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BEVEZETES

A szisztémas autoimmun korképek (connective tissue disease- CTD), mas néven
kotdszoveti betegségek kronikus, tobb szerv és szervrendszer érintettségével jard gyulladasos
megbetegedések. A korlefolyas hullamzo6, melynek soran aktiv és viszonylagos nyugalmi
szakaszok kovetik egymast. A szisztémas autoimmun korképek kifejlodése egy hosszabb
folyamat eredménye, mivel a betegség szintjét elérd, vagyis a klinikai tiineteket és/vagy
hisztologiai elvaltozast (gyulladas, elhalds, funkcidkarosodas) okozd patoldgiai allapot
létrejottéhez 1dére van sziikség. A definitiv szisztémds autoimmun korképet megel6z6
allapotot, amikor a szisztémas autoimmun betegségnek a gyanija mar felmeriil, de nincs meg
az adott korkép diagnosztizalasahoz sziikséges tiinetcsoport és autoantitest, illetve nincsenek
meg a szisztémas autoimmun betegség diagnosztikai kritériumanak kovetelményei Nem
Differencialt Collagenosisnak (NDC)- vagy mas terminolégiaval UCTD (undifferentiated
connective tissue disease)-nek nevezziik.

Az NDC-ben észlelt leggyakoribb klinikai tiinetek a polyarthritis/polyarthralgia,
reggeli kéz kisiziileti merevség, Raynaud jelenség a kéz és vagy a lab ujjain, myalgiform
fajdalom, bortiinetek, pleuritis/pericarditis, szem- és szajszaradas, kozponti idegrendszeri
tiinetek (convulsio, fejfajas, migrén, trigeminus neuralgia), funkcionalis és morfoldgiai
légzdszervi eltérések, periférids neuropathia, visszatérd héemelkedés vagy egyéb okkal nem
magyarazhat6 14z, maskor nyirokcsomo-, méj-, 1épnagyobbodas.

A laboratoriumi és immunszeroldgiai eltérések koziil a leggyakoribb a szérumfehérjék
mennyiségi és mindségi valtozasa, az akutfazis-fehérjék szintjének emelkedése (CRP),
sejtmag- és citoplazmakomponensek ellen termelddott autoantitestek megjelenése (anti-nativ
DNS, anti-ENA, anti-Sm, anti-RNP, anti-SSA, anti-SSB, anti-Scl-70, anti-centromer, anti-
Jol, anti-PM1, foszfolipid struktarak elleni antitestek), az immunkomplexek szintjének koros

novekedése, illetve a komplementrendszer klasszikus és alternativ aktivacigjat jelzo eltérések



(a CHsp-, az AP5-szint csokkenése). Mindemellett az alacsony fehérvérsejt szam, thrombocita
szam csokkenés, anaemia, proteinuria, magas rheumatoid faktor (RF) titer is jelen lehet.

Az NDC-s betegek kozel egyharmada valamely differencialt szisztémas autoimmun
korképbe progredial, a betegek fele megmarad az NDC stadiumban, és 10-20 %-ban az is
eléfordulhat, hogy a meglevo tiinetek visszafejlddhetnek, és nem is jelentkeznek ujra.

A szisztémas autoimmun korképek pathomechanizmusa valtozatos, és jelenleg is
hidnyosak az ismereteink arrdl, melyek azok a provokalo tényezok, amelyek eldsegitik azt,
hogy az NDC korallapot definitiv szisztémas autoimmun korképbe differencialodjon. A
sejtmag €s a citoplazma komponensek elleni antitestek jelenléte valamint a tobb szervi
érintettség komplex immunregulacios zavart sejtet a progresszio hatterében.

Ismert, hogy adott genetikai hattér mellett a kornyezeti faktorok (virus, baktérium,
gyogyszerhatas, napfény) is fontos szereppel birnak a szisztémas autoimmun betegségek
kialakulasaban. Epidemiologiai €s kisérletes adatok alapjan ugy tlinik, hogy a D vitamin
hianyallapot egyike azoknak a tényezoknek, amely alapvetd szerepet jatszhat az autoimmun
betegségek kifejlodésében vagy progresszidjaban.

