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|. BEVEZETES

Az immunrendszer mindkét aganak, a velesziiletett és adaptiv immunitasnak kiemelt
figyelemmel torténd vizsgalata szdmos 0j eredményt szolgaltatott a szakirodalom szamara.
Napjainkra az alapvetdé immunfolyamatok szabalyozasaért felelds sejtek a kutatasok
célpontjaivd valtak, és kiilondsen az immunoldgiai hattérrel rendelkezd betegségek
pathomechanizmusanak megértésével a jovoben kivalo terapias célpontként szolgalhatnak. A
Debreceni Egyetem, Altalanos Orvostudomanyi Kar, Klinikai Immunolégiai Tanszékén tobb
évtizede foglalkoznak szisztémas autoimmun betegségek magas szintli kezelésével ¢és
sz¢éleskorti kutatasaval, kiillonos figyelmet forditva a primer Sjégren-szindroma (pSS) és a
szisztémas lupus erythematosus (SLE) tanulmanyozéasara. Munkank soran atfogoan vizsgaltuk
az adaptiv immunrendszer elemeinek megvaltozott miikodését, mind a periférias, mind pedig
a gyulladasos kornyezetben. Kollektiv irodalmi adatok és rendszerszintli 6sszefoglald, amely
a follikularis T helper (Trn) sejtek és B sejt alcsoportok kapcsolatat érinti, még nem all
rendelkezésre egyik korképben sem. Ez 0sztonzott minket arra, hogy e sejtek szisztémads

autoimmun korképekben betdltott szerepét vizsgaljuk.

II. IRODALMI ATTEKINTES

11.1. Az autoimmun korképek altalanos jellemzoi

Az elmult évek immunpatoldgiai kutatdsai alapjdn ma mar kétségtelen, hogy szdmos kronikus
gyulladdsos és szoveti karosodassal jar6 megbetegedés alapja a koros autoimmunitas.
Autoimmun folyamatok fiziologias koriilmények kozott is végbemennek, azonban a jol
szabalyozott immunvalaszoknak kdszonhetden nem veszélyeztetik a szervezet épségét. Az
autoimmun korképek olyan multifaktoridlis betegségek, melyek kialakulasanak hatterében
genetikai ,hajlamosit6” tényezdk, epigenetikai modosuldsok, tovabba kornyezeti és
hormonalis faktorok allnak. A genetikailag fogékony egyénekben a sajat strukttrakkal
szemben kifejlodott tolerancia, illetve az immuntoleranciat kivaltd és szabalyozo

mechanizmusok karosodnak és a betegség kialakuldsdhoz vezetnek.

I1.1.1. Sjogren-szindroma

A pSS egy kronikus gyulladasos megbetegedés, melynek eléfordulasi gyakorisaga elérheti a
0,6 %-ot, igy az egyik leggyakoribb szisztémas autoimmun korképnek tekinthetd. Barmely
¢életkorban kialakulhat, de els6sorban a menopauza koriili idészakban, a 40-60 év kozotti

ndket betegitheti meg. A legmagasabb néi dominanciaval jellemezhetd betegség, melyben az
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érintett nok ¢és férfiak aranya 9:1. A koérfolyamat legfoképp a kiilsd elvalasztasu mirigyek
karosodéasaval ¢s kovetkezményes funkcidvesztésével definidlhatd, amely a betegség
jellegzetes tiineteinek kifejlodéséhez vezet. A pSS-ban elsésorban ugynevezett glandularis
tiinetek jelentkeznek; a konnymirigyek érintettsége szemszarazsagot, mig a nyalmirigyek
diszfunkcioja szajszarazsagot okoz. Korlefolyasa sordn mirigymiikodéshez kothetd tiinetek
mellett id6vel extraglandularis manifesztaciok (EGM) is kifejlédhetnek. Pathogenezise még
maig sem teljesen tisztazott, de biztos, hogy kialakulasa tobblépcsés folyamat eredménye. A
kezdeti belsd szervezeti és kiilso6 kornyezeti tényezok altal eldidézett valtozasok az
autoimmun folyamatok felerésddéséhez és az exokrin mirigyek karosodasdhoz vezetnek,
amelynek szoOvettani elvaltozésai tilnyomoan a kisnyalmirigy biopszids mintadkon
vizsgalhatok. A mirigyszdvet epitheliumanak karosodasa és diszfunkcidja kovetkeztében a
kemokinek (CXCL9, CXCL10), adhéziés molekulak (ICAM-1) és aktivacios markerek
(MHC-I, CD40) expresszitja, illetve citokinek (IL-6, TNF-a) termelédése elGsegiti a

