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1. BEVEZETES

Az elmult évtizedek egyik leggyorsabban &€ tudomanyterilete az
immunologia volt, melynek hatasara ugrasseer Wviltek ismereteink az
immunrendszert alkot6 elemeékrés azok rkodésébl. Azonban minél mélyebbre
asunk a szervezetiink védekezési mechanizmusaizagalata soran, és minél tébb
részletre derul feny az immunkompetens sejtékddésével kapcsolatban, annal tdbb
kérdés merdl fel, melyek tovabbi kutatasokat tekzazéikségessé.

A Debreceni Egyetem Orvos- és Egészségtudomanyitr@e Ill. sz.
Belgyogyaszati Klinikdja hazank egyik legnagyobb mumolégiai centruma, és
évtizedek Ota végzi a szisztémas autoimmun betbgsegzenvetk mind klinikai,
mind kutatasi szempontbol kiemelkedigényesséfy gondozasat. Zeher Margit
professzorfi, orvosszakmai igazgaté iranyitasa alatt eurépazorylatban is
egyedulalléan nagyszamu, tébb mint 1100 Sjogremdsamas beteg rendszeres ellatasa
és nyomon kovetése zajlik klinikankon, mely idedkhetséget teremt a betegség
klinikai és laboratoriumi vizsgalata szamara. A ulamanyom fokuszaban szerépl
masik autoimmun betegségben, a szisztémas sclemosisszenvall betegek
gondozasaban is uttdiszerepet jatszik klinikank, ugyanis Zeher Margibfpsszort
vezetésével 2009-ben megszerveztik a betegek extmailis fotoferezissel valo

Az autoimmun jelenségek kutatasdba 2005-ben, még Iléves
orvostanhallgatéként kapcsolodtam be tudoméanyokkdié palyamunkam soran. Az
immunoldgiai folyamatok tanulmanyozasa nyujtottapasztalatok és élmények
alapveben megejsitettek tudomanyos érdéklésemet, igy végzésem utan 2008-t0l
tovabbi vizsgéalataimat, mint nappali tagozatos PhBllgaté folytattam. Jelen
dolgozatomban az immunregulaciés zavarok autoimtasinan betoltott szerepének

tanulmanyozasa soran nyert kutatasi eredményeisseegzem.



2. IRODALMI ATTEKINTES

2.1. Immunoldgiai tolerancia és autoimmunitas

A szervezet immunhomeosztazisanak alapfeltételgy haz immunrendszer
képes legyen kildnbséget tenni a szervezetet félépjat és a nem-sajat struktlrak
kozott, és azokra eli@maddon reagaljon. A kdrnyezeéibbejutd idegen anyagokkal,
illetve a szervezetben folyamatosan Kigfdzmegvaltozott sajat struktarakkal szembeni
immunvalasz a korokozok elleni védelmet és a gertlanddésaganak mézését
szolgalja, mig a sajat struktarakkal szembeni &ieia biztositja, hogy mindekdzben a
szervezetet feléditelemek ne, vagy a lefieiegkevesbé karosodjanak.

A sajat antigénstrukturak védelmeének biztositasa@zaimmunrendszer tobbféle
szabalyoz6 mechanizmusa vesz részt. A centrasaintia kifejpdése a csontvében,
illetve a thymusban megy végbe, mikor a sejtéréailgiddiuméban a sajat antigéneket
felisme receptorokkal rendelkéz sejtek elpusztulnak (klonalis delécid) vagy
erzeketlenné valnak az adott stimulusra (klonahergia). Mindemellett azonban
szamotte¥ mennyiségben jelennek meg autoreaktiv sejtek iEépén, melyek szovet-
és szervkarositdé hatasa normalis korilmények kawitt fejeddik ki, koszonheten a
periférias tolerancia (anergia, delécid) jelenségéfil]. Abban az esetben, ha a
szervezet sajat antigénjeivel szemben immunvaléezIgtre, autoimmun betegség
alakulhat ki. A patolégias autoimmunitas soran kadhat egy-egy szerv, vagy szovet,
mely szervspecifikus autoimmun betegség létrejeéitéezethet, azonban, ha az
immunvalasz tobb szdvet-, és szervféleségben jélgh sejt, illetve sejtalkotd ellen
irdnyul, szisztémas autoimmun betegség alakulhatAkitoimmun folyamatok az
egészséges immunrendszeikidése soran is végbemennek, azonban nem vezetnek a
szervezet rikddését veszélyeztetszovetkarosodashoz, kdszordieset a perifériara
kikeril6 autoreaktiv sejtek és a ukbdésiket szabalyoz6 humoralis és sejtes
mechanizmusok finom egyensulyanak [2].

Munkam el$ részében az immunhomeosztazis megbomlasaban ezgtgz6
patolégids immunreaktivitas, illetve elégtelen dagirikus sejtnikddés szerepét
tanulmanyoztam primer Sjogren-szindromaban (pSSgiztémas sclerosisban (SSc),

kilonos tekintettel a klinikai tinetekkel valé osimygésekre. Kutatasaim masodik



részében a fotoferezis kezelések immunmodulaléshit&s klinikai hatékonysagat

vizsgéltam szisztémas sclerosisban szefbetegekben.

2.2. Sjogren-szindroma

A Sjogren-szindrbma a masodik leggyakoribb szisagmautoimmun
megbetegedés a rheumatoid arthritist (RA) kdset az difordulasi gyakorisaga
elérheti a 3-4 %-ot [3]. A kérfolyamat ésorban az exokrin elvalasztasu mirigyeket
érinti, a szovetek lymphocytas infiltracioja és ionmedialt karosodasa kovetkeztében
a csokkent koénny- és nydlelvalasztas keratoconpitist siccdhoz és stomatitis
siccahoz vezet. A betegségnek két tipusat kuloeltjkt meg, a primer és szekunder
Sjogren-szindromét. A primer formdban a betegségndyllaris és esetleg
extraglandularis tlinetei vannak jelen, mig a szdkuriormaban a klasszikus sicca-
tinetek egy masik szisztémas autoimmun korképhemi peldaul RA-hoz, vagy
szisztémas lupus erythematosushoz (SLE) tarsujMalfesk ki [4]. A betegség barmely
életkorban jelentkezhet, azonban leginkabb a 46vaKbzotti ok korében alakul ki. Az
egyéb szisztémas autoimmun megbetegedésekhez desattlis jellem# az ebteljes
néi dominancia, az érintettok és férfiak aranya 9:1, hazankban a tapasztakdtgjan

a betegség 1,2 %-os gyakorisaggal fordéil[®).

2.2.1. A Sjogren-szindroma klinikuma

A korkép altaldban lassan fégflik ki, az egyes tunetek évekkel kodvethetik
egymast. Az autoimmun exokrin mirigykdrosodas és kévetkezményes
funkciocsokkenés az un. glandularis tinetek kidkddhoz vezet. A betegek
leggyakoribb panaszai a szemszarazsaghoz KkKéthetlegentest-érzés, viszketés,
fajdalom és fényerzékenyséeg képeében jelenhetnek Ag@mnaszok hatterében az all,
hogy az elégtelen konnyfilmkéfdés kovetkeztében a szemhéj szemfelszinen &brtén
elmozdulasakor fokozott sudrlodas keletkezik, todAbh szemhéj letapadhat a
conjunctivélis és cornedlis felszinre, s igy moag&sran vongélja az epithelialis

sejteket. A Kkeratoconjunctivitis sicca sddwményeként jelentkezhetnek bakterialis



infekciok, illetve ebrehaladott esetekben szaruhartyafekélit, silyosabb esetben
perforacid is kialakulhat [6] (1. Abra).

1. Abra. Rose bengal teszt: az anilinfesték megfesti adaitott epithelsejteket
(Prof. Dr. Zeher Margit anyagabdl)

A csokkent nyaltermelés szajszarazsaghoz (stomaitica) vezet, az izérzés
zavarat, nyalkahartya fajdalmakat és a szarazkételeezitett lenyelését okozva. A nyal
antimikrobialis funkciéjanak kiesése &ltal gombésriskések, fogszuvasodas és
kilonféle fogagybetegségek jelentkezhetnek [7]. étefség specidlis tlineteként
eléfordulhat kétoldali, aszimmetrikus jellégiyalmirigyduzzanat, mely leggyakrabban
a parotist érinti. Tobbségében ez az elvaltozaserdtn jelled, azonban egyes
esetekben perzisztens is lehet (2. Abra).
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2. Abra. Kétoldali, aszimmetrikus parotisduzzanat

(Prof. Dr. Zeher Margit anyagabdl)

A légzérendszer nydlkahartyajanak csokkent mirigyszekjackdvetkeztében
orr-, garatszarazsag (pharingitis sicca) és tréshaicca is jelentkezhet, szaraz
kohogéshez, fetdéguti gyulladashoz, és akar pneumoniahoz is vezétusr csokkent
mirigyfunkcidja brszarazsagot okoz, tovabb&kben nem ritka a vaginitis sicca
kialakulasa sem [6].

A betegség lefolyasa soran a betegeknél jelentkegkéltalanos tinetek, mint
faradékonysadg, myalgia és arthralgia, vagyonkent subfebrilitas. A korkép
extraglandularis, vagy szisztémas tluneteinek (EGM8pbsége a kialakulasi
mechanizmus alapjan két csoportra oszthatd: pénelis és extraepithelidlis
tinetekre. A periepithelialis tiinetek az adott gekrepithelsejtjeinek lymphocytas
infiltraciéjaval magyarazhatoék, ide tartozik a bebiolitis, az interstitialis nephritis és a
hepatitis. Az extraepithelialis szervi érintettséfgdsorban a poliklondlis B-sejt
aktivacié kovetkezménye, ebbe a csoportba a pbiyst a vasculitis és a
glomerulonephritis sorolhatd. A neuromusculariseték azonban nem illeszthktbe
egyik nagyobb csoportba sem: a myositis és a sreszeuropathia az érintett izmok,
illetve idegek direkt lymphocytas infiltracioja ntiajonnek létre, mig a motoros
neuropathiat az idegeket taplalé erek vasculitiagyarazza [6].

11



2.2.2. A Sjogren-szindroma patogenezise

A betegség patogenezise a mai napig sem tiszt@fies mertékben. Az eddigi
ismereteink alapjan a koréllapot kit&jlese 0Osszetett, multifaktorialis jellegés
didaktikusan 3 dbb szakaszra oszthaté: az autoimmun gyulladasomarf@tot a
genetikailag fogékony egyénekben kornyezeti téblydpl. egyes virusok) triggerelik,
az autoreaktiv folyamatok felsddnek és az autoimmun gyulladas szoveti
karosodashoz vezet.

A genetikai prediszpozicios vizsgalatok soran a d&unteukocyta antigének
(HLA) tekintetében a legjeletsebb dsszefliggést a HLA-DR és HLA-DQ allélek és a
pSS kialakulasa kozott tapasztaltdak, azonban azoeig€id ebsebbnek adddott a
korallapotban éifordulé autoantitestek jelenlétével, mint magavabedegséggel [8].
Szintén fokozott gyakorisdggal fordulbeh pSS betegekben a HLA-B8 és HLA-Dw3
antigének expresszidja, tovabba a HLA-DQA1*05021€élajelenléte is hajlamositd
tényed [5]. A genetikailag hajlamos személyekben az aaktiv folyamatok
beinditasat kit tényesk, mint példaul virusinfekciok triggerelhetik. Anialmanyok
alapjan az Epstein-Barr virus (EBV), cytomegalosi(GMV), illetve a human -Bejtes
leukaemia-lymphoma virugHTLV) 1-es tipus szerepe merll fel a betegség
kivaltadsaban [5,9]. A hepatitis C virus (HCV) sz@ea nyal- és kbnnymirigygyulladas
kivaltdsaban korélettanilag teljes mértékben igazilivel a HCV fertzés mellett
kifejl 6d6 sicca-szindroma Klinikai és szeroldgiai vizsgdteied megkulénbdztethetetlen
a primer Sjogren-szindromatol, ezért a jelenleglyas Amerikai-Eurépai konszenzus
kritériumrendszer a HCV fdizést a pSS kizarasi kritériumaként tiinteti fel [10]

Az autoreaktiv immunfolyamatok és az autoimmun s&kirosodas leginkabb
az exocrin mirigyek szoéveteit érinti. Az immunvéaakeinditasaban fontos szerepet
jatszhat a mirigyek ektdpias antigénprezentaciéjaepithelsejtek, illetve a ductalis és
acinaris sejtek HLA-DR expresszidja. A lymphocytidfilitracio periductalisan indul, s
az aktivalt T-sejtek fokozott interleukin (IL)-1alf IL-6, tumor nekrozis faktor (TNF)-
alfa és interferon (IFN)-gamma termelése kovetksamélétrejov proinflammatorikus
citokin milié6 hozzajarul a poliklonalis B-sejt aktivaciohoz égyailladasos folyamatok
kronikussa valdsdhoz [6]. A pSS betegek kisnyagpirbiopszidinak hisztologiai

vizsgalata alapjan az infiltralé sejtek dominaldab4+ T-sejtek, de B-sejtek, illetve
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kisebb mennyiségben egyéb antigénprezentald séffdkrmészetes diejtek (natural
killer, NK) is jelen vannak [11]. Az érintett milygzOvetek tovabbi vizsgalata soran
leirtak az epithelialis sejtek fokozott apoptozisaely soran megfigyelték a Sjogren-
szindromaban jellegzetes autoantigénként szolgaldogen Ro52, Ro60 és La48
antigének intracelluléris atrendelését, és sejtfelszini expresszidjat [12]. Mig az
epithelidlis sejtek fokozott mértékben expresskdi@dsziniikon a Fas receptort (FasR)
€s az apoptozist indukalé Fas ligandot (FasL), gaadi infiltralé lymphocytak esetén
FasL és Bcl-2 expresszio figyellanheg, mely lehéwé teszi szamukra a programozott
sejthalal kivaltdsat, azonban 6énmaguk védettséhgelk az apoptdzissal szemben
[13,14]. A mirigyszoveteket infiltrald mononuklegri sejtekben megfigyelhet
emelkedett Bcl-2/Bax arany és a fokozott CD40 ésl1®D (CD40L) expresszio
magyarazhatja a massziv lymphocyta expanziot ékais proinflammatorikus citokin
miliét [15]. A glanduléris szévetekben tapasztalt abradithsok mellett azonban pSS-
re a mononuklearis sejtek apoptotikus folyamataiéétklanos zavara is jellemz
Fokozott apoptozis hajlamot mutattak ki a perifengrben keringg CD4+ T-sejtek
esetében, melynek mértéke korrelaciot mutatottegiség aktivitasaval [16].

Az B-sejtek kulcsszerepe az elmult évtizedek sagpértelntien bizonyitast
nyert a betegség patogenezisében. Sjogren-szindrégetalanosabb szerologiai
jellemzsje az emelkedett immunglobulin szint, mely szamasantitestet tartalmazhat.
A legismertebb, s a diagnosztika soran is felhdszndoantitestek az Ro/SS-A és az
La/SS-B antigének ellen iranyulnak [17], azonbahbgk kodzo6tt alfa-fodrin, illetve
muszkarin receptor 3 (M3) ellenes autoantitestek kiswutathatok lehetnek a
betegségben. Az anti-M3 antitestek paraszimpdtofitihatasa az exokrin mirigyek
funkcionalis karosodasadhoz vezethet, hozzajarulva sabvetsérilés okozta
funkciovesztéshez [18]. A B-sejtek autoreaktiv \#tidja a betegség patogenezisének
egyik kulcspontja. A B-sejt aktivacios faktor (BAFKFagy mas néven B-lymphocyta
stimulator (BLyS) a TNF szupercsalad tagja, és dsnszerepet tolt be a B-sejtek
proliferaciojanak, érésének és tulélésének szabadaban. Sjogren-szindromaban a
vizsgalatok magasabb szérum BAFF/BLYS szintekettekgrezzel parhuzamosan
aktivalt B-sejtek fokozott jelenlétét is igazoltakelynek mértéke korrelalt a cirkulald
autoantitest szintekkel, valamint az ektdpias centigerminativumok kialakulaséaval
[19,20]. Az emelkedett BAFF/BLYS koncentraciok aptptotikus hatdsanak
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kovetkeztében az autoreaktiv B-sejtek negativ keils folyamata zavart szenvedhet,
tovadbba a perifériara kikerilve védetté valhatnakapoptdzist indukéloé szignalokkal
szemben. E mechanizmusok altal a B-sejtek hosszddiBse hozzajarulhat a malignus
lymphoproliferativ széédmeények kialakulasdhoz a Sjogren-szindromas betbegek
[21].