A szervezet 6 D vitamin forrasat a borben zajlo bioszintézis végséd terméke, az aktiv
1,25-dihidroxi-D-vitamin (1,25(0OH);D3) jelenti. A kialakulasi folyamat elsé 1épéseként, a
bérben UVB sugarzas (290-320 nm) hatasara 7-dehidrocholesterolbol izomerizacido révén
cholecalciferol képzdédik. A cholecalciferol a majban torténd hidroxilacioval 25-hidroxi D
vitaminna (25(OH)D) alakul, amely a vesében tovabb hidroxilalodik a bioldgiailag aktiv D
vitaminna (1,25(OH),D3).

Az aktiv D vitamin a Ca anyagcsere szabalyozasan til kulcsfontossdgi hormon a
receptorhoz kétédve (VDR) jut a sejtmagba, és kiillonbozé génekhez kapcsolodva szabalyozza

a mRNS szintézist. Az aktiv D vitamin gatolja a myeloid prekurzorok dendritikus sejtté (DC)



torténd differencialodasat és érését, csokkenti a MHC-II és a kostimulatorok (CD80, CDS86,
CD40), valamint mas, érést jelzé és eldsegitd proteinek (CDla, CDS83) sejtfelszini
megjelenését, a dendritikus sejtek antigén prezentald képességét, és az IL-12 termelést. A D
vitamin a T sejtek citokin szintézisének és differencidlodasanak is fontos transzkripcios
regulatora. In vitro, a D vitamin gatolja a T helper 1 (Th1l) sejtek differencialodasat el6segitd
IL-12 termelédést, a Thl sejtek citokin (IL-2, IFN-y, és TNF-a) termelését, csokkenti a
CD4+ T sejtek Thl7 effektor sejtté torténd differencialodast, ugyanakkor fokozza a
regulatorikus T sejtek (Treg) szamat és funkciojat, valamint elésegiti a Th2 sejtek miikodését.
Az inflammatorikus Thl és Th17 valasz gatlasaval modositja a Th egyensulyt, amely altal az
immunrendszer mitkddését a tolerogenitas irdnyéba tereli.

Nincsenek eldzetes ismereteink arrol, hogy az NDC stadiumban milyen a betegek D
vitamin szintje, gyakoribb-g, illetve milyen mérték{i a D vitamin hiany a kontroll, egészséges
populacidhoz képest. Nem ismert az sem, a terapidsan alkalmazott D vitamin
szupplementacioval lehet-e kedvezéen befolyasolni az NDC-ben meglévé diszregulativ

immun-folyamatokat.



CELKITUZESEK:

A definitiv szisztémas autoimmun betegségek eldfazisat jelentdé Nem Differencialt
Collagenosis  stadiuma  kiilonds  jelentéséggel bir az  autoimmun  betegségek
pathomechanizmusdnak megismerésében, a szisztémas autoimmun korkép iranyaba torténd

differencialodas €s a progressziot kivaltd faktorok tanulmanyozasa szempontjabol.

1. Munkankban vizsgaltuk az NDC stadiumban levé betegek D vitamin ellatottsagat.
Kivancsiak voltunk, hogy az NDC-s betegekben észlelheté-e szezonalis D vitamin
szint valtozas?

2. Osszefiiggést kerestiink az alacsony D vitamin szint, valamint az NDC-s betegek
tiineteinek alakuldsa és immun-szerologiai eltérései kozott.

3. Analizdltuk a mért D vitamin szintek Ilehetséges 0Osszefiiggését a betegség
koérlefolyasaval.

4. Vizsgaltuk az NDC-s betegek periférids vérében a Thl7 és a CD4+CD25+Foxp3+
természetes regulativ (nTreg) sejtek aranyat, az nTreg sejtek funkciondlis aktivitasat,
valamint azt, hogy D vitamin kezelés befolyasolja-e a Th17 és az nTreg sejtek Szamat
¢s szazalékos megoszlasat?