crer

crer

aktivalodik ¢és kialakul a korképre jellemzd karosodott humordlis immunvalasz. A
kisnyalmirigy biopszids mintdkban megfigyelheté ektopias germinalis centrum (GC)
képzddés a fokozott lokalis B sejt aktivitas jele, amely kivald lehetOséget biztosit a betegségre
jellemzd autoreaktiv folyamatok tanulményozésara, tovabba prediktiv értékkel bir a késObbi

malignus limfémak eldrejelzésében.

11.1.2. Szisztémas lupus erythematosus

A SLE heterogén tiineteket mutatd, kronikus szisztémds autoimmun betegség. A gyulladasos
folyamatok szamos szervet érinthetnek, de tobbnyire a bdr, iziiletek, vesék és a kdzponti
idegrendszer panaszai jellemzdek. Elsésorban fogamzoképes ndket betegit meg, de a
gyermekkortdl egészen az idGskorig barmely korosztalyban eléfordulhat. A pSS-hoz
hasonldan szintén erds ndi dominancia jellemzi. A betegség korlefolyasa hullamzo, az aktiv
stadiumot nyugalmi szakasz kovetheti. Az utdbbi évek intenziv kutatasainak kdszonhetéen
szamos ismeret gyllt 6ssze a korkép pathogenezisét illetéen, de minden részlete még ma sem
teljesen tisztazott. A betegség kezdeti 1épésének a kiilsé kornyezeti tényezdk altal elinditott
nekrotikus és apoptdtikus folyamatokat tekintik, utébbi esetében, ha a programozott sejthalal
zavart szenved, akkor a blebeket alkotd membran integritdsa megsziinik, igy tartalmuk az

extracellularis térbe keriil. Ennek hatdsara az SLE-re jellemz6 duplaszala (ds) DNS, RNS és
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kromatin partikulumok az immunrendszer sejtjei altal felismerddnek ¢€s autoimmun
folyamatot inditanak el. Az autoantigének tovabbi forrasa lehet a neutrofil granulocitak altal
alkalmazott ,,NET6zis”, amely sordn DNS-t és ribonukleoproteineket tartalmazé strukturakat
bocsatanak ki a sejtk6zotti térbe. Amennyiben a fent emlitett folyamatok lejatszodasat kovetd
eltakaritd procedura zavart szenved, a kiszabadult autoantigének tartos triggerévé valnak az
immunsejteknek. A sejttormelékek aktivaljak a mDC-ket, mig a pDC-ek az immunkomplexek
(IK) ¢és neutrofilek altal kibocsatott struktirak felismerésére képesek. Az adaptiv
immunrendszer a CD4" T sejtek mDC Aaltali aktivacidjaval, illetve a pDC és mDC révén
szekretalt BAFF utjan kapcsolodik be a SLE pathogenezisébe. Az autoreaktiv B sejtek
tulélésének ¢és differencialodasanak tdmogatasaval autoantitest termeld plazmasejtek
keletkeznek. A SLE legfontosabb manifesztacioja az IK-ek lerakddasa kivaltképpen a vese
glomerulusokban. Az abnormalis B sejt valaszok meglétét tdmogatjdk azok a vizsgalatok,
amelyekben lupus nephritisben szenvedd betegek vese biopszidiban a B sejt aktivald6 BAFF

molekulat és ektopids GC-okat sikeriilt kimutatni.