Az immunfolyamatok kontrollalasaban kulcsszerepaszik a CD4+ regulativ
T-sejtek halézata. A CD4+ regulativ T-sejteket k@b csoportba lehet sorolni: az
egyikbe az un. természetes Treg (nTreg) sejtek, anigasikba az indukalhaté Treg
(iTreg) sejtek tartoznak. Az nTreg halézatat alk@B4+ CD25+ Treg regulacios
potencialja kul§ aktivacios jel hianyaban is megnyilvanul [22], eizzzemben az iTreg
sejtek a szupresszor funkciojukat aktivalodas utgerik el. A periférias T-sejtes
immunvalasz szabalyozasaban tobbféle iTreg sejt Meszt, a leggyakrabban vizsgalt
csoportjaik az IL-10 termél 1-es tipusu regulativ T (Trl) sejtek és a tramszébd
novekedési faktor (TGF)-béta terraéli-helper (Th)3 tipusu sejtek [23,24]. A regulativ
T-sejtek csokkent jelenléte, illetve szuppressmakEiojanak zavara a kutatasok alapjan
fontos szerepet tolthet be a Sjogren-szindromageaterzisében. Egyes tanulmanyok a
pSS betegek kisnyalmirigy biopszas mintaiban azszgges mintdkhoz képest
alacsonyabb CD4+ CD25+ Treg sejtszamot irtak Maliba a periférids vér vizsgalata
soran is csotkkenést tapasztaltak a regulativ ssgaknaban [25,26]. Emlitést érdemel
azonban egy masik tanulmany is, mely nem igazol@De#l+ CD25+ Treg sejtek
eltéréseit pSS-ben [27].

2.3. Szisztémas sclerosis

A szisztémas sclerosis (SSc) egy krénikus szisaéautoimmun megbetegedés,
mely vascularis karosodasokkal, éséa tletve egyes bets szervek fibrézisaval majd
a roket érinti. Prevalencigja 31-658/1.000.000 kozotzog [28], hazai vizsgalatok
alapjan 91/1.000.000 [29]. A betegségnek klinilgik&gt formajat kilonboztetjik meg:
a limitadlt cutan és a sulyosabb diffuz cutan formét diffGz cutan SSc-re adb

kiterjedtebb érintettsége és a ldetzervek gyors és progressziv fibrozisa jellénix
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terdpias lehéségek 8leg a komplikaciok kezelésére korlatozdédnak, adsetg diffuz
cutan tipusadban 55%-0s a betegek 10 éves tulétgar igy ennek a kérforméanak a
legmagasabb a mortalitasa az autoimmundaiiveti megbetegedések kozott [30].

2.3.1. A szisztémas sclerosis klinikuma

A betegség legjellendbb Klinikai tinete az ujjak drének vastagabba,
feszesebbé és nehezen eleméiet valasa, a sclerodactylia kialakulasa. A
sclerodermasdrelvaltozasok jelen lehetnek az acralis részelegigképpen a flleken,
az orron és a perioralis tertleten, mely utobbizjrg/itdsi és mimikai képességek
csokkenésével jar. A torzétenek, illetve a végtagok proximalis részének étiaége a
diffuz cutan formaban jellenéz A betegség kezdetekor arbmegvastagodasa a
szembeins, kébb az id elérehaladtaval ez csdkkenhet, azonban a fokozott
kollagénlerakddas folyamatos marad, amidesbovet fibrotikus atéplléséhez vezet. A
bér feszilése korlatozza az iziletek mozgathatos&gindsen a kézujjakon, mely
flexiés kontraktarat eredményez. A betegségkbsstadiumaban az érintett szévetek
atréfidja, a Br és Wrliggelékek sorvadasa figyelbeneg [29] (3. Abra).

3. Abra. Sclerodactylia, az ujjak flexios kontraktaraban
(Prof. Dr. Zeher Margit anyagabdl)
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Egyéb rtlinet lehet még a teleangiectasia, a hipo/hiparpigacio, a subcutan
calcinosis, tovabba megjelenhetnek ujjbegyfekéigeknelyek csillag alaki hegesedést
mutatnak. A betegek atlagosan 95 %-anal jelentkdzéynaud-szindroma, mely
altalaban mar a betegség kezdetén észéellsegvekkel megéti az egyeb, sulyosabb
tinetek kialakulasat. A kapillarmikroszképos vidsgja eredmény sulyossaga
0sszefliggést mutat a b&lszervi érintettség kifejdésével [31]. A betegeknél jellethz
tinet lehet még a polyarthralgia, illetve az utalgperc csontjanak reszorbcioja.

A belss szervi manifesztaciok kiféjtése és sulyossaga hatarozza meg a betegek
mortalitdsi mutatdit. A halalozasi okok kozott ayaérendszert érirdt elvaltozasok a
legjelentsebbek. A tudben lejatsz6dd gyulladasos és fibrotikus folyamatok
interstitialis alveolitist, illetve pulmonalis fibeist eredményezhetnek, mely restriktiv
ventillacios zavarhoz vezet. A masik, sulyosabboémianifesztacio a pulmonalis
arteridlis hypertonia (PAH), melynek kialakulaséképp a kis pulmonalis artériak
falanak fibrotikus elvaltozaséara vezetheissza, s a vezé&thalalokot képezi SSc-ben
[32]. Gastrointestinalis érintettségként gyakrangfiggelnett a motilitaszavar, mely
leginkabb a nyélcsdvet érinti, azonban a gyomor-bél traktus egysdze is érintett
lehet [33]. A gyomorban ritka vascularis malforntd@&nt Un. gérdogdinnyegyomor is
eléfordulhat, mely okkult vagy akar életveszélyes @éhez is vezethet. Cardialis
manifesztacioként pericarditis €s myocardialis d#s jelentkezhet, mely utébbi
diasztolés funkciokarosodashoz és ingervezetésrepzési zavarokhoz vezethet. A
betegségre jellendzérelvaltozasok a szivkoszoruereket is érinthétikossz prognozisu
sclerodermas vesebetegség jelléamza betegség diffuz cutan formajaban, a kérlefolya
elss éveiben fordul é. A vese kisartéridinak obliterativ karosodasa keztében
scleroderma renalis krizis alakulhat ki, mely malig hypertoniaval és gyorsan

progredialé azotaemiaval jar6, az életet veszébgeatlapot [29].
2.3.2. A szisztémas sclerosis patogenezise

Bar még nem tisztazott teljes mértékben a betegatapenezise, a korfolyamat
harom alapvét l|épése egyérteltien meghatdrozhatd: a vascularis eltérések

megjelenése, a patoldgias immunreakcié és az @irsgévetek fibrozisa. A genetikai

eltérések vizsgalata soran oOsszeflggéseket irtaleghees HLA-haplotipusok és
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scleroderma specifikus autoantitestek kozo6tt. Azcantromer antitest a HLA-DQB1-
gyel, az antitopoizomeraz jelenléte pedig a HLA-ORvalléllal mutat kapcsolatot [29].
Az extracellularis matrix felszaporodasaban részevov faktorok genetikai
polimorfizmusanak is Iényeges szerepe lehet a bétgg karakterisztikus fibrotikus
folyamatok kivaltdsaban, mint a transzformald nda@ddsi faktor (TGF)-béta,
fibronektin, vagy az IL-8 gének polimorfizmusa [34zonban mindezeken felll az
Ujabb genetikai kutatasok szamos tovabbi hajlamdsitust is azonositottak [35]. A
genetikai tényaikon tal a kérnyezeti artalmak is fontos szerepisizigatnak a betegség
kifejl6cdésében. Egyes szerves olddszerek (toluol, benzwii-klorid é€s bizonyos
gyogyszerek esetében Osszefliggést sikerllt kimutanadott vegyullettel tortén
expozicio és az SSc megjelenése kozott [36].

A betegseg kifefldésében komplex mechanizmusok jatszanak szeremet. A
elképzelések szerint a megvaltozott kolcsonhatdseradothel sejtek és bizonyos
immunsejtek, illetve azok szolubilis mediatorai &tiz vezet a fibroblasztok
funkcionalis zavaraihoz, mely kulcsszerepet jatsaikfibrotikus folyamatokban. A
korfolyamat elédleges jelensége az endothelialis 1ézi6 kialakylaszely az
endothelsejtek vacuolas degeneracidjaval és aibamé@mbran sérilésével jar. Ennek
hatterében az endothel sejtek elleni autoantitdstekebdése, illetve az endothelfigg
folyamatok egyensulydnak megbomldsa, a vasocotstrichatasa faktorok
tulteremebdése (endothelin-1, thromboxan A2) és a vasodilataediatorok (nitrogén-
oxid, prosztaciklin) csokkent jelenléte allhat. [3Az ehhez tarsulé immunologiai
miikodési zavarok, pl. az NK és cytotoxikus T (Tcltedejszerin proteaz termelése, és
az immunaktivacidés folyamatok kovetkeztében megwadlt citokin milis az érfal
fibrézisahoz vezetnek [38]. Az egyre sulyosboddiriggsi zavar hypoxias allapotot
idéz eb az érintett szbvetekben, mely reaktiv oxigéngyoképzidéséhez és tovabbi
novekedeési faktor felszabaduldshoz, illetve a fitasztok aktivaciéjahoz vezet. Ezek a
folyamatok az ér lumenének progressziviksitetéhez, k&b elzarodasahoz és
kovetkezményes szovet- és szervkarosodasokhozmedzet

Az SSc patogenezisében szerepet jatsz6 immundigdéurteljes részletében
még nem ismert. Az érintettétszovetek immunhisztokémiai vizsgélata sordn az

aktivalt makrofagok mellett szintén aktivalt allapoCD4+ T-helper sejtek helyi
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felhalmozodasat is tapasztaltdk [39]. A T-helpgteken belll kordbban Thl és Th2
altipusokat kulénboztettek meg, és a Thl és Thukicitprofil Th2 iranyu eltolédasanak
szerepét gyanitottak a fibrotikus folyamatok beishban, ugyanis az IL-4 citokin
emelkedett szintje a pro-fibrotikus citokin TGF-béiokozott terméldéséhez vezet
[40]. Azonban a tovabbi kutatdsok a CD4+ T-sejtekelilli Ujabb altipusok (Th1l7 és
Treg sejtek) azonositasaval Ujabb mechanizmusakridgettek fényt, melyek zavara a
betegség kifefldését eredményezheti. A Th17 sejtek altal ternhelt?q citokin IL-17F
tipusa az endothel sejtek receptoraihoddée azokat TGF-béta termelésre serkenti,
mig az IL17A a fibroblasztok IL-6, IL-8 termelés¥t az ICAM-1 expresszidjat valtja ki
[41]. Azonban a Th17 sejtek pro-inflammatérikuspés-fibrotikus hatasahoz szadmos
egyeéb folyamat, pl. IL-22 termelés is hozzajarulhaely nagyobb koncentracioban
fokozott kemokin képidéshez és a fibroblasztok proliferaciojahoz vedet.[A Thl7
sejtek kulcsszerepét tamasztjak ald azok a vizsgala, melyek e sejtipus fokozott
periférias jelenlétét és az IL-17 citokin emelkedett szintj@iszamolnak be [43,44]. A
betegségben a jellegzetes pro-inflammatoérikus witokilié, az aktivalt monocytak és
T-sejtek, illetve az epithelialis sejtek és fibradrtok altal termelt IL-6 szintek
emelkedett szintje a CD4+ CD25+ Treg sejtek szugga@r nfikddésének csdkkenését
okozhatjak, ami a kéros immunfolyamatok tovabbidoédaséat eredményezheti [45]. A
CD4+ CD25+ Treg sejteket célz6 vizsgalatok a betggen egymasnak ellentmondo
eredményeket hoztak. Mig egyes munkacsoportok emtetk addig masok csokkent
CD4+ CD25+ Treg sejtszamokat tapasztaltak az Stegéle periférias vérében [46-49].

Azonban a T-sejtes mechanizmusokon felll a paitadoB-sejt aktivacionak is
szerepe lehet a betegség patogenezisében, ugyadBcaetegek szérumaban az esetek
don® tobbségében magas specificitasi autoantitestelatnawdk ki. Antinuklearis
autoantitestek a korképben 80-95 %-os gyakorisafgdulnak eb. Az anti-Scl-70
autoantitest a DNS topoizomeraz | ellen irdnyuljeéenléte az anti-RNS polimeraz I-111
és antifibrillarin autoatitestekhez hasonldéan a&petg diffiz cutan formajara jellethz
A limitalt cutan SSc-re leginkdbb az anticentroraetoantitest éfordulasa jellemé&
[29]. Az egyes autoantitestek az immunfolyamatokkesetése, a sejtek direkt
karositdsa, az endothel aktivacidja és a fibrobdsatimulacidja altal jarulhatnak
hozza a betegség patogeneziséhez [50,51].
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A kiulonféle immunmechanizmusok mellett az extradétis matrix
felszaporoddsanak kozvetlen kivaltasaban kulcsgeejatszd novekedési faktorokat is
elénk érdelddés ovezi. A kutatasok célkeresztjébéképp a TGF-béta all, azonban
szamos egyeb novekedési faktor [pl. vérlemezkeetireabvekedési faktor (PDGF),
epidermdlis ndvekedési faktor (EGF), fibroblaszvelidési faktor (FGF)] szerepe is
felmerdlt a fibrozis kialakuldsdban [52]. A TGF-héegy pleiotrop hatasu citokin,
melyet el§sorban a szbévetet infiltrdldo makrofagok termelnakpnban szamos mas
azok myofibroblaszt iranya transzformaciojat, fo&tiz adhézios és migracios
képességét és tulélését valtjdk ki, mely excesg&milagén szintézishez, nagyobb
mennyiséd kotoszoveti novekedeési faktor (CTGF) teriwdéshez, tovabba a matrix
gének fokozott expresszidjahoz vezet [53]. A filbashatok aktivaciojat ezen felll egyéb
mechanizmusok is kivalthatjak SSc-ben, mint példaznl autoantitestek kédése a
fibroblasztok felszinéhez, mely a Toll-like recapdoaktivdlodasa altal tdbbek kdzott a
monocyta kemotaktikus protein-1 (MCP-1), vagy mésem a kemokin (C-C motivum)
ligand 2 (CCL2) terméldését valtja ki [52]. A TGF-bétanak azonban a [ibostikus
aktivitAsa mellett anti- és pro-inflammatorikus ds#tit egyarant leirtak. Szerepet
jatszhat a CD4+ CD25+ Treg sejtek kégasében és azok szuppresszor funkciojanak
biztositasaban, azonban az Ujabb kutatadsok leihdgy a TGF-béta a gyulladasos
citokinek (pl. IL-6, IL-1béta, TNF-alfa) fokozotejenlétében jellenten a CD4+ T-
sejtek Th1l7 iranyu differencialodasanak serkentsélesz részt [54,55], mely
megfigyelések aldhluzzdk a betegség patogenezisgdsat ve¥ mechanizmusok
komplexitasat.