5. Kerestiik a valaszt arra, hogy egy 5 héten at tartdo 0,5 ug/nap doézisban alkalmazott D
vitamin analdg, alfacalcidol kezelést kovetden észlelhetd-e valtozds a D vitamin
szintben, és a kezelés modositja-e a természetes Treg sejtek szamat és funkcidjat,
valamint az IL-17 termelést.

6. Elemeztik a Thl differencialodast eldsegité I1L-12 citokin, és a Thl sejtek

proinflammatorikus, (IFN-y) citokin termelését, a Th17 citokinek (IL-17, IL-23 és IL-



6) és a kulcs regulator szereppel biré IL-10 citokin plazma koncentracidja hogyan

valtozik az eldbbi alfacalcidol hatdsara.



BETEGEK ES MODSZEREK

Betegek

Debreceni Egyetem Orvos- és Egészségtudomanyi Centrum (DEOEC) I1I. sz. Belgyogyaszati
Klinika ,,Uj betegeket fogadé” autoimmun szakrendelésén 2002 és 2006 kozott kezelt és
gondozott, 161 randomszeriien kivalasztott NDC-s beteget vizsgaltunk tanulmanyunk elsé
részében. A betegcsoportbol 25 D vitamin elégtelenségben (plazma D vitamin szint <30
ng/ml) szenvedé NDC-s ndbeteg részesiilt D vitamin analdg, alfacalcidol terapiaban. A
vizsgalatba bevont betegek egyike sem kapott immun-modulald terapiat, kortikoszteroid
kezelést a vizsgalati id0szakban, nem szenvedtek osteoporosisban, vesebetegségben. Az
NDC-t a kovetkezd, a kordbban leirt kritériumtiinetek alapjan diagnosztizaltuk: (a) a
betegeknek szisztémas autoimmun betegségre jellemzd klinikai tiinetei és autoantitestjei
vannak, ugyanakkor a meglevd eltérések nem elegendéek ahhoz, hogy valamely definitiv
poliszisztémdas autoimmun betegség diagnézisa felallithatd legyen; (b) a betegség kezdete
illetve idGtartama legalabb egy év; és (c) legalabb egy nem szervspecifikus autoantitest
kimutatasa a betegek szérumaban.

A vizsgalatunk els6 részében Kontrollként, 58, korban és nemben illesztett, autoimmun vagy
daganatos betegségben nem szenvedd beteg (atlag életkor 43,9 + 15,01 év) mintaibol
végeztiink meghatarozast, a sejtes analizishez 21 egészséges né (atlag életkor 55,3 = 7,9 év)
mintait hasznaltuk.

A 161 NDC-s betegben és a 58 egészséges kontrollban a plazma 25-hidroxi-D vitamin
25(OH)D szintet a nyari (juniustol oktoberig) és a téli (januartdl majusig) idészakban mértiik,
mig az alfacalcidol kezelés soran, a szérum illetve plazma mintdkat az év azonos, juliustol
szeptemberig tartd periddusdban gyijtottiink a betegektdl és a kontroll személyektol. A

vizsgéalatba bevont betegek ¢és kontrollok mindegyikénél ellendriztik a kalcium



homeosztazisaban szerepet jatszé faktorokat (parathormon, szérum kalcium), amelyek koéros

eltérést nem mutattak.

D vitamin szint meghatarozas

A plazma 25-hidroxi-D vitamin 25(OH)D vitamin meghatarozasok a DEOEC Klinikai
Biokémiai és Molekularis Pathologiai Intézetében torténtek. A betegek €s a kontroll csoport
25(0OH)D vitamin szintjének meghatarozasat nagyhatékonysagu folyadékkromatografias
(HPLC) modszerrel végeztik. A méréshez Jasco miszereket és Bio-Rad reagens Kitet
hasznaltunk. A mintat (500 uL EDTA-val alvadasgatolt vérbdl nyert plazma) az eldkészités
soran megtisztitottuk a fehérjéktol, és a tisztitott feliiliszobol injektaltunk 50 plL-t. Az
elvalasztast 90x3,2 mm-es C18-as toltetli reverz fazist Bio-Rad oszlopon végeztiik. A mobil
fazis metanol-viz keverék (Bio-Rad), melyet 1,1 mL/perc sebességgel aramoltattunk. Az
elvalasztott 25(OH)D vitamin kvantitativ meghatarozasahoz 265 nm-re beallitott diodasoros
detektort hasznaltunk. A vizsgalati eredmények interpretalasa ng/ml-ben tortént. Az irodalmi
adatok alapjan D vitamin elégtelenségnek tekintettiik a 30 ng/ml-nél kisebb plazma 25(OH)D
vitamin koncentraciot, mig D vitamin hianyallapotnak az 10 ng/ml alatti plazma 25(OH)D