11.1.3. A konvencionalis és cirkulalo follikularis T helper sejtek eredete és funkcidja

Az utobbi évek legintenzivebben kutatott sejttipusa a Try sejt, melyet a GC reakciok kdzponti
szerepldjeként tartanak szamon. Az elmult években publikalt adatok alapjan bizonyossa valt,
hogy a Tgy sejtek mind génexpresszid és transzkripcids program szintjén, mind funkcidéban
olyan faktor kifejezésére képesek, melyek a hatékony B sejtes immunvalaszokat segitik. A
Trn sejtek differencialodasa tobblépesds folyamat, melynek elsé fazisa a DC-ek és naiv CD4"
T sejtek kozotti interakcidkor, a masodlagos nyirokszovetek T sejtes zondjaban torténik. A
Trn sejtvonal irdnyu fejlodés alapvetd feltétele, hogy a sejtekre jellemzd Bcl-6 transzkripcios
faktor expresszidja emelkedjen, és ezzel szemben a Blimp-1 szintje csokkenjen. A DC-ek
altal bemutatott antigének kostimulaciés szignalok (B7-CD28, CD40-CD40L) és citokinek
(IL-6, IL-12, 1L-27) 4ltal a CD4" T sejtekben elészor fokozzak a BATF kifejezddését, amely
ezt kdvetden aktivilja a Bcl-6 és c-maf transzkripcios faktorokat. A CD4" T sejtek felszinén
megnd a CXCRS (B sejt zona kemokinje) és erdsddik a CD40L, indukalhato kostimulatérikus
(ICOS) receptor, programozott sejthalal 1 (PD-1), szignalt adé limfocita aktivator molekula
[SLAM]-asszocialt protein (SAP) expresszio, illetve a CXCL13 és IL-21 szekrécidja
mikdzben a szovet T-B sejtes hatarteriiletére vandorolnak. A fejlédés kovetkezd allomasa a
pre-Tey sejtek kolcsonhatdsa az aktivalt B sejtekkel. A hatartertileten a kétféle sejt talalkozik,

szoros kontaktusba keriil egymassal és a kapcsolat hatidsara tovabbi aktivacids jeleket
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kozvetitenek egymas felé, amelynek eredményeként extrafollikulédris, rovid-életa
plazmasejtek kozvetitette antitest valaszok fejlédnek ki vagy a masodlagos follikulusokban
képzddo csirakozpontok részeként tamogatjak a B sejtek tulélését és differencialodasat. A GC
sOtét zonajaban 0sztddo centroblasztok B-sejt receptoranak (BCR) szomatikus hipermutacidja
(SHM) megy végbe, majd centrocitava fejlédve a vilagos zénaba vandorolnak, ahol a mar
termindlisan differencialt Try sejtek és FDC-ek kozremiikddésével érési, illetve szelekcios
folyamaton mennek keresztiil. A folyamat eredményeként magas affinitdsu antitesteket
termeld, izotipus valtason atesett, hosszu-¢letli plazmasejtek és memoria B sejtek keletkeznek.
A vérben keringd, ugynevezett Try-szerli sejtek az utdbbi években kerliltek a figyelem
kozéppontjaba és eredetiiket tekintve azt feltételezik, hogy olyan memoria sejtek, amelyek
miel6tt elérnék a teljesen érett allapotot. A cirkulalo CD4"CXCR5" memoria Tgy sejtek
szintén expresszaljak az ICOS és PD-1 molekuldkat, azonban joval alacsonyabb szinten.
Tovabbra is képesek a B sejt valaszok eldsegitésére, de kozel sem olyan ardnyban, mint a GC
Trn sejtek. A periférian megtalalhatd sejtek heterogén csoportot alkotnak, amelyek tovabb
osztalyozhatok a memoria T limfocitdk tipusa alapjan, illetve kostimulacios és kemokin
receptorok expresszidja szerint is. Irodalmi adatok szerint, a vérben keringd Try-szerli sejtek
koziil, funkciojukat €s genetikai profiljukat tekintve, az ICOSPD-1*CCR7™ Ten2 és Teul7
fenotipus all legkozelebb a GC Tgy sejtekhez.