2.4. A fotoferezis kezelés

Az immun-medialt betegségek, és azokon belll apimmtun korallapotok
kezelése terén az elmult évtizedben jélsenebrelépések torténtek. A hagyomanyos
terapids lehéségeken tul a modern biolégiai gyoégyszerek, az avéinas
immunglobulin-kezelés (IVIG), a haematopoietikufssejt transzplantacio és a
plazmaferezis is egyre szélesebb korben valt héspséa. Az extrakorporalis

fotoferezis (ECP) egy specidlis immunmodulans fetamely a plazmaferezishez
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hasonléan az aferezis technolégian alapul. Az &dj&oran a beteg periférias véiéb
nyert leukocyta gazdag plazma szeparaldsat &ére-metoxi-pszoralennel (8-MOP),
egy fotoszenzitizald vegyillettel kezeljik a sejtek@ajd UV-A besugarzast koven a
sejteket reinfundaljuk a szervezetbe. A 8-MOP az -AJVsugarzas hatasara
fotoaktivalddik, és keresztkdtéseket hoz Iétre a SDMancok kozott, melynek
kovetkeztében a kezelt sejtek nagy részejsetban a lymphocytak a keringésbe
visszakerilve 72 éran belil apoptézissal elpusatu[b6,57]. Szamos hematoldgiai és
immunologiai kérképben, tovabba transzplanatcidvelien is leirtdk a fotoferezis
kezelések jotékony klinikai hatdsat. Bar a javulddtterében all6 molekularis
mechanizmusok még nem tisztazottak teljes mértéldmerljaras tdbb betegségben is
hatékonynak bizonyult a malignus, illetve autoreakiejtek eliminaciojdban és a

szervezetre karos immunfolyamatok csillapitasabah [

2.4.1. A fotoferezis kezelés immunbiolégiai hatasai

Az eljaras soran a beteg szervezetében k&negiférias leukocytaknak 2-5%-a
esik at a 8-MOP fényérzékenyianyaggal tortéh kezelésen. Az UV-A besugérzas
hatasara a 8-MOP fotoaktivalt allapotba keril, @gakens mddon keresztkotéseket hoz
létre a DNS lancok kozott, illetve direkt karosoakest okoz a sejtmembranban, mely
folyamatok a leukocytadk apoptozisahoz vezetnek.eelest kovet 20-24 oraban, az
an. korai apoptozis soran a mitokondrialisikiddészavar dominal, és megvaltozik a
Bcl-2/Bax arany. A ké&s apoptozis fazisdban fokozédik a sejtek CD95 (FasiRFasL
expresszioja [58] (4. Abra). A lymphocytakkal szemta monocytak kevésbénnek
erzekenynek az ECP apoptézis-indukalé hatasaranigyya megfigyelések alapjan a
kezelések kovetkeztében aktivalt allapotba kertlégkokozott mértékben termelnek
IL-10 és TNF-alfa citokineket [57].
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4. Abra. A fotoaktivalt 8-metoxi-pszoralen (8-MOP) a kezséjtek struktirajat tobb
ponton is kérositja [57].

Az apoptotikus lymphoid sejteket makrofagok és diikds sejtek fagocitaljak.
Az apoptotikus sejtekib szarmazo6 antigének antigén prezentald sejtek JA&G@li
bemutatdsa a ,danger” szignalok hianyaban szergpethat a sajat antigénekkel
szembeni centralis és periférias immuntolerancakulasaban [59]. A megfigyelések
szerint a fotoferezis kezelések hatasara a pédfarérben a monocytoid dendritikus
sejtek aranya csokken, mig a plazmacytoid dendstilsejtek aranya novekszik.
Mindezek mellett a T-helper sejtek citokin profilgk Th2 irdnya eltolodésardl is
beszamoltak graft-versus-host betegségben (GVHBépia alkalmazasa soran [60].

Az Ujabb kutatdsok az immunregulatérikusiikiddés megvaltozasanak a
jelentbségét emelik ki a fotoferezis toleranciat indukdiatasaban. Egyre tobb
bizonyiték tAmasztja ala, hogy a kezelések nyonekdvetked CD4+ CD25+ Treg
sejt aktivacio és expanzio kulcsszerepet jatszikmanunrendszer autoreaktivitasanak

csillapitasaban  [61,62]. Allatkisérletes vizsgéatosoran IL-10 deficiens
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egérmodellekben UV-A sugérzéast kdédext csokkent regulativ T-sejt aktivitast
tapasztaltak [63], mely a regulativ T-sejtek, Ukt dendritikus sejtek altal termelt IL-
10 citokin kozponti szerepére utal az immunmoddlasoran. Az 1L-10 termelés
fokozodasanak immunbiolégiai jeléstgét kontakt hiperszenzitivitas egérmodelleken
elvégzett fotoferezis kezelések is alatamasztjdf. [8 fotoferezis eljaras feltételezett
immunbioldgiai hatasait az 5. Abra foglalja 6ssze.

Periférias
szovetek

. Nyirokcsomé

5. Abra. A fotoferezis eljaras (ECP) a monocytakra, T-$e@ieés a dendritikus sejtek
(DC) prekurzoraira kifejtett komplex hatasainak &tkeztében a T-helper citokin profil
Th2 iranyba eltolédik, tovabba fokozédik a mono&ytAlK sejtek, plazmacytoid DC
sejtek és Treg sejtek szama a periférids vérbeg,amhonocytoid DC sejtek szama
csokken. Roviditések:ECP: extrakorporalis fotoferezis, iMDC: éretlen nooytoid
dendritikus sejt, iPDC: éretlen plazmacytoid detiklis sejt, MDC: monocytoid
dendritikus sejt, MDP: monocytoid dendritikus pret¢ar, Mo: monocyta, NK: natural
killer, PC: plazmasejt, PDC: plazmacytoid dendusk sejt, PDP: plazmacytoid
dendritikus prekurzor, Thl: T-helper 1, Th2: T-hel@, Treg: regulativ T [57].
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Mivel a fotoferezis eljaras bioldgiai hatasait @ekamélyebb dsszefliggéseit ez
idaig csak allatkisérletes modelleken, illetve hom@vVHD-ban és cutan T-sejtes
lymphomaban (CTCL) vizsgaltak, az autoimmun kérképezelése soran mutatott
hatékonysag mogott allo mechanizmusok feltérkémezgsiranyt adhat a kutatasok

szamara.

2.4.2. A fotoferezis kezelés klinikai alkalmazasa

Egyes immun-mediélt dsgydgyaszati kérképekben, mint példaul a vitiligo,
ekcéma, vagy a psoriasis, mar régbta ismert @ pszoralennel tortén
GVHD-ben megjelet bértinetek kezelésében is hatékonynak bizonyult eeljazas,
melyet tovabbfejlesztve, mint fotoferezis kezelétbként a GVHD-ben szenvéd
betegeken prébaltak ki. A terdpia hatékonynak hmtina betegség mind akut, mind
kronikus formajaban, tovabba a CTCL-ben is [66,8V]CTCL-ben leirt malignus T-
sejtek klonalis expanzidja, és a transzplantacigkkcidja soran megfigyelt donor
specifikus T-sejtek klondlis expanzidja kozotti dwa$sag alapjan felvédott a
fotoferezis kezelések hatékony alkalmazasanak deégé a szervtranszplantaciok
rejekcidjanak esetében is [68]. A fotoferezis jotdk hatasa kilonféle immunmedialt
gyulladasos folyamatokban is felmerdlt, ezért gatdben szamos autoimmun korkép
esetén is megvizsgaltak a kezelések kovetkezmeénBdit a sclerosis multiplex
krénikus progressziv tipusdban nem volt hatas&akrlafolyasra, a betegség remittalo-
relabalé formajaban a fotoferezis terapia szigaifikan csokkentette a relapszusok
szamat [69]. Atopias dermatitisben és a gyulladdsélbetegségek aktiv, refrakter
formajdban szintén biztatd eredmények lattak nagell az ECP kezelések
hatékonyséagat illéen [70,71].

A fotoferezis terapia igéretes kezelési eljardsmahik mindezeken tal a
szisztémas sclerosis diffuz cutan formajaban ioier és mtsai tanulmanya alapjan a
fotoferezis eljaras &hydsnek bizonyult a klinikai tiinetek kezelésébeglerjtisen
csokkentve a betegeldib és izileti panaszait [72]. Egy masik vizsgaldtrautatta ki,
hogy a fotoferezis hatasara é vastagsaga csokkent, de az echo-intenzitétsaemnek

alapjan a kezelés hatékonyabbniatkik a r duzzanatanak csokkentésében, mint a mar
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kifejl6odott fibrozis megszintetésében [73]. A klinikai yés hatterében valdstieg
multiplex mechanizmusok allhatnak, melyek magukbgldihatjak (I) a kezelt sejtek
immunregulatérikus rtkédés serkentését és (IV) az anti-inflammatérikiitekimek
termelését [57]. Fontos azonban hangsulyozni, lzokgzelés altal kivaltott molekularis
mechanizmusok részleteiben még nem tisztazottakb8&c mivel a betegségben

eléttink még nem vizsgaltak a fotoferezis immunbichdgiatasait.
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2.5. Célkitizések

2.5.1. A Sjogren-szindroma vizsgalata

Munkank soran a természetes és az adaptiv immusmendegulatorikus
tulajdonsagu sejteinek a primer Sjogren-szindroratgenezisében jatszott szerepét
igyekeztink megismerni. A vizsgalataink soran nyemdményeket az egészséges
kontroll személyeknél mért adatokkal vetettik 6ssze

Mivel a regulativ sejtek pSS-ben betoltott szerépéz irodalomban eddig
egymasnak latszolag ellentmondo6 eredmények latpkildgot, vizsgalataink céljait az
alabbiakban hataroztuk meg:

1) A primer Sjogren-szindrobmaban szendedbetegek periférias vérében
keringd regulativ sejtek (NK, NKT, Trl és CD4+ CD25+ Trdghantitativ
eltéréseinek vizsgalata mind a természetes, minablaptiv immunrendszer
szintjén.

2.) A CD4+ CD25+ Treg sejtek szuppresszor képességeimegalata in vitro
funkcionalis teszttel, a kapott eredményeinek dsszenlitdsa a betegek és
az egészseéges kontrollok kdzott.

3)Az IL-4, IL-6, IL-10, TNF-alfa és IFN-gamma citokek
€s egészseges populaciok kozott.

4.) A betegek két alcsoportba osztasa az extraglansltiaretek megléte illetve
hianya alapjan, majd az alcsoportok laboratériumaramétereinek
0sszehasonlitdsa, és az esetleges eltérések émilkai khdatok kozotti
asszociaciok vizsgalata.

5.) A betegek két csoportra valo elkilonitése az atitesh pozitivitds alapjan,
majd az alcsoportok laboratériumi paramétereinesizéisasonlitasa.

6.) A humoralis és sejtes immunparaméterekben megfigtadrések kozotti

asszociaciok keresése.
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2.5.2. A szisztémas sclerosis vizsgalata

Tanulmanyunk soran a periférids immunkompetens tipegok széles
spektrumat vizsgaltuk a szisztémas sclerosisbariigyethet® immunoldgiai eltérések
alaposabb leirdsa céljabdl, kulonos figyelmet tvedia laboratoriumi paraméterekben
tapasztalt eltérések és a betegség klinikai timekdiapcsolatéara.

Célkitizéseinket az alabbiakban hataroztuk meg:

1.) A szisztémas sclerosis diffaz cutan formajaban wezdnbetegek periférias
vérében kering) B-sejtek, NK, NKT sejtek és egyes T-sejt altipufiakrai és
kési aktivalt T-sejtek, naiv, memoria T-sejtek) szé&kals ardnyanak
vizsgalata és 6sszevetése az egészseges konadHtkival.

2.) A periférias Thl, Th2 és Thl7 sejtek, illetve a Bd CD4+ CD25+ Treg
sejtek kvantitativ értékeinek 6sszehasonlitasa tagbk és egészségesek
kozott.

3.) Az SSc betegek és a kontroll személyek CD4+ CD2Bsg Tsejteinek in
vitro szuppresszor képességének vizsgalata, atkelpaések leirasa.

4) Az IL-4, IL-10, és IFN-gamma citokinek szérumkontaniojanak
meghatarozasa, a mért értékek 6sszevetése a Betegszséges populaciok
kozott.

5.) A szérum komplement szintek meghatarozasa a bdiegekesetleges
Osszefliggések keresése a meért értekek és az egratbriumi
paraméterek kozott.

6.) A betegek két alcsoportba osztasa az autoantive#tivitas alapjan, majd az
alcsoportok laboratoriumi paramétereinek 6sszehassa.

7.) A betegek Klinikai allapotfelmérésének keretében bérérintettség
meghatarozasara szolgalé modositott Rodnan-fi@ohtszam kiszamitasa,
és az esetleges korrelaciok keresése a kapott éngek és a vizsgalt

immunparaméterekben megfigyelt eltérések kozott.
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2.5.3. A fotoferezis kezelés vizsgalata

A fotoferezis terapia klinikai hatékonysaganak fétgse ceéljabdl nyomon
kovettik a diffdz cutan SSc-ben szenvedetegek Br-, izileti és bels szervi
érintettségének valtozdsat a kezelések alatt. Adrasl immunbiologiai hatasainak
vizsgélata sordn a terdpia bevezetégét eheghataroztuk, majd kélsb rendszeresen
ellendriztik a betegek perifériasan keréngegulativ és effektor immunsejtjeinek és
szérum citokinjeinek széles spektrumat. A betegekdilasi laboratériumi értékeit
0sszevetettik a vizsgalatunkba bevont egészségankszemélyek mért adataival is.

Célkitizéseink kozott az alabbiak szerepeltek:

1.) A fotoferezis kezelésekbe bevont betegékébntettségének kiértékelése a
terapia megkezdéseddl és minden kezelési ciklust kdgenh a mddositott
Rodnan-féle brpontszammal, oralis apertira méréssel éérautirahangos
vizsgélataval.

2.) Az izlleti érintettség valtozasanak kovetésére agtagiziletek
mozgastartomanyainak megmérése a kezelések megkeatté €s minden
terapias ciklust kovéen.

3.) Az el kezelés ditt és az utolsO kezelés utdn a betegekébsizervi
érintettségének kivizsgalasa.

4.) A betegek periférias vérében kerénB sejtek, NK, NKT sejtek és egyes T-
sejt altipusok (korai és késaktivalt T-sejtek, naiv, memoadria T-sejtek)
abszolit szamanak és szazalékos ardnyanak megtis@ra kezelések
megkezdése étt, majd a kezelési ciklusokat kden.

5.) A periférias Thl, Th2 és Thl7 sejtek, illetve a Bd CD4+ CD25+ Treg
sejtek kvantitativ értékeinek megallapitasa a iaramegkezdése @t, majd
az értékek nyomon kovetése a fotoferezis ciklusk&aeten.

6.) Az SSc betegek CD4+ CD25+ Treg sejteinek szuppoedszpességében
bekovetkezett valtozasok in vitro vizsgalata afertezis terapia soran.

7.) Szérum citokinek széles spektrumanak [TNF-alfa,-ffahma, IL-1-alpha,
IL-1-beta, IL-1RA, IL-2, IL-4, IL-6, IL-8, IL-10, L-13, IL-17, CCL2, FGF,
vascularis endothelidlis novekedési faktor (VEGHEGF, hepatocyta
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ndvekedési faktor (HGF) éBGF-bétalmeghatarozasa terapia megkezdése
elott, illetve az el§, masodik, negyedik és hatodik ciklust ket

8.) Az autoantitest szintek meghatarozasa a betegekimed az értékek
valtozasanak kovetése a kezelési ciklusokat kévet

9.) A betegek Klinikai vizsgélati eredményei és labanaimi eredményei
kozotti 6sszefliiggések, asszociaciok vizsgalata.
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3. BETEGEK ES MODSZEREK

3.1. Betegek

A DEOEC Ill. sz. Belgyogyéaszati Klinika Klinikai Imunol6giai Tanszéke
hazank egyik legnagyobb multa, illetve betegforgalimmunoldgiai centruma. A
kutatasaink soran vizsgalt Sjogren-szindromas dészteémas sclerosisos betegek
rendszeres kovetése és gondozasa a tanszekiunkEmkoA tanulmanyainkba bevont
személyek irasbeli beleegyenyilatkozatot tettek, a vizsgalatot a DEOEC Etikai
Bizottsdga engedélyezte, a kisérletek a Helsinkiilabkpzatban foglaltaknak

megfeleben torténtek.

3.1.1. A Sjogren-szindroma vizsgalataba bevont bajek

A vizsgalatba 32 primer Sjogren-szindromas betegetunk be. A diagnézis
megallapitasa az Amerikai-Eurépai Konszenzus Kubérendszer alapjan tortént [10].
Kilenc betegnél csupan glandularis tinetek jelerttde mig 23 beteg egy, vagy tdbb
extraglandularis tlnetet is mutatott a korlefolygtsan. A betegek extraglanduléris
tlineteinek eloszlasa a kovetkkeppen alakult: tidéErintettség n = 2, myositis/myalgia
n = 3, polyneuropathia n = 5, Raynaud-jelenségld ,~vasculitis n = 15, polyarthritis n
= 18. Laboratoriumi méréseinkhez kontrollként 2@szgéges, korban és nemben a
vizsgélt betegpopulacio jellerinek megfeled személy szerepelt. A vizsgalatunkba
bevont egyének demografiai tulajdonsagait az |.|dz# 6sszegzi. A tanulmanyban
szerepd betegek, illetve kontroll személyek egyike senzeésilt immunszuppressziv,
vagy immunmodulans kezelésben, illetve nem szenwvddeiszésben a vizsgalat

idétartama alatt, illetve az azt me§emd 6 honapban.