szintet jeloltiik

Immunszerologiai vizsgalatok

Az immunszeroloégiai meghatarozasok a DEOEC Regionalis Immunologiai
Laboratoriumaban torténtek.

Az antinuklearis antitestek (ANA) kimutatdisa HEp2 sejtvonalon indirekt
immunfluoreszcenciaval tortént.

Az autoantitesteket (anti-ENA, anti-RNP, anti-Sm, anti-SSA, anti-SSB, anti-Jo1, anti-

Scl70, anti-DNS, anti-centromer, anti-cardiolipin [anti-CL]) ELISA modszerrel hataroztuk



meg (Pharmacia & Upjohn, Diagnostic GmbH, Freiburg, Germany és Cogent Diagnostics,
Edinburgh, UK).

Az IgM rheumatoid faktor (RF) mérése nephelométerrel tortént, pozitivnak az 50 U/l
feletti értéket tekintettiik.

A ciklikus citrullinadlt peptid elleni antitest (anti-CCP 1gG) meghatarozasahoz masodik
generaciés ELISA tesztet (Quanta Lite'™, CCP 1gG ELISA; Inova Diagnostics Inc., San
Diego, CA, USA) hasznaltunk, a gyari eldirasoknak megfelelden.

Az NDC-s beteg els6 jelentkezésekor levett, majd centrifugalassal nyert szérumokat

felhasznalasig -70 °C-on téroltuk.

A CD4+CD25+ T sejtek izolalasa

A NDC-s betegek és a kontroll személyek periférias mononuklearis sejtjeit heparinizalt teljes
vérbol kiilonitettiik el Ficoll/Hystopaque siirliség-gradiens centrifuga segitségével (Sigma
Aldrich Corp, St. Louis, MO, USA). Az elkiilonitett polimorfonukléris sejtekbdl a
CD4+CD25+ T sejteket Miltényi kittel izolaltuk (Miltenyi Biotech, Bergisch Gladbach,
Germany) a gyari leiras szerint. A nem-CD4+ T sejteket indirekt magneses, biotin antitest
koktélt ¢és anti-biotin microbead-t tartalmazé jeloléssel tavolitottuk el. A CD25+ sejteket
pozitiv szelekcids eljardssal tisztitottuk meg az un. ,,pre-enriched” CD4+ T sejtes frakciotol.
Ennek soran a CD4+ T sejteket direkt jeldltiik anti-CD25 microbead-ekkel, majd a

CD4+CD25+ T sejteket leoldottuk az MS oszloprol.

Szuppressios assay
A maégnesesen izolalt 1x10° CD4+CD25+ és CD4+CD25- T sejteket 6nmagukban és
egylitt tenyésztettiik 72 6ran keresztiil, 200 ul cRPMI 1640 (bikarbonat alapu puffer oldat) és

96-0s “U bottom” plate-ken. A kevert limfocita kultiraban a CD4+CD25+ és a CD4+CD25-



sejtek 1:1 aranyat alkalmaztuk. A poliklonalis stimulacié soran a sejteket, anti-CD3/CD28 T
sejt expandald mikrobead-ekkel stimulaltuk (Dynal Biotech, Invitrogen Corporation,
Carlsbad, CA, USA) 1 bead/sejt koncentracioban. A proliferaciohoz tetrazolium-alapu assay-t
(EZ4U Proliferation Kit, Biomedica Inc) hasznaltunk. A kultardahoz a szubsztratot 2,5 ora
mulva adtuk hozza, végiil az OD értékek leolvasasa 450 nm-n, ELISA olvasoval tortént. A
kevert limfocita reakcid értékeit a CD4+CD25+ T sejtek kulturdgjanak OD értékeivel
korrigaltuk (ODmircor =OD ODwr - ODcpas+). A szuppresszios aktivitast, a kevert limfocita
reakcio és CD4+CD25+ T sejt kultirak OD értékeinek hanyadosaként hataroztuk meg