11.2. Célkitiizések

A pSS ¢s SLE laboratériumi paramétereiben tapasztalt elvaltozasok, tovabba az a tény, hogy

mindkét korkép célszervének immunhisztologiai vizsgalataval ektopias GC-ok mutathatok ki,

az adaptiv immunitds abnormalis miikodését tdmasztjdk ald. A humoralis immunvalasz
szabalyoz6 elemeként ismert Ty sejt szerepét, illetve e sejt kapcsolatat mas immunsejtekkel,

a diagnosztikai vizsgéalat soran nyert laboratoriumi eredményekkel, illetve a klinikai

tiinetekkel még nem vizsgaltak. A kutatas fontossagat kiemeli, hogy a pSS glandularis, illetve

szisztémas formadinak, valamint ezzel parhuzamosan SLE aktiv és inaktiv formdinak a

vizsgalatara is lehetdségiink volt. Munkank soran az alabbi célokat fogalmaztuk meg:

e pSS-as betegek glandularis (Gl) és szisztémas tiineteket mutatd csoportjaiban, valamint
SLE inaktiv és aktiv stadiumaban 1évé betegek periférias vérében 1év6 Try-szerli sejtek
széazalékos aranyanak meghatarozasa és Gsszevetése az egészséges egyének paramétereivel

e pSS-ban a periférids vérben megtaldlhatdé immunsejtek diagnosztikai profilozésa és az

eltérések Osszevetése a Try-szerl sejtes eredményekkel
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e a betegek laboratériumi paramétereinek, nevezetesen a szérumban mérhetd Ig alcsoportok,
jellemz6 autoantitestek, RF, IK és komplement komponensek vizsgalata majd a kapott
eredmények, illetve sejtes vizsgalataink adatai kozotti 6sszefliggések keresése

e mindkét betegcsoportban a B sejt alpopulaciok vizsgalata a klinikai tiinetek alapjan torténd
csoportositast kovetden és az eredmények Osszehasonlitasa a kontroll értékekkel

e pSS-ban szenvedd betegek korabban részletezett csoportjaban kisnyalmirigy biopszids
mintdt nyeriink ¢és azokat hagyomanyos, illetve immunhisztokémiai mddszerrel
feldolgozva valaszt keresiink arra, hogy a Try sejtek részt vesznek-e a tercier limfoid
neogenezisben, tovabba, hogy van-e Osszefliggés a szovettani eredmények, laboratoriumi

paraméterek és a klinikum kozott.
I11. BETEGEK ES MODSZEREK

I11.1. Betegek

I11.1.1. Etikai nyilatkozat

Szerologiai és sejtes vizsgalatainkhoz a Debreceni Egyetem, Altalanos Orvostudomanyi Kar,
Klinikai Immunoldgiai Tanszéke altal gondozott pSS-ban és SLE-ben szenvedd betegek
vérmintait hasznaltuk fel. Szovettani vizsgalatainkat a Debreceni Egyetem, Altaldnos
Orvostudomanyi Kar, Pathologiai Intézetének archivuméban tarolt kisnyalmirigy biopszids
mintak szovettani blokkjaibol készitett metszeteken végeztilk. A kisérleteket a Debreceni
Egyetem, Klinikai K6zpont, Regionalis és Intézményi Kutatasetikai Bizottsaga engedélyezte
(Referencia szam: IX-R-052/00016-22/2012.). Minden vérvétel a betegek elGzetes, irasos
beleegyezésével tortént és a kisérletek a Helsinki Nyilatkozat etikai irdnyelveit kovetve

valdsultak meg.

11.1.2. Primer Sjogren-szindroma periférias paramétereinek vizsgilatiba bevont
betegek

Vizsgélatainkba Osszesen 75 pSS-as beteget vontunk be (72 nd, 3 férfi; atlag életkor + SD:
60,20 + 9,58 ¢év). A diagnézis megallapitdsa az Amerikai-Europai Konszenzus
Kritériumrendszer alapjan tortént. A betegek koziil 35 személynél csak glandularis tiinetek
jelentkeztek, mig 40 személy egy, vagy tobb EGM-t mutatott a korlefolyds sordn. Az
extraglandularis tiinetek megoszlasa a kovetkezOképpen alakult: polyarthritis n=25, Raynaud-
szindroma n=18, lymphadenopathia n=3, vasculitis n=5, polyneuropathia n=2, myositis n=1,

polyarthralgia n=11. A vizsgélat idejét megeldzden a betegek csak szubsztitucids kezelést
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(konny- és nyalpotlas) kaptak. A laboratoriumi mérésekhez kontroll csoportként 6sszesen 37

egészséges személy szolgalt (35 nd, 2 férfi; atlag életkor + SD: 45,58 + 12,99¢v).