29



Egészséges pSS glandularis
pSS betegek pSS EGM-mel

kontrollok tlnettel
Szam 20 32 23 9
Eletkor (atlag + SD) 46,9 £ 6,5 495+ 7,2 51,2+6,9 47,6 +8,1
Nem (né/férfi) 19/1 311 11/1 9/0

|. Tablazat. A tanulmanyunk soran vizsgalt személyek demografiaiai

3.1.2. A szisztémas sclerosis vizsgalatdba bevoetdgek

A vizsgalatba 21 diffuz cutan szisztémas scler@sistzenved beteget vontunk
be, a betegség diagnézisdnak megallapitasa a miégflihgnosztikai kritériumok
szerint tértént [74]. Harom beteg metilprednizo{dnmg naponta), 2 beteg metotrexat
(15 mg hetente) kezelésben részesilt, mig 16 betey kapott immunszuppressziv,
vagy immunmodulans terapiat a vizsgalat alatt, @supapi 2 x 400 mg pentoxifillin és
2,5 mg amlodipin kezelésben részesiilt. A vérvétel@iontja ebtt minden betegnél 48
orara felfliggesztettik a gyogyszeres terapiat. nbzeegészséges személy alkotta a
kontroll csoportot, mely korban és nemben meghelgblt a vizsgalt betegek
csoportjanak. A tanulmanyunk soran vizsgalt szeekétiemogréfiai tulajdonsagait a |l.
Tébldzat 6sszegzi. Sem a betegek, sem az egészsaggesllok nem szenvedtek
infekcidban a vizsgalat éghontjaban, illetve az azt meged 6 honapban.

Egészséges Betegek belszervi Betegek csak
SSc betegek . i . i
kontrollok érintettséggel bérérintettséggel
Szam 15 21 12 9
Eletkor (atlag + SD) 47,5+10,2 50,8 + 15,2 53,9+12,.2 46,5+17,3
Nem (né/férfi) 14/1 20/1 11/1 9/0

Il. Tablazat. A vizsgalatba bevont személyek demografiai adatai
3.1.3. A fotoferezis kezelés vizsgalataba bevonttegek
A vizsgalatba 16 diffuz cutan szisztémas scler@sisfzenvedl beteget vontunk

be (14 & és 2 férfi; atlagos életkor: 46,5 + 13,2 év). Aagliézis megallapitasa a
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megfelet diagnosztikai kritériumok alapjan tortént [74], keetegség fennallasanak
atlagos idtartama a kezelések megkezdésénépadtjaban 3,9 (0,5 - 7) év volt. A
vizsgalatba bevont betegek a fotoferezis terapisedmése étt legkevesebb 1 éven
keresztil 2 x 400 mg pentoxifillin és 2,5 mg amfodi kezelésben részesiiltek,
immunszuppressziv, illetve immunmodulans terapat alem alltak. A laborat6riumi
vizsgélatokhoz 16 egészséges, korban és nemi ésdben megfelél személy (14 &
és 2 ferfi; atlagos életkor: 43,9 + 12,8 év) szhlgantrollként. Egyik beteg, illetve
kontroll személy sem szenvedett fennallodegsben a kezelésahrtama alatt, sem az

azt megedz6 6 hdnapban.

3.2. A fotoferezis terapia

A fotoferezis kezelések a THERAKOS UVAR XTS késkilléasznalataval
(Therakos Inc., Raritan, NJ, USA) torténtek. Ellepésként teljes periférias vért
nyertiink a betege#tt egy centrifuga-edénybe, melyben a buffy coat arpsa tortént,
s az igy nyert buffy coat a recirkulacios zsakbaikde. Miutan dsszegjt 250 - 300
ml buffy coat, a hematokrit szenzor leallitotta @v&dbbi szeparélast. A rendszer
automatikusan hozzaadta a sejtkoncentrdtumhoz &B-Nbtoszenzitizalé reagenst,
mignem annak vég§skoncentracioja 334 ng/ml lett. Ezt kdgeh a sejtkoncentratumot
1,5-2 J/crf sugardézisi UV-A fénynek tettilk ki, majd vissztgttuk a beteg
keringésébe. A standard protokollnak megfiedal a kezelési ciklusokat 6 hetente
ismételtiik meg, mindegyik terdpias ciklus 2 fotefes eljarasbol allt, melyeket az
egymast koveét napokon hajtottuk végre. A betegek fejenként Gsmzeb kezelési

ciklusban részesultek.

3.3. Klinikai vizsgalati médszerek

A betegek Klinikai allapotanak nyomon kovetése aOBE Ill. szamu
Belgydgyaszati Klinika Klinikai Immunolégiai Tandaén tortént.
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3.3.1. A Sjogren-szindromas betegek vizsgéalata

Ve

Mindkét szem als6 szemhéja moge egy-egy 30 mm toBkert helyeztink el.
Becsukott szem mellett 5 percig tartott a vizsgadit, melynek végén meghataroztuk a
konny altal benedvesitett rész hosszat mm-ben. 5néinkisebb érték csokkent
kdnnytermelésre utalt.

A betegek kis és nagy nyalmirigy szekréciojanaknknwativ meghatarozasara
szialometrias vizsgélat tortént. Az eljaras sordalemetrias asben 5 percig mértik a
nyugalmi nyaltermelést. A 0,1 mi/perc alatti értédetekintettilk csokkentnek.

3.3.2. A szisztémas sclerosisos betegek vizsgalata

A vizsgalatba bevont betegelérBrintettségének meghatédrozdsa a maédositott
Rodnan-féle brpontszam (MRSS) kiszamitasaval tortént. Az eljdsasan a beteg
bérének 17 helyen (arc, eldlsnellkas, has, felkarok, alkarok, kezek, ujjak, ook
labszéarak, labak) torténvizsgalata sordn megitéljuk @risastagsagot, melyet 0-tdl
(normélis tr) 3-ig (sulyos Brvastagodas) pontozunk. Az igy nyert értékek 0sszeg
adja az MRSS értékét [75].

A betegek bels szervi érintettségének kivizsgalasara az alabagraisztikai
eszk6zok szolgaltak: mellkas rontgen, nagy felbmintéomputer tomografia (HRCT),
spirometria/diffuzios kapacitds mérése, Dopplevidiahang, hasi ultrahang vizsgalat,

nyelbcs’ passzazs radiografia és rutin laboratériumi tészte

3.3.3. A fotoferezis kezelésben részeéidetegek vizsgalata

A bérérintettség kiértékelése a terapia megkezdésee €t minden kezelési
ciklust kbveten a moddositott Rodnan-félérpontszammal, oralis apertira méréssel és
a bor ultrahangos vizsgalataval tortént. Korabbi vizatgk kimutattak, hogy SSc-ben
szenved betegek fels végtagjanak extensor felszinén déwér vastagabb és
szignifikansan kulonbdzik az egészsegesrtdd [73]. Tanulméanyunk soran az

ultrahangos vizsgalatokat a betegek&alégtagjanak extensor felszinének 4 kiloboz
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pontjan végeztik el (felkar, alkar, kézhat, 3.hggisa), HP SONOS 5500 késziléket
(Hewlett Packard, Andover, MA, USA) hasznalva, mEby6L (15 MHz) transzducerrel
muikodik. A vizsgalati mélység 10 mm volt, és mindékabommal 3 ismételt vizsgalat
tortént, melyeknek az atlagat hasznaltuk fel até&laiésekhez.

Az  izlleti  érintettség  valtozdsdnak  kovetésére  néetitk a
mozgastartomanyokat mindkét oldalon adepeall, konyok, csukld) és az alsé (asip
térd, boka) végtagokon.

Az els) kezelés ditt és az utolsd kezelés utan elvégeztik a beteglsk szervi
érintettségének széleskiokivizsgalasat az alabbi diagnosztikai eszkdzokkedilkas
rontgen, HRCT, spirometria/difflziéos kapacitds mséréDoppler szivultrahang, hasi

ultrahang vizsgalat, ny&ts passzazs radiografia és rutin laboratoriumi tészte

3.4. Laboratoriumi vizsgélati médszerek

A laboratériumi méréseket a multiplex citokin viatat kivételével a DEOEC
lll. szdmu Belgydgyaszati Klinika Regiondlis Immidgiai Laboratériumaban
végeztik el.

3.4.1. Lymphocyta alcsoportok és aktivalt T-sejtekneghatarozasa

A lymphocyta alcsoportok meghatdrozasdhoz monokionéllenanyagokat
hasznaltunk fel az aldbbi sejtfelszini markerekrellCD3, CD4, CD8, CD16, CD19 és
CD56 (BD Biosciences, San Diego, CA, USA és Immeaadbt Marseille, France). A T-
sejt aktivacios markereket, ugy mint a HLA-DR ésB83antigéneket szintén vizsgaltuk
a CD3+ sejteken (BD Biosciences). A naiv és memobriejtek meghatarozasahoz a
fentieken kivil az aldbbi ellenanyagok szolgaltanti-CD45RA-fluoreszcein
izotiocianat (FITC)/CDA4-fikoeritrin (PE) (Immunotey; anti-CD45RA-FITC/CD8-PE
(AbD Serotec, Oxford, UK) és CD62L-fikoeritrin-Cy®C5) (Immunotech). A CD95
(Fas receptor) expressziojanak vizsgalatahoz dDEEC antitestet (Immunotech)
hasznaltunk. A mintadk feldolgozasa a Coulter Q-PRE®&okoll (Beckman Coulter

Inc., Miami, FL, USA) alapjan tortént. A sejtfelazimarkerek jel6lését 10Qul
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heparinnal alvadasgatolt véitb végeztik, a mintdkat a monoklonalis antitestek
hozzadadasat kouetn 30 percig inkubaltuk, majd a vordsvértestekandizaltuk
FACS Lysing Solution (Becton Dickinson, Mountainevi, CA) alkalmazaséaval. A
sejteket BSA (10 mg/L) és natrium azid (2 mg/L}abmu PBS-ben mostuk, majd 1%-
os paraformaldehiddel fixaltuk. A méréseket ést&l@léseket a pSS betegek vizsgéalata
soran a Coulter EPICS XL-4 készliléken (Beckman t€olnc.), az SSc betegek esetén
a Coulter FC500 flow cytometeren (Beckman Coultexc.)l végeztik el. A
lymphocytakat, monocytakat €s granulocytakat a thikrés granulaciés mintazatuk
alapjan kulonitettik el, azdtk, illetve oldalra szort fény intenzitdsanak meghazasa
segitségével. A lymphocyta kapuban 5000 sejtét@tink 6ssze a mintak kiértékelése
soran.

A sejtek tipusait az alabbi modon hataroztuk megejiek (CD3+), Th sejtek
(CD3+ CD4+), cytotoxikus T-sejtek (CD3+ CD8+), Bitek (CD19+), korai aktivalt T-
sejtek (CD3+ CD69+), kés aktivalt T-sejtek (CD3+ HLA-DR+), NK (CD3- CD16+
CD56+) és NKT sejtek (CD3+ CD16+ CD56+). A vizsgahjtek aranyat a teljes
lymphocyta populaciéban adtuk meg.

A naiv és memodria T-sejt altipusok értékei a CD4+C®8+ sejtpopulacidkon
belll lettek meghatarozva, az alabbiak szerintv rialper T (CD4+ CDA45RA+
CD62L+), centralis memoéria helper T (CD4+ CD45RB8B62L+), effektor memoria
helper T (CD4+ CD45RA—- CD62L-), naiv cytotoxikugGD8+ CD45RA+ CD62L+),
centralis memoria cytotoxikus T (CD8+ CD45RA- CD62L effektor memoria
cytotoxikus T (CD8+ CD45RA- CD62L-) és termindlisdifferencialédott effektor
memodria cytotoxikus T-sejtek (CD8+ CD45RA+ CD62L-).

3.4.2. CD4+ T-sejtek alcsoportjainak meghatarozasa

A CD4+ T-sejtek intracellularis festéséhez az alabbnoklondlis antitesteket
hasznaltuk: FITC-konjugalt IFN-gamma, PE-konjugalhti-interleukin IL-4, PE-
konjugalt anti-IL-10 (BD Biosciences), tovabba P@njugalt anti-IL-17 (R&D
Systems, Minneapolis, MN, USA). A meghatarozas rsdrédnl periférids, heparinnal
alvadasgétolt vért higitottunk 1:2 aranyban 80 ngghtamycint és 2 nM glutamint
tartalmazé RPMI-1640-ben. A sejtek stimulalasahdz riy/ml phorpbol-myristat-
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acetatot (Sigma Aldrich Corp, St. Louis, MO, USA&¥) 1ug/ml ionomycint (Sigma
Aldrich Corp) hasznaltunk 4 éran keresztilGbn és 5% COmellett. A de novo
szintetizalt citokinek transzportjat a Golgi appas®dl 10 pg/ml brefeldin-A-val
gatoltuk meg (Sigma Aldrich Corp). A nem stimulsdijtek kontrollként szolgaltak. A
stimulacié utan a sejteket sejtfelszini anti-CD4itasttel (BD Biosciences) jeloltik, és
szobaldmersekleten sotétben 30 percen keresztil inkubaltizt koveben
hemolizaltuk a vorosvértesteket FACS Lysing SohlutigBecton Dickinson)
felhasznalasaval. A leukocytadkat ezt kdest centrifugaltuk (500 g, 10 perc) és
sejtmembranjukat permeabilizéltuk FACS Permeabidjz5olution (BD Biosciences)
segitségével. A mintakat PBS-ben atmostuk, és gi@pparatusban Iéwitokineket a
fluorokrommal konjugaltatott monoklonalis antitddtel megjel6ltik, a mintakat 30
percen at sotétben szolbamérsékleten inkubaltuk, majd a sejteket 1%-0s
paraformaldehidben fixaltuk. Az intracellularis té&dés alapjan az alabbi sejteket
kulonboztettik meg: Thl: CD4+ IFN-gamma+ IL4-; TH2D4+ IFN-gamma- 1L4+;
Trl: CD4+ IL10+; Th17: CD4+ IL17+.

A CD4+ CD25+ Treg sejttipus meghatarozasahoz abbialéeagenseket
hasznaltuk fel: Ficoll (Sigma Aldrich, St Louis, MQ@SA), anti-CD4-FITC (Sigma
Aldrich), anti-CD25-PC5 (Immunotech), anti-FoxP3;Riftone: PCH101 (eBioscience,
San Diego, CA, USA). A jeldléshez heparinnal ahsddolt verbl, Ficoll gradiens
mobdszerrel izolalt periférids mononukleéris sejtgl®BMCs) hasznaltunk. A PBMC-
ket a az intracellularis festéshez hasznalt kit iqe@lence) A-oldataban
felszuszpenzaltuk, majd egy €jszakan keresztif€20n inkubaltuk. Masnap a sejteket
felolvasztas utan felszuszpenzaltuk a B-oldatl2f) percig sététben inkubaltuk 4 °C-os
héomérsékleten. Ezt kowetn a mintdkat a jelél pufferrel kétszer mostuk, majd
felszuszpendalast kowein hozzaadtuk a blocking puffert, és 15 percig tbété
szobaldmérsékleten inkubaltuk. Ezt kodenh a sejtfelszini (CD4, CD25) és
intracellularis [forkhead box P3 (FoxP3)] markergleni antitesteket torténjelolés
egyidejileg tortént. A CD4+ CD25+ Treg sejtek meghatarozakafeltételeként a
CD4+, FoxP3+ és CD28%" festdés szerepelt.

A mintadkat a pSS betegek esetében a Coulter EPIG8 kesziléken, mig az
SSc betegeknél Coulter FC500 flow cytometeren (Beck Coulter Inc.) mértik le. A

lymphocytakat, granulocytdkat és monocytakat a ohdgiai tulajdonsaguk alapjan
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kapuztuk ki, s kilonitettik el. A kiértékelés 50004+ sejt begljtésével tortént. A

sejtek szazalékos aranyat a CD4+ lymphocyta pogldan hataroztuk meg.