(proliferativ index= OD¢p25./ODwmiRreorr)-

A CD4+C D25highF0xp3+ T sejtek meghatarozasa Flow Citométerrel

A Foxp3 festést a gyari eldirasnak megfeleléen végeztiik (eBioscience, San Diego,
CA, USA). A polimorfonuklearis sejteket Ficoll/Hystopaque gradiens centrifugaval
szeparaltuk, majd 100 pl preparalt sejtet adtunk minden csSbe (1x10° cell/ml). A sejtek CD4
¢s CD25 monoklondlis antitesttel torténd sejtfelszini festése, majd mosasa utan a mintakhoz
fixacios/permeabilizaciés munka oldatot adtuk. A sejteket 4°C-on 30-60 percig inkubaltuk
sOtétben, majd puffer oldat adasa utan 2%-0s (2ul) normal patkany szérummal blokkoltuk a
reakciot 1X permeabilizacios bufferben, 4°C-on 15 percig. A blokkolast kdvetden 20 pl anti
human Foxp3-PE antitestet adtunk a sejtekhez, majd 4°C-on legalabb 30 percig inkubaltuk
azokat, sotétben. Végiil ismételt mosas és szuszpendalast kdvetden a limfocitdkat nagysaguk
¢s granulaltsaguk alapjan kiilonitettiik el. 10000 kapuzott eseményt (limfocitdk) gytijtottiink
O0ssze minden minta esetén FACSCalibur eszkozzel (Becton Dickinson, Germany,
Heidelberg). Az adatok analizise soran CellQuest szoftvert hasznaltunk (Becton Dickinson).

Foxp3 pozitivitast mutat6 CD4'CD25™" szuppresszor T sejtek meghatérozasa a Foxp3
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festédés alapjan tortént. A kovetkezd reagenseket hasznaltuk: Ficoll és CD4-FITC
monoklonalis antitest (Sigma Aldrich Corp, St. Louis, MO, USA), CD25-PC5 (Immunotech,

Marseilles, France), Foxp3-PE és intracellularis fest6 kit (eBioscience).

Az intracitoplazmatikus citokinek meghatarozasa Flow Citométerrel

1 ml heparinizalt vért higitottunk kétszeres RPMI 1640-ban (GIBRO-BRL, Invitrogen
Corporation, Carlsbad, CA, USA). A sejteket phorbol 12-myristate 13-acetate-tal (PMA)
(Sigma) 1 ng/ml ionomycin (Sigma) stimulaltuk, majd 37°C-on 5%-0s CO, kdzegben
inkubaltuk. A stimulalatlan, BFA-t (Brefeldin A) tartalmaz6 sejteket hasznaltuk kontrollként.
PC5 antitestet (Immunotech) hasznaltunk, 30 percen at, szobahdmérsékleten. Mosas, fixalas,
majd intracitoplazmatikus antitestre specifikus monoklonalis antitesttel, anti-human IL-17-
PE-vel (R&D Systems Inc., Minneapolis, MN, USA) vagy annak megfelel6 izotipus
kontrolokkal (anti-mouse IgG1-FITC vagy IgG1-PE izotipus antitestek) torténd inkubalas utan
a sejteket 1 % paraformaldehiddel fixaltuk, majd 6 oran beliil analizaltuk Coulter FC500 flow
citométerrel (Beckmann Coulter, USA). Legalabb tizezer CD4+ vagy CD8+ sejtet szamoltunk
(csak CDA4+ sejteket az IL-17 esetén), és az eredményeket CXP Analysis Szoftverrel

értékeltiik (Beckmann Coulter, Fullerton, CA, USA).