111.1.3. Primer Sjogren-szindroma szovettani vizsgalataba bevont betegek

Vizsgalatunkba olyan 10 pSS-as beteget vontunk be (10 no; atlag ¢letkor = SD: 57,20 + 11,40
év), akiknél a pSS diagnozisanak felallitdsakor végeztek kisnyalmirigy biopsziat ¢és
szerepeltek a periférias vizsgéalatainkban is. Az adatgytijtés alapjaul a rendelkezésre allo
ambulans gondozasi lapok szolgaltak, amelyek részletes informaciot nyujtottak a betegek

klinikai tiineteirdl, fizikai allapotarol és laboratoriumi paramétereirdl.

111.1.4. Szisztémas lupus erythematosus vizsgalataba bevont betegek

A vizsgalatba 25 SLE-ben szenvedd beteget vontunk be (24 nd, 1 férfi; atlag életkor + SD:
41,17 + 13,20 év), a diagnozis megallapitasa az Amerikai Reumatologiai Kollégium kritérium
rendszere alapjan tortént. Azokat a betegeket tekintettiik klinikailag aktivnak, akiknél az SLE
betegség aktivitasi index (SLE Disease Activity Index; SLEDAI) érték nagyobb, vagy
egyenld volt, mint 6. A pontrendszer alapjan két csoportot alakitottunk ki: SLEDAI<6 (n=17)
¢s SLEDAI>6 csoport (n=8). A betegek atlagosan napi 4 mg metilprednizolon kezelésben
részesiiltek, a terapids dozis egyik betegnél sem haladta meg a 8 mg napi adagot. A kontroll

csoport 21 egészséges személybdl allt (20 nd, 1 férfi; atlag életkor = SD: 39,10 + 12,43 év).

111.2. Laboratériumi vizsgalati modszerek

111.2.1. Limfocita alcsoportok meghatarozasa teljes vérbol aramlasi citométerrel

A limfocita alcsoportok rutinszerli elkiilonitésére a kovetkezOkben felsorolt sejtfelszini
markerek elleni monoklonalis antitesteket hasznaltuk: CD3, CD4, CD8, CD19, CD16, CD56.
A T sejtek aktivacios markereinek vizsgalatat anti-CD69 és anti-HLA-DR monoklonalis
ellenanyagok segitségével a CD3" limfocita populacion beliil végeztiik (BD Biosciences). A
naiv és memoria B sejtek meghatarozasa anti-lgD/anti-CD27/anti-CD19 (Beckman Coulter)
monoklonalis antitestekkel tortént. A mintak feldolgozasat a Coulter Q-PREP protokoll
(Beckman Coulter) alapjan és a Regionalis Immunolégiai Laboratorium korabban kidolgozott
rutin diagnosztika iranyelvei szerint végeztik. A CD4" Th sejt altipusok meghatdrozasat
intracellularis citokin festéssel végeztiikk. A heparinnal alvadasgatolt teljes vért 1:1 aranyban
FCS-el (Life Technologies) RPMI 1640 GLUTAMAX™-1 médiummal (Life Technologies)
higitottuk. A limfocitakat forbol 12-mirisztoil 13-acetattal (PMA) (25 ng/ml), ionomycinnel
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(1 pg/ml) és Brefeldin A-val (10 pg/ml) (Sigma-Aldrich) 37°C-on, 5%-0s CO, tartalom
mellett 4 6ran keresztiil inkubaltuk. Az sejtek jelolését a megfeleld antigének elleni (CD4,
CD8, IFN-y, IL-4, IL-17 és IL-10) monoklonalis antitestekkel, az IntraPrep permeabilizacios
kitben (Beckman Coulter Inc.) szerepld protokoll szerint végeztiik. Az adatok gytijtése ¢és
kiértékelése Cytomics FC500 tipust aramlasi citométer, illetve CXP szoftver segitségével

tortént (Beckman Coulter).