3.4.3. CD4+ CD25+ Treg sejtek in vitro funkcionalizvizsgalata

A CD4+ CD25+ T-sejteket periférias, heparinnal désgatolt verél Ficoll
gradiens modszerrel szeparalt PBMGs-lizolaltuk Miltenyi Regulatory T Cell
Isolation Kit, illetve LD és MS oszlopok (MiltenyBiotech, Bergisch Gladbach,
Germany) felhasznélasaval, a gyarto altal leirtgkalinak megfelglen. A magneses
mikrogydngyok segitségével izolalt 1X1GD4+ CD25+ és CD4+ CD25- T-sejteket
200 pl RPMI 1640-ben szeparaltan, illetve 1:1 aranyl Kekeltirdban tenyésztettik
72 oOran keresztul. A poliklondlis stimulacié szidaksara anti-CD3/CD28 T-sejt
expander mikrogyongyoket (Dynal, Oslo, Norway) é&ikaztunk 1 gyongy/sejt
koncentraciéban. A sejtproliferaciét tetrazoliunagal teszttel vizsgaltuk (EZ4U
Proliferation Kit, BioMedica Inc, San Diego, CA, By Az optikai denzitas (OD)
értékeket 450 nm-es hullamhosszon Labsystems Maiti$/S készulékkel (MTX Lab
Systems Inc., Vienna, VA, USA) mértik le. A keviewtturak OD értékeit korrigaltuk a
tiszta CD4+ CD25+ T tenyészetek OD értekeivel. Apgresszor aktivitast a CD4+
CD25- T-sejt kultarak és a kevert kulturak korrig@D értékeinek hanyadosa alapjan

szamoltuk.

3.4.4. Szérum citokinek meghatarozasa

A szérum IL-4, IL-6, IL-10, TNF-alfa, IFN-gamma &%F-béta szinteket a
megfeleb OptEIA ELISA kit-ek (BD Biosciences) felhasznalaahszendvics ELISA
technikaval hataroztuk meg, a gyarto altal leistrimkcioknak megfeléen. A mérések
Labsystems Multiskan MS késziléken (MTX Lab Systénas) térténtek 450/570 nm-
es hulldamhosszon, a kiértékelést a Genesis v3.@ftver (Life Sciences Ltd,
Nottingham, UK) segitségével végeztik.

A szérum citokinek széles spektrumanak (TNF-alfy-gamma, IL-1-alpha,
IL-1-beta, IL-1RA, IL-2, IL-4, IL-6, IL-8, IL-10, L-13, IL-17, CCL2, FGF, VEGF,

EGF és HGF) meghatarozasa multiplex citokin asshyan. Fluorokine Multianalyte

36



Profiling Kit-ek (R&D Systems) felhasznélasavaltéit. A mintak feldolgozasat a
gyarté altal megadott protokollnak megféleh végeztik el, a mérések kivitelezése és
kiértékelése Luminex 200 (Luminex, Austin, TX, USApalizator, illetve Applied
Cytometry System STarStation 3.0 szoftver (Appli@gtometry, Dinnington, UK)
felhasznalasaval tortént a Semmelweis Egyetem kdinKisérleti Kutat6- és Human

Elettani Intézetében.

3.4.5. A szérum komplement és autoantitest szintekeghatarozasa

A C3 és C4 szérum komplement méréseket BN Il Nepheteren (Siemens
AG, Minchen, Germany) végeztik el anti-C3 és adtiabtitestek (Dialab GmbH,
Neudorf, Austria) és a megfetel kontrollok és kalibratorok (Siemens AG)
felhasznalaséaval.

Az autoantitestek vizsgélatdt HEp2 sejteken védreziA-ANA-HEp2-1gG
immunfluoreszcencias kit (Viro-Immun Labor-Diagnkat GmbH, Oberursel,
Germany) felhasznaladsaval, a gyarté altal megahstrukcioknak megfeléen. A
mintazatok azonositasara Eurostar Il Plus fluomrszanikroszképot (EUROIMMUN
AG, Lubeck, Germany) hasznaltunk. A HEp2 sejtesgdiat mellett az extrahalhat6
nuklearis antigén (ENA) elleni antitestek ELISAiB#esztje is megtoértént, melynek
pozitivitasa esetén elvégeztik az Sm, Sm/RNP, SS&B, Scl-70 és Jo-1 elleni
antitestek egyedi meghatarozasat is ELISA méddzarmeegfeled AUTOSTAT Il kit
(Hycor Biomedical, Indianapolis, IN, USA) alkalma2&al, a gyartdé altal megadott
protokolinak megfelélen. A mérésekhez és az adatok kiértékeléséhez RANX-BDO

készuléket (Diasorin, Saluggia, Italy) hasznaltunk.

3.5. Statisztikai médszerek

A statisztikai adatfeldolgozas soran SPSS v.12@sat (SPSS Inc., Chicago,
IL, USA) alkalmaztunk. Az adataink normal eloszlgaa vizsgalatat Kolgomorov-
Smirnov teszttel végeztik el. Normal eloszlas esaiéghataroztuk az atlag + szoras
(SD) eértékeket, és a kisérleti adataink statiszti@rtékeléséhez kétmintas t-probét

végeztink. Nem-normal eloszlas esetén median, vaaminimum és maximum
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értékeket kalkulaltunk, és Mann-Whitney prébat kilaztunk. Ismételt méréses
variancia-analizis (ANOVA) tesztet végeztink a pagterek idbeli valtozasanak
vizsgalatdhoz. A korrelacidos szamitasok soran nbetdzlas esetén a Pearson-féle,
nem-normal eloszlas esetén a Spearman-féle kael&oefficienst hataroztuk meg.

A statisztikai probak értékelésénél a p < 0,05kéttéekintettiik szignifikansnak.
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4. EREDMENYEK

4.1. A Sjogren-szindroma vizsgalatanak eredményei

A Dbetegek és a kontroll személyek immunstatuszana@kmérésére
meghataroztuk a periférids vérikben az NK, NKT, €s1CD4+ CD25+ T reg sejtek
szazalékos aranyat. A CD4+ CD25+ Treg sejtek sagsgor aktivitasanak
vizsgalatdhoz in vitro funkciondlis vizsgalatot e&tiink. Az eredményeink kiértékelése
soran figyelembe vettiik az extraglandularis tindtékyat, illetve meglétét a primer
Sjogren-szindromas betegek korében, s az ez alapp@gkilonboztetett két
betegcsoport sejtes adatainak o©sszevetését is eehidg Tovabba megmertik a
szérumban az IL-4, IL-6, IL-10, TNF-alfa és IFN-gama szinteket, s a sejtes és
humoralis immunparaméterek meghatérozasa soraaltéslitbréseket dsszevetettik a

betegek mirigyszekrécids vizsgalati eredményeivel.

4.1.1 Periférias NK és NKT sejtek

A periférihs NK sejtek szazalékos aranyat primedg&n-szindromaban
szenved betegeknél az egészséges kontrollhoz viszonyitvagnifkansan
magasabbnak mértiik (15,31 + 9,81 % vs. 10,87 + %74 = 0,034) (6A. Abra). A
szisztémas tlnetek jelenléte, illetve hianya atapgéulonitett két betegcsoportban
kozel azonos NK értékek igazolédtak, és bar a ktinfrtékekhez képest magasabbak
voltak, a killdnbségek nem érték el a statisztigaslzignifikans szintet (6B. Abra).
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6. Abra. NK sejtek szazalékos értékei az egészséges szér(@lye20), pSS betegek
(n = 32), illetve glandularis (n = 9) és extraglalddis tineteket mutaté pSS betegek (n
= 23) periférias véreben. Az abrakon az atlagekigtkés a szorasokat (SD) tuntettik

fel. A szignifikdns kulonbségeket (*)-gal jeloltik.

A periférias NKT sejtek értékeit az NK sejtekéheasdnloan szignifikansan
emelkedettnek talaltuk a betegekben a kontroll ddtertz viszonyitva (5,18 + 4,60 %
vs. 3,07 + 2,28 %, p = 0,033) (7A. Abra). Az EGMhtitaté betegek vérében az NKT
sejtek aranya szignifikAnsan magasabbnak adddotsak glandularis tlnetekt
szenved betegekben (6,26 + 4,85 % vs. 2,41 £ 2,30 %, p,693), és a kontroll
egyénekben mért értékekhez képest (6,26 + 4,85.98,03 = 2,28 %, p = 0,005). A
glandularis pSS betegek és az egészséges szenaélgti hasonlénak adodtak (7B.
Abra).
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7. Abra. PerifériasNKT sejtek szézalékos értékei az egészséges szshng@ly= 20),
pSS betegek (n = 32), illetve glandularis (n = 9)e&traglanduléris tiineteket mutato
pSS betegek (n = 23) vérében. Az abradkon az atEgket és a szorasokat (SD)
tuntettik fel. A szignifikans kilénbségeket (*)-gelloltik.

4.1.2. Periférias regulativ T-sejtek

A periférias Trl sejtek aranyat jeléaen emelkedettnek mértik a betegekben az
egészségesek adataihoz viszonyitva (18,51 + 7,88.%,73 + 4,06 %, p < 0,001) (8A.
Abra). A betegek két alcsoportjanak 6sszehasoalis@san azt tapasztaltuk, hogy az
EGM-et mutatd betegek Trl sejtjeinek aranya sziggnilsan magasabb volt a csupan
glandularis tiineteket mutato betegek ertékeihee4t20,02 £ 8,57 % vs. 14,81 + 3,96
%, p = 0,028). A kontroll értékekhez tortéwiszonyitas soran a betegek mindkét
alcsoportjdban szignifikansan emelkedett Trl arlangazolddtak (glandularis pSS vs.
kontroll: 14,81 + 3,96 % vs. 2,73 £ 4,06 %, p <@LPpSS + EGM vs. kontroll: 20,02 +
8,57 % vs. 2,73 + 4,06 %, p < 0,001) (8B. Abra).
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8. Abra. Trl sejtek szazalékos értékei az egészséges sakr(@ly 20), pSS betegek
(n = 32), illetve glandularis (n = 9) és extraglaldis tiineteket mutaté pSS betegek (n
= 23) periférias vérében. Az abrakon az atlagekigtkés a szorasokat (SD) tuntettik

fel, a szignifikans kulénbségeket (*) jeloli.

A CD4+ CD25+ Treg sejtek szazalékos aranyat silgmban alacsonyabbnak
meértik a pSS betegek periférias vérében az egéeszdémtrollokéhoz viszonyitva
(3,07 £ 1,41 % vs. 4,59 + 2,34 %, p = 0,005) (9Ard). A szisztémas tiineteket mutato
pSS betegek értékei szignifikAnsan magasabbakkvaltasak glandularis eltéréseket
mutatd betegekéhez képest (3,39 + 1,26 % vs. 2,25%* %, p = 0,038), azonban a
szignifikans kulénbség tovabbra is megmaradt a ded#tekét alcsoportja és az
egészséges kontroll személyek adatai kozoétt (glandypSS vs. kontroll: 2,25 + 1,51
% vs. 4,59 + 2,34 %, p = 0,003; pSS + EGM vs. kahtB,39 + 1,26 % vs. 4,59 + 2,34
%, p = 0,038) (9B. Abra).
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9. Abra. Periférias CD4+ CD25+ Treg sejtek szazalékos éirtélee egészséges
személyek (n = 20), pSS betegek (n = 32), illetemdularis (n = 9) és extraglandularis
tineteket mutatd pSS betegek (n = 23) vérében. bkakan az atlagértékeket és a

szorasokat (SD) tuntettik fel. A szignifikans kidgéageket (*)-gal jeldltik.
4.1.3. A CD4+ CD25+ Treg sejtek in vitro funkcionék vizsgélata

Az in vitro funkcionalis teszthez véletlensizen kivalasztottunk 14 beteget,
melyek kdzll heten csak glanduléris, mig hetenagldndularis tineteket is mutattak.
Az egészséges személyek kodzil szintén heten vedtt a vizsgalatban. Adataink
alapjan a pSS betegek periférias CD4+ CD25+ Trggeiséényegesen csokkent
szuppresszor aktivitast mutattak a kontroll eredyekhez képest (1,526 + 0,66 vs.
2,395 + 0,87, p = 0,019) (10. Abra). A betegek &ésoportjanak értékei kozott nem
taldltunk kilonbséget.
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10. Abra. A periférias CD4+ CD25+ Treg sejtek in vitro szuggszor aktivitasa
egészséges szemeélyek (n = 7) és pSS betegek (n) =skdeben. Az abran az

atlagértekeket és a szorasokat (SD) tuntettllafetignifikans kilonbséget (*) jeldli.

4.1.4. Szolubilis citokinek

Vizsgalataink soran szignifikansan magasabb IL-6 €&KF-alfa, mig
szignifikansan csotkkent IL-10 szinteket mértlinkSSbetegek szérumaban a kontroll
személyek értékeihez képest. A szérum citokinekdakben és egészségesekben mért

koncentracioit, s azok 6sszehasonlitasat a Illlazah szemlélteti.

Szolubilis citokin pSS betegek Kontrollok Szignifikancia
IL-4 1,44 (0-38,06) pg/ml 0,95 (0,1-47,38) pg/ml n.s.
IL-6 0,8 (0,8-32,5) pg/ml 0,8 (0,8-2,2) pg/ml p = 0,001
IL-10 0,79 (0-72,86) pg/ml 5,14 (0,1-31,91) pg/rl p =10,0
TNF-alfa 0,8 (0,1-16,5) pg/mi 0,4 (0,1-1,2) pg/ml p = 0,001
IFN-gamma 14,6 (0-272,88) pg/ml 10,47 (0,1-57,6) pg/ml n.s.

[ll. Tablazat. Szolubilis citokinek median és sz&drtékei. (n.s.: nem szignifikans)
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4.1.5. Regulativ sejtek és szolubilis citokinek ké#ti kapcsolat vizsgalata

Eredményeink statisztikai feldolgozasa soran nedatirelaciot tapasztaltunk a

betegek szérum IL-10 szintjei és periférias Triesegk szazalékos aranyai kozott (R
-0,369, p = 0,019).

4.1.6. A periférias immunparaméterek és a siccas ietek vizsgalati eredményeinek

kapcsolata

A betegek siccas tlneteinek klinikai vizsgalatadaoelvégzett szialometria és
Schirmer-teszt eredményei és a tanulmanyunk sor&@rt nmmunparaméterek
statisztikai kiértékelése soran negativ korreladepasztaltunk a periférias CD4+
CD25+ Treg sejtek szazalékos aranyai és a betaigbmetrias eredményei kozott (R
=-0,538, p = 0,003) (11. Abra).

*
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11. Abra. Negativ korrelacio a pSS betegek (n = 32) peri$é@d4+ CD25+ Treg
sejtjeinek szazalékos értékei és a szialomteriasgalatok eredményei kozott (p =
0,003).
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A Schirmer-teszt soran nyert eredmények feldolgpzmsan nem tapasztaltunk
szignifikans 6sszefliggést a vizsgalt immunpararaktedzott.

4.1.7. Az autoantitest pozitivitds €s a vizsgalt imunparaméterek kozotti

osszefliggések

A vizsgalatba bevont pSS betegek kozul 19 betety S8+A pozitiv, mig 9
esetben SS-A — SS-B ké&it autoantitest pozitivitAs igazolodott. A statisati
feldolgozas sordan nem taldltunk 0sszefliggést anantitestek jelenléte és a
tanulmanyunk soran megfigyelt immunologiai eltékéisgzott.

4.2. A szisztémas sclerosis vizsgalatanak eredménye

A kutatadsaink soran az aktivalt, illetve a naivnésmoéria T-sejt alpopulaciok,
tovabba egyéb immunkompetens sejtek aranyat (B, NKT, Thl, Th2, Thl7, Trl,
CD4+ CD25+ Treg) hataroztuk meg az SSc betegeké&szeéges kontrollok periférias
vérében. In vitro funkcionalis teszttel megvizsglla betegek és egészségesek CD4+
CD25+ Treg sejtjeinek szuppresszor aktivitasat. ikglk a szérumban az IL-4, IL-10
és IFN-gamma, illetve a komplement szinteket, &zéfsiggéseket kerestink a vizsgalt

laboratoriumi paraméterek és a betegek klinikaipgtanak sulyossaga kozott.