A szérum IFN-y, IL-12, IL-6, IL-17, IL-23 és IL-10 meghatarozasa ELISA médszerrel

A szérum citokin szinteket enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) modszerrel
hataroztuk meg a gyari eldirasnak megfelelden (IL-23 ELISA kittek a Bender MedSystemstdl,
Burlingame, CA, USA; IL-10, IL-17, IL-6, IFN-y és IL-12 (p40) ELISA kittek mindegyike a

R&D systemt6l, Minneapolis, MN, USA). A minimalisan detektalhaté koncentracio 0,7 pg/ml
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volt az IL-6-, 78 pg/ml az IL-23-, 7,8 pg/ml az IL-10-, 15 pg/ml az IL-17- és 5,6 pg/ml volt az
IFN-y esetében. Az intra-assay ¢s inter-assay coefficiens <5% és <10% volt minden esetben.
Minden minta esetén dupla mérés tortént. Az NDC-s betegek jelentkezésekor levett, majd

centrifugalassal nyert szérumokat felhasznalasig -70 °C-on taroltuk

Statisztikai analizis

Az adatokat leird analizissel jellemeztiik (esetszdm, atlagérték, standard deviacid). A
csoportok Osszehasonlitidsa egy vagy kétmintas t-probaval, chi2 probaval, illetve Fisher féle
egzakt analizis segitségével tortént. A normalitds tesztek utan az adatokat Student féle t-
teszttel vagy Mann-Whitney U teszttel hasonlitottuk Gssze, a korrelacid vizsgalatokhoz a
Spearman's rank korrelacidt hasznaltuk. Az eredmények kiértékelése GraphPad software (San

Diego, USA) valamint az SPSS szoftver, 15.0 verzidjanak segitségével tortént.
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EREDMENYEK, UJ MEGALLAPITASOK

Munkankban elséként vizsgaltuk a definitiv poliszisztémas autoimmun koérképet
megel6z6 NDC korallapotban a plazma 25(OH)D vitamin szintjét, illetve a 25(OH)D vitamin
szint szezonalis valtozasat nagy betegpopulacioban.

A vizsgalt 161 NDC-s betegbdl 35 beteg (21,7 %) differencidlodott definitiv
kotoszovetei betegségbe (CTD). A CTD-be torténd differencialodas ideje atlagosan 2,3 + 1,2
év volt.

A 161 NDC-s beteg nyari és a téli periodusban mért 25(OH)D vitamin szintje
szignifikansan alacsonyabb volt, mint a kontroll egészséges csoporté (NDC-nyar: 33,0 £
13,4 ng/ml, kontroll nyar: 39,5 = 11,2 ng/ml; p< 0,01; NDC-tél: 27,8 + 12,48, kontroll tél:
38,2 + 12,1 ng/ml; p< 0,001).

Az NDC-s betegekben a plazma D vitamin szint az évszakoknak megfelelden,
szezonalis ingadozist mutatott, a nyari honapokban magasabb, a téli iddszakban
alacsonyabb értékeket mértiink. A nyari és a téli D vitamin szintek kozott szignifikans
kiilonbség volt (NDC nyar: 33,0 £+ 13,4 ng/ml, NDC tél: 27,8 £ 12,48 ng/ml, p< 0,001), mig a
kontroll csoportban az ingadozas mértéke nem volt jelentds (kontroll nyar: 39,5 + 11,2 ng/ml,
kontroll tél: 38,2 + 12,1; ns).

Az NDC-s betegek 41,6%-aban (67 beteg) talaltunk alacsony (<30 ng/ml) D vitamin
szintet a nyari iddszakban, mig télen az alacsony D vitamin szintii NDC-s betegek szama
54,3%-ra (88 beteg) nétt. A kontroll csoportban D vitamin elégtelenséget csak 18,4 %-ban
(14 egyén) talaltunk. Az alacsony D vitamin szinti (<30 ng/ml) betegekben a nyari
honapokhoz képest a téli id6szakban tovabb csokkent a mérhetd D vitamin

plazmakoncentracidja (nyar: 21,9 ng/ml + 4,7 tél: 18,1 ng/ml + 5,9; p< 0,03). Kritikusan
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alacsony D vitamin (<10 ng/ml) szintet az NDC-s betegek 3,1%-ban (5 beteg) észleltiink,
mig az egészséges kontroll csoportban egy esetben sem.