111.2.2. B limfocita alcsoportok meghatarozasa aramlasi citométerrel

A B-sejt alcsoportok fenotipusos vizsgalatahoz periférias vér mononuklearis sejteket (PBMC)
izolaltunk, majd anti-lgD/anti-CD27/anti-CD19 ¢és anti-CD38/anti-CD27/anti-CD19/anti-
CD24 monoklonalis antitest kombinaciokkal azonositottuk a sejteket (Beckman Coulter,
Immunotech, BD Biosciences). A mintak mérését FACS Calibur aramlasi citométeren (BD
Biosciences), CellQuest program segitségével végeztik, a detektalt adatok kiértékelése

FlowlJo szoftverrel (TreeStar) tortént.

111.2.3. Keringd Trn-szeri sejtek meghatarozasa aramlasi citométerrel

A keringd Tgy-szerl sejtek vizsgalatat 50 pSS-as beteg esetében teljes vérmintabol, mig 25
pSS-ban és 25 SLE-ben szenvedd beteg esetében PBMC-bdl végeztiik. A sejtek azonositasara
a kovetkez6 markerek elleni monoklonalis antitestek szolgaltak: CD4, CXCR5, ICOS, PD-1
(BD Biosciences). A naiv és memoria CD4" T sejtek elkiilonitésére anti-CD45RA reagenst
hasznaltunk (BioLegend). A FACS Calibur aramlési citométerrel detektalt adatok elemzése
FlowJo szoftverrel tortént.

111.2.4. IL-21R expresszidjanak vizsgalata primer Sjogren-szindromas betegek B sejtein
A CD19°IL-21R" sejtek vizsgalatit PBMC-bSl, 6,5 pg/ml anti-humanBCR-ral (Jackson
ImmunoResearch), illetve 50 ng/ml rekombinans human IL-21 fehérjével (R&D Systems) 18
oras, 37°C-on, 5%-0s CO, tartalom melletti aktivalas utan végeztiik. A sejtfelszini festéshez
CD19 és IL-21R elleni monoklonalis antitesteket hasznaltunk (Beckman Coulter és
BioLegend). A mérést FACS Calibur aramlasi citométer, a kiértékelést FlowJo szoftver

segitségével végeztiik.

111.2.5. Intracellularis citokin meghatarozas aramlasi citométerrel
A citoplazmatikus IL-21 citokin jelsléshez PBMC-ket hasznaltunk. A szeparalt sejteket 2x10°

sejt/ml koncentracioban poliklonalis aktivatorok (25 ng/ml PMA; 1 pg/ml ionomycin [Sigma-
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Aldrich]) jelenlétében 37°C-on, 5%-0s CO, tartalom mellett 5 6ran keresztiil aktivaltuk. A de
novo szintetizalodott citokinek felszabadulasat a Golgi-késziilékbol Brefeldin A (10 pg/ml)
(Sigma-Aldrich) hozzaadasaval gatoltuk meg. A sejtfelszini jeloléshez anti-CD4, anti-CXCR5
¢s anti-PD-1, az intracelluléris citokin meghatarozashoz anti-1L-21 monoklonalis ellenanyagot
PBMC-ket 2x10° sejt/ml koncentracidban 0,5 pM/ml CpG-ODN jelenlétében (TLR9 agonista,
ODN 2006 B tipus, Hycult Biotech) 48 6ran keresztiil tenyésztettiik. A tenyésztés utolso 5
Orajaban 25 ng/ml PMA, 1 pg/ml ionomycin és 10 pg/ml Brefeldin A (Sigma-Aldrich)
segitségével ujraaktivaltuk a sejteket. A sejtfelszini festéshez anti-CD19/anti-CD38/anti-
CD24 (BD Biosciences és BiolLegend), a citoplazmatikus jeloléshez anti-IL-10 (BD
Biosciences) monoklonalis antitestet hasznaltuk. Mindkét vizsgalat esetében a sejtek fixalasat
¢s permeabilizacidjat az IntraPrep permeabilizacids kit (Beckman Coulter) alapjan a gyarto
utasitasainak megfelelden végeztiikk. Az adatok gytijtését FACS Calibur aramlasi citométerrel,

a kiértékelést FlowJo szoftverrel végeztiik.