4.2.1. Periférias B-sejtek és T-sejt altipusok

Nem talaltunk szignifikans kulonbséget az SSc haitegs egészséges kontroll
személyek periférias B, T, illetve a CD4+ és CD8s€Jtjeinek szazalékos aranyaban.
Az aktivalt T-sejtpopulaciok vizsgalata soran migaaai aktivalt (CD3+ CD69+) T-
sejtek nem mutattak érdemi kilénbséget, addig &i leddivalt (CD3+ HLA-DR+) T-
sejtek szignifikansan magasabb szazalékos arantdttaki az SSc betegek periférias
vérében az egészséges kontroll személyek értékképpst (3,58 + 1,83 % vs. 2,01 +
1,57 %, p = 0.012).
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A naiv és memoria sejtek vizsgalata soran a bebegekzignifikansan cstkkent
CD4+ naiv T (CD4+ CD45RA+ CD62L+) sejtaranyokat tiék (34,74 £ 10,39 % vs.
42,76 £ 8,09 %, p = 0,038), mig a CD4+ centralismoea T (CD4+ CD45RA-
CD62L+) sejtek szignifikhnsan emelkedettek voltakoatrollok adataihoz viszonyitva
(39,59 + 7,77 % vs. 34,16 + 5,43 %, p = 0,039). B4& effektor memoéria T (CD4+
CD45RA- CD62L-) sejtek értéekei nem mutattak szaedtieltérést. A CD4+ naiv és
memoria sejtpopulaciokhoz hasonléan, a kontrollt@dez képest a betegekben
szignifikansan cstkkent CD8+ naiv T (CD8+ CD45RABB2L+) sejtaranyt (28,03 £
15,13 % vs. 44,37 + 18,93 %, p = 0,027), és emelitedD8+ centralis memoria T
(CD8+ CD45RA- CD62L+) sejtaranyt tapasztaltunk {67+ 13,51 % vs. 10,05 + 4,22
%, p = 0,035). A CD8+ effektor memoria T (CD8+ CB¥s CD62L-) és a CD8+
termindlisan differencialédott T (CD8+CD45RA+CD62Lsejtek szazalékos aranyai
hasonléknak adodtak a beteg és egészséges popbEmTioA 12. Abra szemlélteti a
periférias naiv és memoaria T-sejt alcsoportok kekbgn és kontroll személyekben mért

szazalékos aranyait.
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12. Abra. Naiv és memoria T-sejtek szazalékos értékei az B$Segek (n = 21) és

egészséges kontroll személyek (n = 15) periféri@gben. Az aranyok az egyes
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sejttipusok gyakorisagéat tukrozik a CD4+, illetv®& T-lymphocyta populécidban.
Az &bran az Aatlagértékeket és a szérasokat (SDiettik fel. A szignifikdns

kulonbségeket (*)-gal jeloltik.

4.2.2. Periférias NK és NKT sejtek

A periférias NK sejtek szazalékos aranyat SSc-beenwed betegeknél az
egészséges egyenekéhez viszonyitva szignifikanagasabbnak mértuk (13,33 £ 6,25
% vs. 8,74 £ 3,74 %, p = 0,014). Az NK sejtekketraben, az NKT sejtek szazalékos
aranya szignifikAnsan alacsonyabbnak adddott egéldven a kontroll személyekhez
képest (1,25 + 0,91 % vs. 2,67 + 2,34 %, p = 0,§23) Abra).
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13. Abra. Immunkompetens sejtek szazalékos aranyai az S@gdhe (n = 21) és
egészséges kontroll személyek (n = 15) perifériéi®ben. Az NK és NKT sejtek
aranyait a teljes lymphocyta populaciéban, mig gyes T-sejt altipusok értékeit a
CD4+ lymphocyta populacioban adtuk meg. Az abraatigértéekeket és a szérasokat

(SD) tuntettuk fel, a szignifikans kilonbségekgtj€toli.

48



4.2.3. Periférias helper T-sejtek

Az SSc betegekben a kontrollhoz képest szignifisaredacsonyabbnak talaltuk
a Thl sejtek szazalékos aranyat (12,78 + 5,21 %849 * 4,87 %, p = 0,004). A Th2
sejtek esetében nem tapasztaltunk eltérést a lheémsgegészségesek értékei kozott. A
Th17 sejtek esetében a betegek periférias véréhgnifikAnsan magasabb szazalékos
aranyt mértiink a kontroll értékekhez viszonyitv®81+ 0,71 % vs. 1,05 = 0,49 %, p =
0,028) (13. Abra).

4.2.4. Periférias regulativ T-sejtek

A periférias Trl sejtek szazalékos értékét jélsam alacsonyabbnak mértik az
SSc betegek vérében, mint az egészségesekébent (0,54 % vs. 0,87 + 0,31 %, p =
0,002). A CD4+ CD25+ Treg sejtek szazalékos ardmybrl sejtekéhez hasonldan
alacsonyabbnak adodott a betegek periférias vérghea + 2,29 % vs. 6,21 + 0,91 %,
p = 0,031) (13. Abra). Mindezen eltérésékmdédoan, amikor kiszamitottuk a
Th17/CD4+ CD25+ Treg sejtek egymashoz viszonyitotinyat, az SSc betegek
esetében szignifikansan magasabb értékeket kaptugészséges személyek hasonlo
mabdon kiszamitott értékeihez viszonyitva (0,39280s. 0,23 £ 0,14, p = 0.042).

4.2.5. A CD4+ CD25+ Treg sejtek in vitro funkcionak vizsgalata

A tanulmanyba bevont minden egyes beteg és konsa#mély esetén
elvégeztik a CD4+ CD25+ Treg szuppresszor funkeakain vitro vizsgalatat.
Eredményeink alapjan az SSc betegek periférias COZD25+ Treg sejtjeit
szignifikasan csokkent szuppresszor aktivitas nediete az egészséges kontrollokéhoz
viszonyitva (1,48 + 0,31 vs. 2,23 + 0,79, p = 0)0(113. Abra).
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14. Abra. A periférias CD4+ CD25+ Treg sejtek in vitro szuggszor aktivitasa
egészséges személyek (n = 15) és SSc betegek (h) esBtében. Az abran az

atlagértekeket és a szorasokat (SD) tuntettllafetignifikans kilonbséget (*) jeldli.

4.2.6. Szolubilis citokinek

Vizsgalataink soran szignifikansan alacsonyabb OL<gzinteket meértink a
betegek szérumaban, a kontroll egyének eredmérgygibeonyitva (2,71 + 2,13 pg/ml
vs. 7,19 £ 4,16 pg/ml, p < 0,001). Az IL-4 és IFBRgma szérumszintek nem mutattak
eltérést a betegek és egészségesek adatainak ammaidiasa soran (IL4: 0,97 + 0,13
pg/mlvs. 1,02 + 0,28 pg/ml; IFN-gamma: 7,59 + eptml vs. 7,33 = 5,04 pg/ml).

4.2.7. A bel§ szervi érintettség, a Brérintettség sulyossaga és a vizsgalt

immunparameéterek kozotti 6sszefliggések

Az SSc betegeket a klinikai vizsgalati eredményai&pjan két alcsoportba
osztottuk. Tizenkét betegnél mutattunk ki Bedgervi érintettséget, melynek eloszlasa a
kovetkedképpen alakult: PAH n = 4, tifibrézis n = 8, nyelcs motilitasi zavar n =
7, savoshartya gyulladas n = 1. A betegek kdzehkién csakdrtiinetekél szenvedtek.

A statisztikai feldolgozas soran azt tapasztalhdgy a belszervi érintettséget mutato
betegek periférids vérében szignifikansan magasabiK sejtek szdzalékos aranya a
csupan Brtinetekél szenvedk (15,41 + 6,27 % vs. 9,21 + 4,21 %, p = 0,014¢tvie

az egészseges kontroll személyek adataihoz kélegtl(+ 6,27 % vs. 8,74 + 3,74 %, p

50



= 0,005). A periférias NK sejtek szazalékos éitdkasonloknak adddtak a csak
bérérintettsédil szenved betegek és az egészséges egyének dsszehasauitisa

Negativ korrelaciot tapasztaltunk a betegek modtidRodnan-féle &rpontszam
ertékei és a periférias Trl sejtek szazalékos ardiyzott (R = —-0.485, p = 0,026) (15.
Abra).
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15. Abra. Negativ korrelaci6 az SSc betegek moédositott Rodéle Erpontszam
értékei és a periférias Trl sejtek szazalékos ar&dgzott (p = 0,026).

4.2.8. A komplement szintek, az autoantitest pozitiths €és a vizsgalt

immunparaméterek kozotti 6sszefliggések

Negativ korrelaciot figyeltink meg a betegek CD4B256+ Treg sejtjeinek
szazalékos aranyai, valamint a C3 (R = -0,531,0p)023) és C4 komplement szintjei
kozott (R =—-0,515, p = 0,017) (16A és B. Abra).

A betegek kozoétt 14 esetben volt kimutathaté az-%eit70 autoantitest
jelenléte a periférids vérben. Nem talaltunk ossggdst az autoantitest jelenléte, illetve

titere és a vizsgalt immunparameéterek szintjei kbz06
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16. Abra. Negativ korrelaci6 az SSc betegek periférias CI¥B25+ Treg sejtek

szazalékos aranyai és a komplement szintek ko@®tC3: p = 0,013,8) C4: p =

0,017).
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4.3. A fotoferezis kezelés vizsgalatanak eredményei

A tanulmanyunk soran kiértékelttk a fotoferezis apga Kklinikai és
immunbioldgiai hatasait. Nyomon koévettik az SStegek lor- izlleti és bels szervi
érintettségének alakulasat a kezelések soran. 8tmggaz aktivalt T-sejtek, a B, NK,
NKT, Thl, Th2, Th17, Trl, CD4+ CD25+ Treg sejtelsadlut szamanak és szazalékos
aranyanak valtozasat a betegek periférias vérélderdpia alatt. In vitro funkcionalis
teszttel nyomon kovettik a CD4+ CD25+ Treg sejtekippresszor aktivitasanak
alakuladsat. Megmertiuk a szérum TNF-alfa, IFN-gamiind,-alpha, IL-1-beta, IL-1RA,
IL-2, IL-4, IL-6, IL-8, IL-10, IL-13, IL-17, CCL2,FGF, VEGF, EGF, HGF és TGF-
béta szintjeit, és figyelemmel kisértik azok valsi a terapia soran. Veégezetil
0sszefliggéseket kerestiink a Klinikai allapotjavidésa vizsgalt immunparaméterek

kozott.
4.3.1. Bir-, izlleti és bel$ szervi érintettség

A betegek modositott Rodnan-félérpontszamaban mar az &lkezelést
koveben szignifikans javulast észleltiink (32,69 + 4,3629,81 + 3,56, p = 0,049), és a

tergpia tovabbi folytatdsa soran is progresszikkemiest tapasztaltunk (utolsé kezelés
utani MRSS érték: 20,17 + 3,76) (17. Abra).
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17. Abra. Az SSc betegek (n = 16) modositott Rodnan-fél@dntszamanak valtozasa
a terapia soran. Az abran az atlagértekeket éd@asskat tlintettik fel. Egy adott
idépontban mért értékeket az azt mégél idopont adataival hasonlitottuk 6ssze, a

szignifikans kulonbségeket (*)-gal jel6ltik.

Az ultrahangos vizsgalatok alapjan@\mastagsag jelets csokkenést mutatott a
fotoferezis kezelések eredményeként. Statisztigailazignifikans kulonbséget
tapasztaltunk a kiindulasi és az utolsé kezelésahk mért értékek kdzott (1V. Tablazat).

Terapia megkezdése étt Utolso6 kezelési ciklus utan | Szignifikancia
Felkar 0,98 + 0,28 mm 0,84 + 0,22 mm p =0,016
Alkar 1,01 £ 0,21 mm 0,90 £ 0,19 mm p =0,017
Kéz 1,12 + 0,23 mm 0,99 £ 0,24 mm p=0,013
Ujj 1,25 £ 0,24 mm 1,06 £ 0,25 mm p < 0,001

IV. Tablazat. A felsé végtagok extensor felszinein métinastagsagok atlagos + SD

értékei.



Az izlleti mozgasképesség szintén jelenfjavuldst mutatott a kezelések

hatdsara, a mozgéstartomanyok szignifikans novekeagedményezve (V. Tablazat).

Mindezeken tul javulast tapasztaltunk a betegeksoadpertirajanak kdvetése soran is,

ugyanis szignifikans kulonbséget figyeltink megetelgek kiindulasi és utolso kezelés
utéani értékei kozott (2,96 + 0,53 cm vs. 3,84 208, p < 0,001) (18. Abra).

Terapia megkezdése

Utolso kezelési ciklus

Szignifikancia

elott utan
Vall anteflexio 143,75+ 21,79 ° 164,69 +12,31° p = 0,003
retroflexio 47,66 = 6,68 ° 55,62 £ 9,46 ° p = 0,010
elevatio 70,47 £ 4,49 ° 75,31 + 8,06 ° p =0,044
Koényok | flexio 56,87 + 11,27 ° 69,37 £9,32 ° p = 0,002
Térd flexio 76,66 £ 14,35 ° 87,17 £13,85° p = 0,049

V. Tablazat. Szignifikans javulast mutato iziletek mozgastartoyainak atlagos + SD

értékei.

Tizenharom betegnél diagnosztizaltunk a kezelésegkerdése étt szervi

érintettséget, amelyek eloszlasa az alabbi voltd A= 3; pulmondlis fibrozis n = 9;

nyelbcsd motilitasi zavar n = 4, savoshartya gyulladas b. Bar a kezelések hataséara

nem javultak, azonban a terapia 9 honapja sor&@zabbodast sem mutattak a betegek

belsy szervi manifesztacioi.

18. Abra. Fotoferezis terapia étti, illetve az utolsé kezelési ciklus utani szppetira
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4.3.2. Periférias B, T, NK és NKT sejtek

Tanulmanyunk soran nem talaltunk szignifikans kbkgyet a periférias CD3+,
CD4+, CD8+ T-sejtek és a B-sejtek értékei eset@bbetegek és kontroll személyek
kozott. Az aktivalt T-sejtek vizsgélata soran a dkésktivaciot mutatd T-sejtek a
betegekben szignifikAnsan magasabb szézalékostarangttak, mint az egészséges
szemeélyekben (3,72 + 1,59 % vs. 2,24 + 1,43 %,00048), mely értékek a fotoferezis
kezelések hatasara nem valtoztak.

A CD95+ B-sejtek értékei nem mutattak érdemi e#terazonban a CD95+ T-
sejtek esetében mind a sejtszadm, mind a szazakérsy magasabbnak adddott a
betegekben a kezelések megkezdéste alkontroll értékekhez viszonyitva (sejtszam:
0,485 + 0,164 G/l vs. 0,342 + 0,139 G/I, p = 0.08&jtarany: 42,95 + 7,65 % vs. 32,53
+ 5,91 %, p < 0.001). Medfigyeléseink alapjan egetékek mar az elsECP ciklust
koveen szignifikdnsan csokkentek a kiindulasi adatokkégest (sejtszam: 0,373 +
0,131 G/l vs. 0,485 + 0,164 G/I, p = 0,035; sejigré35,22 + 6,94 % vs. 42,95 + 7,65
%, p = 0,003), és az egészséges kontrollokéhoakvtatisonlova (19A. Abra).