Vizsgalataink alapjan 0j megallapitasunk, hogy az alacsony D vitamin szintii, D
vitamin elégtelenségben szenvedé (<30 ng/ml) NDC-s betegekben gyakoribb a
bortiinetek (fotoszenzitivitas, erythema, kronikus discoidos bérjelenség) (p=0,0046) és a
pleuritis el6fordulasa (p=0,0346), mint az ¢lettani D vitamin szinttel rendelkezd betegekben.

Szignifikdns osszefiiggést talalunk a betegek széruméiban mérhetd autoantitestek
koziil az anti-ULRNP (p=0,024), anti-SSA (p=0,029), anti-CCP (p=0,0001) antitestek
jelenléte és az alacsony D vitamin szint kozott.

Figyelemre mélté megfigyelésiink, hogy a 35 definitiv kotészoveti betegségbe
differencialodott beteg D vitamin szintje jelentésen alacsonyabb volt (30 ng/ml alatti D
vitamin szint), mint az NDC stadiumaban maradt betegek D vitamin értéke (CTD-be
differencidlodott betegek: 14,7 + 6,45 ng/ml, NDC stadiumban maradt betegek: 33,0 + 13,4
ng/ml; p<0,0001). A kritikusan alacsony D vitamin szintii betegek mindegyike definitiv
szisztémas autoimmun korképbe differencialodott a kovetés soran. Az eredményeink
alapjan felvethetd, hogy a D vitamin hianyallapotnak szerepe lehet a definitiv kotoszoveti
betegségbe val6 progresszioban.

Az altalunk vizsgalt NDC-s betegpopulacié megfelelé nagysagu volt ahhoz, hogy a kapott
eredményeink alapjan megallapitsuk, hogy az alacsony D vitamin szintii NDC betegeknél D
vitamin potlast sziikséges alkalmazni. Els6ként vizsgaltuk a D vitamin analog alfacalcidolnak
a regulatorikus T sejtekre és az IL-17 expresszald Th17 sejtekre kifejtett hatasat NDC-s
betegekben. A sejtfunkciok javulasa mellett a rovid tava, 5 hetes kezelés soran mar D vitamin
szint emelkedést is észleltiink. Az 5 hetes, napi 0,5 pg alfacalcidol kezelést kdvetéen a D
vitamin elégtelenségben szenvedé NDC-s betegek D vitamin szintje emelkedett (Vitamin D

szintek a kezelés el6tt és utan: 23,5 + 5,6 ng/ml vs. 34,5 + 7,4 ng/ml; p=0,059). A D vitamin
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kezelés elott a vizsgalatban részt vevo Osszes betegnek alacsony volt a D vitamin szintje, az
alfacalcidol kezelést kovetéen mindossze 28% (7 beteg) szenvedett D vitamin
elégtelenségben.

Vizsgalatunkban elséként igazoltuk, hogy az NDC-s betegekben a D vitamin
analog alfacalcidol hatasara a T sejtes immun-folyamatok kedvezoen modosulnak.
Az alfacalcidollal kezelt 25 NDC-s beteg proinflammatorikus citokinjeinek (INF-y, IL-12, IL-
17, 1L-23 és IL-6) szintje a kezelést kovetden szignifikansan csokkent, mig az IL-10 citokin
szint ndtt a D vitamin analdg terapia utan. Az alfacalcidol terapia elétt mért alacsony
25(OH)D vitamin szint forditott korrelaciot mutatott a szérum IL-23 és IL-6 citokin szintekkel
(IL-23: -0.713, IL-6: -0.751).
A Thl7 (CD4+IL-17+) sejtek szazalékos és abszolut értéke jelentdsen magasabb volt a
vizsgalt NDC-s csoportban a D vitamin analoggal vald kezelést megel6z6en, 6sszehasonlitva
a kezelés utan mért  értékekkel. A természetes regulatorikus T sejtek
(CD4+CD25+""Foxp3+) szézaléka és abszolut értéke szignifikinsan emelkedett a D vitamin
kezelés utan. A D vitamin terapiat kovetéen az NDC-s betegek nTreg/Th17 sejtjeinek aranya
nott (CD4+CD25+highFOXp3 ¢s CD4+Th17+ abszolut értékeinek hanyadosa a kezelés eldtt:
0,00114 + 0,0061, a kezelés utan 0,00355 + 0,00223, p< 0,05).