111.2.6. Szolubilis citokinek meghatarozasa ELISA médszerrel

A szérumban keringé IL-12, IL-21 és IL-27 citokinek mennyiségét Platinum ELISA Kit
(eBioscience) felhasznalasaval, a gyarto altal leirt protokoll szerint végeztik. Az
abszorbanciat LabSystems Multiskan MS multiplate olvasoé (Labsystems) segitségével 450
nm hulldmhosszon detektaltuk. Az eredmények kiértékelése Genesis v2.0 szoftveren

(Labsystems) tortént.

111.2.7. Szerolégiai paraméterek meghatirozasa

A szérum immunglobulinok (IgG, IgA és IgM), C3, C4 szérum komplement mennyiségét
kalibrator reagensek (DIALAB) segitségével, BN II Nefelométeren (Siemens AG) mértiik. A
kering6 IK-ek meghatarozasa polietilén glikollal torténd precipitacios teszttel tortént. Az anti-
RO/SSA, anti-La/SSB és anti-dsSDNS autoantitestek meghatarozasat AUTOSTAT Il kit
(Hycor Biomedical) alkalmazéaséaval, a gyart6 utasitdsainak megfelelden végeztiik. A mérések

¢s az adatok kiértékelése ETI-MAX 300 késziiléken (Diasorin) zajlott.

111.2.8. Kisnyalmirigy biopsza és hagyomanyos szovettani vizsgalat
Formalinban fixalt, paraffinba agyazott (FFPE) szovettani blokkokbol 4 pm vastag
metszeteket készitettiink. Az altaldnos hisztologiai attekintést és a ,,focus score” (FS)

értékeket hematoxilin-eozin festéssel hataroztuk meg. Egy focusnak szamitott a legalabb 50
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mononukledris sejtbdl allé aggregatum 4 mm? kisnyalmirigy szovetre vonatkoztatva, amely
alapjan négy fokozatot kiilonitettiink el: FS=0 (nincs limfocités infiltratum), FS=1 (<1 focus/4
mm?), FS=2 (<2 focus/4 mm?), FS=3 (>2 focus/4 mm>).

111.2.9. Immunhisztokémiai vizsgalatok

Immunhisztokémiai (IHK) moédszerrel, FFPE blokkokbol készitett szovettani metszeteken
meghataroztuk a CD4, CD5, CD20, CD138, PD-1, CD84 sejtfelszini molekulak és Bcl-6
transzkripcios faktor megoszlasat. A primer monoklonalis antitestekkel 1 6ran at, a szekunder
antitestként  funkcional6  biotin-mentes  EnVision™  FLEX/HRP  polimer-enzim
konjugatummal (Dako) 30 percig nedves kamraban, szobahdmérsékleten inkubaltuk a
metszeteket. A detektalas VIP peroxidaz (Vector Laboratories) szubsztrat alkalmazasaval, a
sejtmagok festése metil-z6lddel (Vector Laboratories) tortént. A digitalizalt targylemezeket
Pannoramic Viewer 1.15.2. (3D Histech) szoftver segitségével értékeltiik ki.

111.2.10. A periduktalis sejtes infiltratum osztalyozasa immunhisztokémiai modszerrel

A limfocitas infiltratum szervezddési szintjének meghatarozasa IHK festéssel, CD4 és CD20
markerekkel tortént. A gradusok megitélése soran négy fokozatot kiilonitettiink el: (1)
elszortan, kevés szamban perivaszkularisan elhelyezkedd limfocitak; (2) kdzepes mértékben
szervezddott limfocitas beszlirddés; (3) szervezettebb, szeparalt T- és B sejt zonakbol allo
periduktélis limfocita aggregatum; (4) elkiiloniilt T- és B sejtes teriiletekbdl allo, jol organizalt

periduktalisan lokalizalt gyulladasos infiltratum.