Az NK sejtek abszolit szdma, és szazalékos ardsymdgasabb volt a
betegekben a kontrollhoz képest (sejtszam: 0,104.82 G/l vs. 0,131 + 0,038 G/I, p =
0,043; sejtarany: 13,16 £ 6,65 % vs. 9,01 + 3,79 %,0,038). Ezzel szemben az NKT
sejtek értékei a betegekben szignifikhnsan ala@ddmak bizonyultak az
egészségesekéhez képest (sejtszam: 0,0194 + 0DLYE. 0,0399 + 0,0284 G/, p =
0,041; sejtarany: 1,18 + 1,04 % vs. 2,16 + 1,59%,0,047). Az eredményeink alapjan
megallapithatd, hogy a fotoferezis terdpia nem \@temi hatdssal e sejttipusok

értékeire.
4.3.3. Periférids Thl, Th2 és Th17 sejtek

A Thl sejtek szama és aranya szignifikhnsan algeddmak adoédott a
betegekben a kontrollhoz képest (sejtszam: 0,1a®&7 G/l vs. 0,167 + 0,045 G/I, p =

0,034; sejtarany: 13,72 + 5,23 % vs. 18,25 £ 4,71p% 0,017), azonban a medfigyelt
eltérésre nem volt hatassal a fotoferezis terapialh2 sejtek kvantitativ értékei
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hasonldak voltak a betegekben és egészségeseklgsmrsiantén nem mutattak valtozast
a kezelések hatasara.

A Th1l7 sejtek adatai a kezelések megkezdé&ste stignifikansan magasabbak
voltak a betegekben a kontrollokéhoz képest (s@ps0,0129 + 0,0062 G/l vs. 0,0073
+ 0,0034 G/I, p = 0,007; sejtarany: 1,61 + 0,74 % $£,09 + 0,48 %, p = 0,025),
azonban mar a masodik kezelést kéeat jelentsen csokkentek (sejtszam: 0,0085 +
0,0032 G/l vs. 0,0129 + 0,0062 G/I, p = 0,021;aéjy: 1,14 + 0,37 % vs. 1,61 + 0,74
%, p = 0,032) és hasonlokka valtak a kontroll érkélez (19B. Abra).

4.3.4. Periférias regulativ T-sejtek (Trl és CD4+ D25+ Treq)

Mind a Trl, mind a CD4+ CD25+ Treg sejtek csOokkegjtszamban és
szazalékos aranyban voltak jelen a betegek pe&rifémerében a kezelések megkezdése
elétt a kontroll adatokhoz képest (Trl sejtszam: 040038 0,00126 G/l vs. 0,00691 +
0,00254 Gl/I, p < 0,001; Trl sejtarany: 0,45 + 0% 7s. 0,84 + 0,33 %, p < 0,001;
CD4+ CD25+ Treg sejtszam: 0,0359 + 0,0094 G/I y84®?9 + 0,0075 G/I, p = 0,001;
CD4+ CD25+ Treg sejtarany: 4,88 + 1,17 % vs. 6,140,923 %, p = 0,002). A
fotoferezis kezelések soran viszont mar a masodkilust kéveten szignifikans
emelkedést mutattak mindkét sejttipus értékei adiiidsi adatokhoz képest (Trl
sejtszam: 0,00442 + 0,00108 G/l vs. 0,00347 + ®B0G&/I, p = 0,041; Trl sejtarany:
0,59 £ 0,19 % vs. 0,45 + 0,17 %, p = 0,043; CD4+26bP Treg sejtszam: 0,0454 +
0,0138 G/l vs. 0,0359 * 0,0094 G/I, p = 0,048; CD@®»25+ Treg sejtarany: 6,02 +
1,48 % vs. 4,88 + 1,17 %, p = 0,021) (19C és D.ahbMindezek kovetkeztében a
kezdetben emelkedett Th17/Treg sejtarany szigmfikd csokkent mar a masodik
kezelést koveten (0,35 + 0,17 vs. 0,21 £ 0,11, p = 0,042) ésgimseseges személyek
értékeihez valt hasonléva (0,22 + 0,21).
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19. Abra. A fotoferezis kezelések hatasa a CD95+A) Thl7 @), Trl (C) és CD4+

CD25+ Treg D) sejtek szamara és aranyara az SSc betegek @xriv@rében (n = 16).
Kontrollként egészséges személyek vérmintaja skolgé = 16). Az abrakon az
atlagértekeket és a szoérasokat tuntettik fel. Ayrsfkans kulonbségeket (*)-gal

jeloltik.
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4.3.5. CD4+ CD25+ Treg sejtek szuppresszor aktivisa

Az in vitro funkciondlis tesztek eredményei alapgg@D4+ CD25+ Treg sejtek
szuppresszios aktivitasa alacsonyabb volt a bebegelaz egészségesekehez képest
(1,66 £ 0,30 vs. 2,21 + 0,75, p = 0,014), azonbair az el§ fotoferezis ciklust
koveen szignifikans javulast tapasztaltunk a kiinduksékekhez képest (2,29 + 0,46
vs. 1,66 + 0,30, p < 0,001) (20. Abra).
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20. Abra. A fotoferezis kezelések hatdsa a CD4+ CD25+ Trejels in vitro
szuppresszor aktivitasara SSc betegek esetébet@h Az abran az atlagértékeket és a

szorasokat tuntettik fel, a szignifikans kulonbsé€tygeloli.

4.3.6. Szérum citokin szintek

A vizsgalt citokineket 5 funkcionalis csoportba twstk: (I) citokinek,
melyeknek 8képp pro-inflammatorikus hatasaik vannak (IL-1 alfal béta, IL-2, IL-
4, IL-6, IL-17, TNF-alfa, IFN-gamma), (ll) citokitke féleg anti-inflammatorikus
hatdssal (IL-10, IL-1RA, IL-13), (lll) citokinek [emzéen pro-fibrotikus
tulajdonsagokkal (TGF-beta, FGF, VEGF, EGF), (I\pkin anti-fibrotikus hatassal
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(HGF) és (V) kemokinek (CCL2, IL-8). A mérésekekezelések megkezdéseittl
illetve az el§, masodik, negyedik és hatodik ciklust kdest végeztik el.

Az eredményeink alapjan a dominaldéan pro-inflammiat§ hatasu citokinek
nem mutattak valtozast a fotoferezis hatasara.mzisflammatorikus citokinek kozl
az IL-10 szintje szignifikans emelkedést mutatoth@sodik kezelési ciklust kovien
(5,18 + 4,38 pg/ml vs. 2,15 + 2,01 pg/ml, p = 0,0@2LA. Abra). Az IL-1RA szintjének
valtozasa ANOVA vizsgalattal statisztikailag szigddns noveké tendenciat mutatott
(F = 2,919, p = 0,028) (21B. Abra). A pro-fibrotikinatasti TGF-béta szintje mar az
elss kezelést kovéen szignifikAnsan csdkkent a kiindulasi adatokhiszonyitva (1,28
+ 0,46 pg/ml vs. 1,77 + 0,84 pg/ml, p = 0,049) (2&®ra), mig az anti-fibrotikus HGF
koncentraciéja ANOVA vizsgalattal statisztikailagignifikans noveké tendenciat
mutatott (F = 2,687, p = 0,041) (21D. Abra). A CCk@mokin szintek szignifikansan
csOkkentek méar a maéasodik fotoferezis ciklust kéget a kezdeti értékekhez
viszonyitva (377,99 + 83,62 pg/ml vs. 463,11 + D15pg/ml, p = 0,037) (21E. Abra).
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21. Abra. A fotoferezis kezelések hatasa az IL-X),(IL-1RA (B), TGF-bétaC) HGF
(D) és CCL2 E) szintekre az SSc betegek szérumaban (n = 16)alkakon az
atlagértékeket és a szoérasokat tuntettik fel. Ayndftkdns kilénbségeket (*)-gal

jeloltik.
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4.3.7. Szérum autoantitestek

A betegek kozott 15 szemeélynél igazolddott az Soti70 antitest pozitivitas. A

kezelések hatasara nem kovetkezett be valtozasgdbeautoantitest szintjeiben.

4.3.8. Korrelaciok a vizsgalt immunparaméterek kozti

Az adatok statisztikai feldolgozadsa soran negéatiwelaciét tapasztaltunk a
CD95+ T-sejtek és a CD4+ CD25+ Treg sejtek értékei fotoferezis kezelések soran
mért valtozasok (az utolsé kezelés utani értékela dgindulasi adatok hanyadosa)
kozott (sejtszamok: R = -0,507, p = 0,048; sejtgpéinR = -0,514, p = 0,042) (22A és
B. Abra).
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22. Abra. Korrelaci6 a periférias CD95+ T-sejtek és CD4+ GB2Treg sejtek
abszolut szamanak (A) és szazalékos aranyanak (B terapia okozta valtozasai
kozott a kezelt betegekben (n = 16) [p = 0,048 {lletve p = 0,042B)].

Bar sem a korai (CD3+ CD69+), sem a déaktivalt T-sejtek (CD3+ HLA-
DR+) nem mutattak szambeli valtozast a kezelesns@derapia befejezését kduen
negativ korrelacio fefidott ki e sejttipusok szazalékos ardnya és a CDA25¢€ Treg
sejtek in vitro szuppressziés aktivitasa kozotrrgkaktivalt T-sejtek: R = -0,520, p =
0,039; kési aktivalt T-sejtek: R = -0,526, p = 0,036) (23AEsAbra).
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23. Abra. Negativ korrelaci6 a CD4+ CD25+ Treg sejtek in witszuppresszios
aktivitasa és a koraiA(), és kési aktivalt T-sejtek B) kozott a fotoferezis terdpiat
kovetben SSc betegekben (n = 16) [p = 0,089, (lletve p = 0,036 B8)].
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4.3.9. Osszefuiggések a klinikai allapotjavulas és wzsgalt immunparaméterek
valtozasa kozott

Széleskai korrelacidos szamitasokat végeztiink, hogy 6sszéfeigt talaljunk
a fotoferezis terapia klinikai és immunmodulansikat kdzo6tt. Eredményeink alapjan
szignifikans korrelacié all fenn a Thl7 sejtek sa@ak és szazalékos aranyanak
csokkenése és atvastagsag ultrahangos vizsgalattal meért méssélsle kozott (3. ujj
bazisan végzett UH mérés esetén Th1l7 sejtszamO,R84, p = 0,001; Th17 sejtarany:
R = 0,649, p = 0,009; illetve alkaron végzett UHréséesetén: Thl7 sejtszam: R =
0,532, p = 0,043; Thl7 sejtarany: R = 0,518, p048).
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5. MEGBESZELES

5.1. A Sjogren-szindromas betegeken végzett vizsgtk

Eredményeink azt mutatjdk, hogy Sjogren-szindroméalsa regulatorikus
aktivitdsi immunkompetens sejtek egyes tipusai ggsaséges személyekben mért
ertékekél eltérs mennyiségben vannak jelen a periférias vérbenotégisink szerint a
vizsgalataink soran megfigyelt emelkedett NK és NK@&jtaranyok pSS-ben egy
fokozott ellenregulacios reakcié részét képezheatikly altal a szervezet a betegségre
jellemzs krénikusan perzisztald, patolégias immunreakts/ité&gyensulyozasara
torekszik. A megfigyeléseink szerint azon pSS baktbgn, akiknél az exokrin funkcio
csokkenés mellett extraglandularis tinetek is Jaenek — melyek a betegség
agresszivebb lefolyasat jellemzik — az NKT sejteknga jelenisen magasabb a csak
sicca panaszoktol szenvdehez képest. A vizsgalataink soran tapasztaltésiek az
NK és NKT sejtpopulacioban felvetik e sejtek aldpimak részletes tanulmanyozasanak
szikségessegeét, mely altal pontosabban képet nyértke e sejtek szambeli és
funkcionalis valtozasardl és annak kovetkezmédieihz NK és NKT sejtekhez
hasonléan a Trl sejtek esetében is medfigyélhesejtarany emelkedése a betegek
periférias vérében,6s a szisztémas tlneteket mutatokndl ugyanugy kiétjebb e
novekedés, ami szintén alatamasztja a kompenzatummechanizmusok jelenlétét a
betegség lefolyasa soran.

Tanulmanyunk soran a periférias CD4+ CD25+ Tretpkajstkkent szazalékos
aranyat figyeltik meg a betegségben, mely alapjéitétélezhat, hogy az
immunregulaciéban kulcsszerepet bé&tdiD4+ CD25+ Treg sejtek kisebb szamban
nem képesek megfetan kontrollalni Sjogren-szindromaban az autoreaktiv
immunfolyamatokat. Erdekes modon a szisztémas eiitdeszenved betegek vérében
a CD4+ CD25+ Treg sejtek aranya magasabbnak adadgtandularis formakban
megfigyelhed szinteknél, azonban a kontroll személyekre jeliérméek alatt maradt.
Mindez megaifsiti feltételezéstinket, miszerint a Klinikai kép lysgbodasaval
parhuzamosan felésddnek a szervezet ellenregulaciés mechanizmuselkedik a
regulativ T-sejtarany, azonban az egészségeshepnyitva tovabbra is csokkent

szintje nem képes kontroll alatt tartani az autoumnfolyamatokat. A CD4+ CD25+
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regulativ T-sejtek funkcidjat jeletgen befolyasolja a lokalis citokin ndili
Tanulmanyok kimutattak, hogy bizonyos gyulladastskmnek, ugy mint a TNF-alfa és
az IL-6 fokozott termeéldése képes megzavarni a regulativ T-sejtek dagset és
szuppresszor tikbdését [76-78], tovabba az igy megvaltozott crigkiofil hatasara az
autoagressziv T-sejt klonok rezisztenssé vélnakrey Bejtek regulald aktivitdsaval
szemben [79]. Kutatdsunk soran mind a TNF-alfa,dn&z IL-6 citokin esetében
emelkedett szinteket mértink a pSS betegek széamaimely felvetette annak
lehettiségét, hogy primer Sjogren-szindromaban e citokifakozott termeldése
gatolhatja a regulativ T-sejtek immunszabalyozGképgét. Ezért a CD4+ CD25+ Treg
sejtek kvantitativ eltérései mellett az esetlegealitativ zavarait is megvizsgaltuk a
betegségben. Az in vitro funkcionalis teszt sora@4+ CD25+ T-sejtek csokkent
szuppresszor aktivitdsat tapasztaltuk, mely ared, ltogy a megvaltozott periférias
sejtarany és a sejtek csokkent funkcidja egyaréntos ténye# lehet a regulativ
mukddés elégtelenné valasanak folyamataban.

A pSS betegek szérumaban szignifikansan csokkem0 IEzinteket mértliink az
egészséges kontroll személyek értékeihez képestlLAD citokin, melyet tbbbek
kozott a Trl, B, NK és egyéb PBMC sejtek is terrak)rkdzponti szerepet jatszik az
immunvalasz kontrollalasaban [23,80]. Erdekes méapreredményeink arra utalnak,
hogy bar az ésod ellenregulacios folyamatok részeként az IL-10-&d6mirl sejtek
jelenléte fokozodik a pSS betegek periférias vérglaeonban az IL-10 szintek az
egeészséges szemelyek értékei alatt maradnak. Hiemfgeriférias Trl sejtaranyok és a
szérum IL-10 szintek kdzott megfigyelt negativ letéiciod felveti a Trl sejtek elégtelen
anti-inflammatérikus citokinszekretalo képességéegségben.

A Klinikai vizsgalati eredmények feldolgozasa soraegativ korrelaciot
figyeltink meg a regulativ T-sejtek szazalékos k&itées a betegek szialometrias
eredmeényei  kozott. A csokkent szekrécios képesség Sjagren-szindréma
patogenezisének sarokpontja, és 0sszefiigg a bgteghdssagaval. Megfigyeléseink
alapjan osszesseégében elmondhatod, hogy a klingisklyosbodasaval parhuzamosan
felerssddnek a szervezet ellenregulaciés mechanizmustyeknazonban nem képesek
kontroll ala vonni az autoimmun szovetkarosité &mhatokat, részben a mar jelendév
gyulladasos citokin kornyezet, és az emelkedett6 ILés TNF-alfa szintek

kovetkeztében.
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5.2. A szisztémas sclerosisos betegeken végzetsgitatok

Tanulmanyunk soran a diffuz cutan SSc-ben szehvieetegek periférias
vérében szignifikansan alacsonyabbnak talaltuk a4+«€[@s CD8+ naiv T-sejtek
szazalékos aradnyat, mig a CD4+ és CD8+ centralisndria T-sejtek aranya
szignifikansan magasabb értéket mutatott. MindetgEmések a kronikusan aktiv T-sejt
populacié névekedésével egyitt egy immunologiaalietiy allapotot reprezentalnak.

