt szamot
észleltek SLE-0s gyermekben a betegség aktiv fazi-
saban [45, 46, 47, 48]. Valencia és mtsai adatai alap-
jan az SLE-os betegekbdl szarmazd CD4+CD25M"
Treg-sejtek autoldg CD4+CD25+ Treg-sejtek proli-
feracidjat gatld aktivitasa csokkent az egészséges
kontrollokéhoz képest [49]. Az aktiv SLE-0s betegek
CD4+CD25"" Treg-sejtjeinek szuppresszor funkcio-
ja in vitro aktivaciojuk soran helyredllithatd volt, amely
arra utal, hogy a CD4+CD25"" Treg-sejtek funkcio-
nalis kdrosodasa reverzibilis és a funkcionalis karoso-
dast inkabb a Treg-sejtek homeosztazisaban fellépd
zavara okozhatja, és kevésbeé intrinzik hiba.

Munkank az elsd Kklinikai vizsgalat, amelyben
IL-17-t expresszald CD4+ T limfocita meghatarozas
tértént NDC-os betegek szérumaban. A NDC-os be-
tegek szérumaban szignifikdnsan magasabb arany-
ban tudtunk kimutatni IL-17 termelé CD4+ T limfoci-
takat, az egészséges kontrollokéhoz képest.

A Th1 és Th2 sejtektdl jol elklldnithets, Th17 sejt-
csoportot az IL-17 fokozott termelése jellemzi Ugy tu-
nik, ezeknek a sejteknek fontos szerepUk van az au-
toimmun patomechanizmusu szdévetkarosodas eld-
idézesében, illetve kisérletes adatok szerint az IL-23/
IL-17 Utvonal szereppel birhat az autoimmun beteg-
ségek kivaltasaban és fenntartasaban.

Ismert, hogy az IL-17, mint potens gyulladasos
citokin fokozza a dendritikus sejtek érését. A szérum
IL-17 szint emelkedett kulénbdzd gyulladasos élla-
potokban, pl. psoriasisban és RA-ben [50]. A SSc
korai fazisaban lényegesen magasabb volt az IL-17
szint mint a betegség késdbbi stadiumaban [51].
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SLE-0s betegek vizsgdlatakor nem taldltak egyér-
telmU 6sszefliggést a szérum IL-17 vizsgélatakor.
Tobb felmérésben az SLE-os betegekben normal
IL-17 normal szintet irtak le, mig mas tanulmanyok
emelkedettnek taldltak az IL-17 citokinszinteket a
betegség aktivitasaval 6sszefliggésben [52]. D-vita-
min analdgokkal valo kezelés gatolta az IL-17-ter-
meld T-sejteket [53].

Vizsgalatunk szerint a D-vitamin analdg alfacalci-
dol-terapia javitani tudja a NDC-os betegek regulativ
mukodési zavarat. Az alfacalcidol-kezelést kovetSen
csOkkent az IL-17-expresszid, valamint a szérum
IL-17 szint a vizsgdlt NDC-os betegekben.

A NDC-os betegekben az nTreg-sejtek relativ ara-
nya és abszolut szama egyarant csdkkent az egész-
séges kontrollokéhoz képest, mig az IL-17-termeld
CD4+ T-sejtek relativ és abszolut szama nétt. Az alfa-
calcidol-kezelés utan a CD4+IL-17+/ CD4+CD25+"d
Foxp3+ T-sejtarany modosult, az nTreg-sejtek szama
nétt, a CD4+IL-17+ T-sejtek szazalékos arany illet-
ve az abszolut szam csokkent, igy a CD4+IL17+/
CD4+CD25+"e"Foxp3+T-sejtarany emelkedett. Mind-
emellett, a D-vitaminpétlds javitotta a CD4+CD25+"9"
T-sejtek szuppresszids képességét is. Eredményeink
egyértelmlen arra utalnak, hogy a D-vitaminpdtlas
jotékony hatassal van a NDC-os betegek immunho-
meosztazisanak helyreallitasaban.