A CD4+CD25+"" T sejtek autolég CD4+CD25- T sejtek proliferacidjara kifejtett
gatld hatasat anti-CD3 és anti-CD28-val torténd stimulacio segitségével vizsgaltuk. A
CD4+CD25+"" T sejtek, autolog CD4+CD25- T sejteken vald szuppresszids képessége
hasonlo volt az egészséges kontrollok szuppresszids aktivitasdhoz (0,638 + 0,1 vs. 0,64 + 0,1
p=ns). Az alfacalcidol terapiat kovetéen az nTreg sejtek szuppressziv hatasa fokozédott
(Proliferacios index: 0,638 + 0,1 vs. 0,415 + 0,15). A vizsgalt 5 NDC-s betegb0l 4 esetében

CD4+CD25+"" T sejteknek az autolég CD4+CD25- sejtek proliferacidjara kifejtett gatlo
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hatasa javult, mig egy beteg esetén a CD4+CD25+"9"T sejtek szuppresszios aktivitasa nem

valtozott az alfacalcidol terapiat kdvetden.

Eredményeink alatamasztjak, hogy az NDC-s betegekben az immunvalasz
regulacidja karosodott, az autoimmun folyamatok kivédését célzo szuppresszor aktivitas
csokkent.

Elséként vizsgaltuk NDC-ben az IL-17 expresszalo CD4+T sejteket, és
megallapitottuk, hogy az IL-17-t expresszalo CD4+T sejtek szama magas az NDC-S
betegekben. A proinflammatoérikus citokinek, az IL-12, IFN-y, valamint a Th17 sejthez
asszocialhaté citokinek, az IL-23, IL-17, tovabba az IL-6 szérum Kkoncentracioja
szignifikansan magasabb volt NDC-ben, mint a kontrollban.

Az eredményeink azt mutatjak, hogy az NDC-s betegekben Thl7/nTreg sejt
egyensulyzavar van, amelynek szerepe lehet egy definitiv kotoszoveti betegség iranyaba
valé progressziéban.

A D vitamin analég, alfacalcidol terapia hatassal van az NDC-s betegek
CD4+CD25+ Treg sejtjeire, javitja a Treg sejtek szuppresszor kapacitasat, ugyanakkor
csokkenti a proinflammatérikus citokinek, az IL-6, IL-17 és IL-23 termelodését,
valamint csokkenti a Thl sejttel asszocialhaté citokinek, az IFN-y és a IL-12 plazma
koncentraciojat, mikozben noveli a regulacios IL-10 citokin termelést. Eredményeink
arra utalnak, hogy az alfacalcidol a Thl és Th17 sejtek differencialédasat, illetve azok
citokin termelését egyarant képes gatolni az NDC-s betegekben.

A D vitamin alkalmazasa kedvezden befolyasolja a Th17/nTreg egyensulyt,

ennélfogva hatasos terapianak bizonyulhat az autoimmun betegségek terapiajaban.
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Eredményeink alapjan az NDC fazisaban lévé betegeknél javasolt a plazma D vitamin
szintjének meghatdrozasa, illetve az egyéb rizikotényezoket is figyelembe véve a D vitamin

potlas megfontolasa.
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Szcientometria

Ertekezés alapjaul szolgalé kozlemények szama: 9

Egyéb kozlemények szama: 5

Az értekezést megalapozo kozlemények impakt faktora: 18,727

Az értekezésben fel nem hasznélt kozlemények impakt faktora: 9.998
Osszesitett impakt faktor: 28,725

Az értekezés témakoréhez kapcsolodo poszterek szama: 6

Az értekezéshez kozvetleniil nem kapcsolodd poszterek szama: 10
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