Vizsgalataink alapjan a betegek periférias véréemelkedett az NK sejtek
aranya, mely medgfigyelésiink 6sszhangban van azalimod adatokkal [81].
Megjegyzend, mikor a betegeket két alcsoportra osztottuk adbstervi érintettség
jelenléte, illetve hianya alapjan, a sulyosabb ikéin képet mutatdé esetekben az NK
sejtek értékében jeleigebb emelkedést tapasztaltunk, mig a cgakibeteket mutato
betegeknél az egészségesek adatainak megfelgtaranyokat mértink. Az NK
sejteknél megfigyelt expanzié kapcsolatban Aallhat kifejezettebb gyulladasos
folyamatokkal, melynek részeként fokozodik az 1lé I1L-15 citokiknek termébése,
sejtek szazalékos aranyai alacsonyabbnak adodiategek vérében, mely alapjan arra
kovetkeztethetiink, hogy a patolégids immunfolyakatp NK sejtek mellett az NKT
sejtekre is hatassal vannak.

A Thl és Th2 sejtprofilt célz6 vizsgalataink sosmignifikdnsan csokkent Thl
sejtaranyt tapasztaltunk a betegek periférias eéréBar az egészséges kontrollok
adataihoz képest a Th2 sejtek szazalékos értékbigia Thl és Th2 sejtek altal termelt
citokinek szintjei nem mutattak eltérést a betegekgalata soran, tovabba a Th1/Th2
sejtaranyban megfigyelt valtozas nem érte el asgtidailag szignifikans szintet, az
altalunk mért eredmények sem meggteni, sem cafolni nem tudjdk a Th1l/Th2
egyensuly megbomlasanak hipotézisét.

A Th17 sejtek felfedezése Uj utakat nyitott a kbdzd autoimmun folyamatok
megeértésehez, és szamos autoimmun betegségdéefiben sikerilt alatamasztani e
sejttipus kozponti szerepét. Vizsgalataink sorampeaférias Thl7 sejtek fokozott
jelenléte mellett, a CD4+ CD25+ Treg sejtek csoklemdzalékos aranyat tapasztaltuk a
betegek vérében. Ennek kovetkeztében a Th17/CD4R5€DIreg sejtek aranya

megvaltozott, kimozditva az érzékeny immunologiagyensulyt a fokozott
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immunreaktivitds irAnyaba. Kutatasunk soran vizsfgah CD4+ CD25+ Treg sejtek in
vitro szuppresszor aktivitasat is, és az altalunkgingyelt csokkent szuppresszor
képesség alapjan a CD4+ CD25+ Treg sejteknek nempansa csokkent periférias
jelenléte, hanem a megvaltozott funkcidja is szefrepatszhat az elégtelen
immunregulaciés képességukben.

Tanulmanyunk sordn az IL-10 termielrl sejtek csdkkent szazalékos aranya
mellett a szolubilis IL-10 citokin alacsonyabb s@nfigyeltik meg a betegek periférias
vérében. Az IL-10 termelése a T-sejteken kiviul aeRekhez és egyéb PBMCs-hez is
kothet. Egy nemrég elkészilt vizsgalat kimutatta, hogyPBMCs IL-10 termei
képessége az SSc betegekben az egészséges kkéahmHo hasonld, azonban
stimulaci6 hatasara a betegekben jélsebben fokozodik a PBMCs IL-10
ellenregulacios folyamat részjelenségére utalna&ly mélheten a Trl sejtek altal
csokkent mennyiségben terdad IL10 citokin szintjének a kompenzacidjara torekszi
a betegségben.

A borérintettség sulyossaga és a vizsgalt laboratéripayaméterek kozotti
0sszefliggés vizsgalata sordn negativ korrelagidstdaltunk a médositott Rodnan-féle
bérpontszdm értékek és a Trl sejtek szazalékos ar&dyétt. Mindezek alapjan azt
feltételezzik, hogy az egyre csokkerrl sejtszdmmal parhuzamosan elégtelenné valé
regulativ. mechanizmusok nem képesek kontroll al&ttani az autoimmun
folyamatokat, ezaltal mind sulyosabb klinikai tieldtez vezetnek.

Bar a szakirodalom a komplement Gtvonalat ritkdtid@z SSc patogenezisében
fontos szerepet jatszé tényerk, a betegségben gyakran megfigyélhet
hipokomplementémia [85], mely az eredményeink alappsszefiiggésben éllhat a
megvaltozott CD4+ CD25+ Treg sejtszammal, ezaltédesodott immunregulacios

profillal.
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5.3. A fotoferezis kezelés klinikai és immunolégidiatasai

Vizsgalataink soran egyértetmjavulast tapasztaltunk a betegek Kklinikai
allapotaban a fotoferezis kezeléseket kéeet A lbrtiinetek sulyossagat j@ZMRSS
pontszam csOkkent, az izlleti mozgastartomany ésrdis apertura étt, illetve a
mimikai funkcidk is javultak. Mindezen megfigyelésie 6sszhangban &linak a korébbi
vizsgalatok eredmeényeivel [72,73]. Fontos hangsinjohogy mivel ettink még
senki nem vizsgalta a fotoferezis kezelések részli@dmunbioldgiai hatasait szisztémas
sclerosisban, az A&ltalunk medgfigyelt laboratériuamedményeket csak az egyéb
betegségekben alkalmazott ECP kezelés immunoldgi@etkezmeényeivel tudjuk
dsszehasonlitani [86].

Az eddigi ismereteink alapjan az SScoédlegesen egy vascularis betegség,
melynek létrejottében autoimmun mechanizmusok gk szerepet, az érintett
szovetek fibrozisat eredményezve. A korabbi tanayok az NK és NKT mellett a
Th1l7, Trl és CD4+ CD25+ Treg sejtek esetén is nmiepait kvantitativ és kvalitativ
tulajdonsagokat tapasztaltak SSc-ben [44,49]. \alzdpg eredményeink hasonldéan
megvaltozott NK és NKT sejtaranyokat, tovabba cedkkThl, Trl, CD4+ CD25+
Treg és emelkedett Thl7 sejtszamot igazoltak az &8egek periférias vérében.
Mindez arra utal, hogy a regulativ és effektor ftioji CD4+ T-sejtek aranyanak
eltolodasa fontos szerepet jatszik az érzékenyabpaasi egyensulynak a fokozott
immunreaktivitas irdnyaba valo kibillentésében.

Az ECP kezelések, ugyirik kifejezettebb hatassal vannak az egyes T-sejt
altipusokra, mint az NK vagy az NKT sejtszdmokrakadxdbbi kutatadsok, melyek a
fotoferezis immunologiai hatasat vizsgaltak GVHDrpalgy talaltak, hogy az
autoreaktiv sejtek direkt eliminacioja mellett arifggias CD4+ CD25+ Treg sejtek
aranya is megemelkedik, mely az autoimmun folyakasillapitasdhoz jarulhat hozza
[87]. Mi szintén tapasztaltuk a periférias CD4+ GB2Treg sejtek szamanak és
aranyanak novekedését az ECP kezelések hatasatas Fangsulyozni, hogy a CD4+
CD25+ Treg értekek emelkedésével parhuzamosan &€DS%ejtek adatai csokkenést
mutattak. A CD95, vagy mas néven FasR fontos kdzpemerepet jatszik a
programozott sejthalél kivaltasdban. Az aktivalnphocyték jellemée a fokozott

CD95 expresszid, mely a tulzott mértékben aktivdllietve autoreaktiv sejtek
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apoptozisa altal fontos tényeaz immunvalasz kontrollalasaban [88]. Megfigyetdsi
szerint tehat a kezdetben emelkedett CD95+ T-sajtsaz ECP kezelések soran
fokozatosan csokkent, és ez a valtozas prominensg&blbizonyult azoknal a
betegeknél, akiknél kifejezettebb volt a CD4+ CDZ5¢g sejtszam nbvekedés. Az in
vitro funkciondlis vizsgélatok taniséga szerinE&A° kezelés hatasara a CD4+ CD25+
Treg sejtek szuppresszorikibdése jelerisen javult, 6t a kezelések befejeztével
negativ korrelacio alakult ki a szuppresszor akdw/iés a korai, illetve késaktivalt T-
sejtek ertékei kozott. Mindezek a medfigyelésekhataak a CD4+ CD25+ Treg
sejtmikddés kiemelkedl szerepét a fokozott autoreaktiv immunfolyamatok
csillapitasaban.

Mindemellett azonban a CD4+ T-sejt alcsoportokahtérvaltozasok joval
komplexebbnekiinnek. A fotoferezis néveli a regulativ tulajdonsaigtd 0-termeb Trl
sejtek szamat és aranyat a betegek periférias egrénig az autoimmun és pro-
fibrotikus folyamatokban kulcsszerepet jatszo Tisgjtekét csokkenti. Eredményeink
alapjan azokban a betegekben, akik esetében letepbb lBrvastagsag csokkenés volt
tapasztalhatd, a Th17 sejtek szamanak és arangaiikkenése nagyobb mériiékolt.

A tapasztalataink alapjan a dominaléan pro-inflandmieus hatasu citokinek
nem mutattak valtozast a fotoferezis hatdsara.mziflammatoérikus citokinek kézal
az IL-10 citokin szintek mutattak emelkedést, meditozas 6sszhangban allhat az ECP
terapia kovetkeztében noévekedést mutatd Trl érkekeRz IL-10 mellett az IL-1RA
citokin koncentracioi is #éttek. Az IL-1RA kompetitiven kddik a sejtek IL-1
sejtfelszini receptorahoz, ezaltal gatolja az Itibkinek pro-inflammatdérikus hatasait
[89]. Mivel az IL-1-béta citokin gatolja a CD4+ CPB2 Treg sejtek szuppresszor
képesseégeét, ésdskegiti a Thl7 irdnyu sejtdifferencialodast [82],IBZLRA szintjének
novekedése, az emelkedett IL-10 koncentraciovalitgllozzajarulhat a fokozott
immunfolyamatok csillapitasdhoz.

A fibrotikus folyamatokat tekintve egyre tobb erethy téamasztja ala a
szoveteket infiltralo aktivalt makrofagok és T-s&jt szerepét a pro-fibrotikus
tulajdonsagu TGF-béta, CCL2, IL-2, IL-4, IL-6 és-1 termelésében [44,54,90]. A
kezelések hatasara szignifikansan csokkentek a FéEd-€s CCL2 szintek, csdkkent
pro-fibrotikus aktivitast jelezve, mely részben mmegyarazza a klinikai tlnetek

javulaséat. Egy tanulmany nemrég a HGF szintek csié&éfl szamolt be SSc-ben,
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melynek szerepe lehet az elégtelen vascularis aejgar folyamatokban, illetve a
fokozott fibrogenezisben [91]. Vizsgalataink alapgfotoferezis terdpia a HGF szintek
emelkedéséhez vezet, ami szintén szerepet jatsahafibrotikus folyamatok
mérséklésében.

Bar a fotoferezis valbsziteg nem képes megszintetni a korabban mar
kifejl6dott szoveti fibrdzist SSc-ben, azonban jeleah hozzajarul a betegség
progressziojanak gatlasahoz. Mindemellett a betégeigyikénél sem jelentkeztek
mellékhatasok a fotoferezis kezelések kovetkeztélmmaly megefsiti a kezelés
minimalis toxicitdsanak jeleéségét, ami egyértelimelony a tébbi immunmodulans

terapiaval szemben.
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6. OSSZEFOGLALAS

A primer Sjogren-szindromaval kapcsolatos vizsgaét eredményei alapjan a
betegség soran megnyilvanulé patologias immunmezimausokban mind a
természetes, mind az adaptiv immunrendszer regikiasoaktivitdsu elemei érintettek.
A periférids NK, NKT és Trl sejtardnyok emelkedésdosziriileg egy fokozott
ellenregulacidés mechanizmus része, ami az autoinfolyamat altal kivaltott kronikus
gyulladasos allapot ellensulyozasara torekszik. eEzgzzemben az egészségesek
értékeihez képest alacsonyabb CD4+ CD25+ Treg résjtakat figyeltink meg.
Elsoként irtuk le a CD4+ CD25+ Treg sejtek csotkkentpgzasszor aktivitasat a
betegségben. Az altalunk medfigyelt emelkedett le6 TNF-alfa szérum szintek
részben megmagyarazzak a megfigyelt funkcionaligérédt. Eredmeényeink
0sszességében arra utalnak, hogy a primer Sjogmnedrémaban megfigyelhét
elégtelen immunregulaciosikddés hatterében nem csupan a CD4+ CD25+ Tredksejte
csokkent aranya, hanem azok megvaltozott funkesoédl.

Szisztémas sclerosisban (SSc) a Thl7 sejtek fokopdenlétét és a
regulatorikus funkcioju IL10-termélTrl és CD4+ CD25+ Treg sejtek csokkent aranyat
mutattuk ki. Az IL-10 szérum szintjét és a CD4+ GB2Treg sejtek szuppresszor
aktivitasat szintén alacsonyabbnak talaltuk a ledegn. Mindezen felll negativ
korrelaciot fedeztink fel a Trl sejtek és a betegeddositott Rodnan-féle 6b
pontszama k6zott, mely alapjan a megvaltozott TBDA+ CD25+ Treg arany mellett
a Trl sejtek is szerepet jatszanak a koros immyaiahtok fokozdédasadban SSc-ben.

A fotoferezis Klinikai hatékonysaganak vizsgalateoras a korabbi
tanulmanyokkal 6sszhangban a betegek jéteatlapotjavulasat tapasztaltuk. Mivel a
kezelés immunbioldgiai hatasaito#link még nem vizsgaltdk SSc-ben, ezért minden
laboratériumi eredményiink Uj megfigyelésnek szamiémzetk6zi szakirodalomban.

Vizsgalataink alapjan a fotoferezis kezelések a7T$djtek szamat csokkentik, a
Trl és CD4+ CD25+ Treg sejtek szamat pedig emelidetegek periférias vérében,
illetve normalizéljak az utdbbiak szuppresszdikiidésétA CCL2 és TGF-béta szintek
csokkentek, mig az IL-1Ra, IL-10 és HGF szintek lkediek. Az ECP kezelés ezéltal
hozzajarul a regulativ és effektor immunmechanizkusgyensulyanak helyreéllitasahoz,

€s a betegseég progressziojanak gatlasahoz.
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SUMMARY

The results of our study in Sjogren’s syndrome [S8dicate that cells with
certain regulatory activity are involved in the lpalbgical immune mechanisms both at
the level of innate and adaptive immune system. Trweased percentages of
peripheral NK, NKT and Trl cells may be part of iacreased counter-regulatory
reaction, presumably compensating the derailedyrai®rtional immune responses.
Contrary to the other cell types, peripheral CD4326+ Treg cells showed decreased
percentages in SSc. We were the first to reportdinereased suppressor activity of
CD4+ CD25+ Treg cells in primary Sjogren’s syndromMée demonstrated elevated IL-
6 and TNF-alpha levels in the sera of the patiewtsich may be at least partially
responsible for the functional defect in the supgi@ capability of these cells. In
summary, our observations indicate that not only ttecreased peripheral CD4+
CD25+ Treg cell percentages, but also their altdwedttion may be responsible for
their insufficient regulatory operation in pSS.

In systemic sclerosis (SSc), we observed incredbdd cell percentages, while
the ratios of the regulatory cells, such as IL-1@doicing Trl and CD4+ CD25+ Treg
cells were decreased. The levels of IL-10 and tippessor activity of CD4+ CD25+
Treg cells were also lower in patients. Moreovee, igvealed a negative correlation
between the modified Rodnan skin score and Trlpmltentages, which indicates that
beside the altered Th17/CD4+ CD25+ Treg ratio, ile of Trl cells may be also
important in the progression of disproportionateniame responses in SSc.

During the investigation of the clinical efficacy extracorporeal photopheresis
(ECP) in SSc, in accordance with the earlier swdiee observed significant
amelioration of symptoms. Since the immunobiologeffects of ECP have not been
investigated in SSc before our study, all of tH®latory results are novel observations
in the international literature.

According to our results, ECP treatments reducentimaber of Th1l7 cells, and
increase the number of Trl and CD4+ CD25+ Tregéelthe peripheral blood. Moreover,
the therapy improves the suppressor capacity aj Tedls in SSc patients. Levels of CCL2
and TGF-beta decreased, while levels of IL-1Ral0Land HGF increased. Thus ECP
contributes to the restoration of the balance betwesgulatory and effector immune

mechanisms leading to the deceleration of diseaxggssion.
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