Tobb citokin, mint az IL-23 és IL-6 segiti eld a
Th17 iranyu differencialddast. Az IL-23-citokin kulcs-
fontossagu a patogeén, IL-17- és IL-22-termeld CD4+
T-sejtpopuldcié  expanzidjdban. Allatmodellben, az
IL-23 dependens IL-17-termelé CD4+ effektor T-sej-
tek (Th17) bejutnak a target szervekbe, és eldsegitik a
szerv specifikus autoimmun gyulladasos folyamat ki-
alakulasat [54-55]. A human IL-23 fontos indukalé ha-
tassal van a naiv CD4+ T-sejtek, human Th17-irdnyu
sejt differencidlddasaban [56]. Az IL-23 p19 emelke-
dett szintjét figyelték meg kilénb6zE human autoim-
mun koérképekben, mint példaul SM-ben, SLE-ban,
valamint Bechet-kdrban [57, 58].

Az IL-6 citokinnek szintén esszencidlis jelentdsé-
ge van a Th17 sejtvonal indukcidjaban. Az IL-6 egy
pleiotrop citokin, melynek kilénbdzé gyulladasos fo-
lyamatokban fontos. Tébb, az utébbi idében végzett
vizsgdlatban azt talaltéak, hogy az IL-6 targetje RORy,
és az IL-6 hatasara a TGF-p szignal utvonalon ke-
resztll Th17-sejtek alakulnak ki. A T-sejt receptor je-
lenlétében, a naiv CD4+ T-sejtek IL-6 és TGF-f cito-
kinekkel t6rténd stimulacidja szinergista modon hat a
sejteken torténd RORYy expresszidjara. In vivo patkany
modell szerint IL-6 gp130-STAT-szignal Utvonal fontos
szerepet jatszik a Th17 sejtek megjelenésében [59].

Munkankban elséként lattuk, hogy a proinflamma-
torikus IL-12, IFN-y citokinek és a Th17-hez asszo-
cidlhat¢ citokinek, mint az IL-17, IL-23 és IL-6 szignifi-
kansan emelkedett NDC-os betegekben. A D-vitamin
analdg alfacalcidol, ugy tlnik, elsédlegesen gatolja a
naiv CD4+ T-sejtek Th1- és Th17-iranyu differencia-
lodasat.

Vizsgédlatunkban azt taldltuk, hogy a D-vitamin
analdg alfacalcidol-terapia csdkkenti a IL-17 citokinp-
rodukciot, mérsékli a proinflammatorikus citokinek,
mint az IL-6, IL-17 és IL-23 citokinek szintjeit, illetdleg
csdkkenti a Th1 tipusl immunvalaszra jellemz§ citoki-
nek (IFN-y és IL-12) plazmakoncentracidjat. Eredmé-
nyeink szerint, az alfacalcidol egyarant gatolja Th1- és
Th17-sejteket, mikdzben elésegiti az IL-10 regulativ
citokin vélaszt. Kimutattuk, hogy a CD4+CD25+"d
Foxp3+ regulativ T-sejtek szazalékos aranya és funk-
ciondlis aktivitdsa emelkedik D-vitamin analdg hata-
sara.

Osszefoglaldsképpen, adataink szerint NDC-os
betegekben Th17/Treg egyensulyzavar all fenn,
amelynek szerepe lehet a definitiv kdtdszdveti beteg-
ségbe valo differencidlédasban. A Th17-sejtek, ellen-
tétben az nTreg-sejtekkel szoveti gyulladast és a be-
tegség progresszidjat idézhetik eld.

Eredményeink alapjan feltételezhetd, hogy a D-vi-
taminhianynak alapvetd szerepe lehet a NDC prog-
resszidjaban, a kilonb6zd proinflammatorikus folya-
matok elétérbe kerllése altal, tovabba a D-vitamin-
potlas képes javitani az immunhomeostasis zavarat.
A D-vitamin-terapia szikséges lehet a D-vitamin-
hianyos NDC-os betegnél és megeldzheti, vagy leg-
aldbbis lassithatja a definitiv autoimmun kotészdveti
betegségbe vald differencidlddast. A citokintermeld
T-sejtek tovabbi megismerése, a nTreg-sejtek funk-
ciondlis aktivitdsanak vizsgalata tovabbi elérelépést
jelenthet a NDC terapias stratégigjanak kialakitasa-
ban. Az alfakalcidol, immunmodulativ hatasa révén uj
terapias vonalat képviselhet NDC korallapot kezelé-
sében.
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