111.2.11. Kettés immunfluoreszcens festés

A kettds immunfluoreszcens (IF) festést FFPE blokkokbol készitett szovettani metszeteken
végeztik. Az els6 primer monoklonalis antitesttel (anti-Bcl-6) torténd jelolést (1 ora,
szobahOmeérséklet, nedves kamra) kovetéen a metszeteket biotin-mentes EnVision™
FLEX/HRP polimer-enzim konjugatummal 30 percen at inkubaltuk és tyramide-kapcsolt
voros fluoreszcens amplifikacios kittel (Perkin Elmer Life Sciences) vizualizaltuk. Ezt
kovetden a metszeteket a masodik primer monoklonalis ellenanyagokkal (anti-CD20 és anti-
CD3) 1 o¢ran keresztiil inkubaltuk, majd a detektalast Ab-biotinilalt-(Fab’)2 komplexszel (30
perc) és streptavidin-FITC zold szinli fluorokroémmal végeztiik (30 perc). A sejtmagok
festésére kék fluoreszcens DAPI (Vector Laboratories) nukledris festést hasznaltunk. A
képeket Zeiss AXIO Imager Z2 fluoreszcens mikroszkoppal (NA 10x/0.3 és 20x/0.5; Zeiss),

Isis szoftver (Metasystems) segitségével készitettiik.
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I11.3. Statisztikai modszerek

Az adatok elemzéséhez és az abrak elkészitéséhez a GraphPad Prism 5 statisztikai szoftvert
(Graphpad Software) hasznaltuk. Az adataink normal eloszlasanak tesztelését Kolmogorov-
Smirnov és Shapiro-Wilk probaval végeztiik. Normal eloszlas esetén kétmintas T-probat, ha a
szorasnégyzeteket nem tekintettiilk azonosnak, akkor Welch-probat hasznaltunk. A normal
eloszlastol eltérd esetekben Mann-Whitney probat alkalmaztunk. Két valtozd kozotti
kapcsolat vizsgalata sordn normal eloszlas esetén Pearson-féle, mig nem-normal eloszlas
esetén Spearman-féle korrelacios koefficienst hataroztunk meg, illetve linearis regresszids
egyenest allitottunk fel. Az eredményekben mutatkozé kiilonbségeket p<0,05 értéke esetén

tekintettiik statisztikailag szignifikansnak.

IV. EREDMENYEK

IV.1. Periférias vizsgalatok eredményei

IV.1.1. Keringé Trn-szerii sejtek vizsgalata primer Sjogren-szindromaban teljes vérbal
szarmazo6 mintakon

Tanulmanyunk elsé részében 50 pSS-ban szenvedd beteg periférids vérében meghataroztuk a
cirkulals CD4"CXCR5'ICOS'PD-1" Tgy-szerii sejtek szazalékos aranyat. A teljes
betegpopulacié adatainak kiértékelése soran csak az EGM-et mutatd betegcsoport esetében
tapasztaltunk szignifikdnsan magasabb sejtaranyt a kontroll értékekhez képest (0,79% =+ 0,39
vs. 0,29% + 0,19; p<0,0001),mig a glandularis tiinetekkel rendelkezd betegcsoport adatai nem
mutattak eltérést a kontrollal szemben. Tovabba, a szisztémas tiinetekben szenvedd
betegeknél mért értékek szignifikansan magasabbak voltak a csak glanduldris panaszokat
mutatd betegnél (0,79% =+ 0,39 vs. 0,26% = 0,13; p<0,0001) is. Vizsgalatunkban 19 személy
mutatott anti-Ro/SSA pozitivitast és 11 egyénnél igazoltunk az SSA mellett anti-La/SSB
autoantitestet is. A Tgy-szerli sejtek szazalékos aranya az anti-Ro/SSA  pozitiv
betegcsoportban szignifikansan emelkedett az autoantitest-negativ csoporttal szemben (0,510
(0,070-1,560)% vs. 0,350 (0,030-1,690)%; p=0,0341). Szignifikans kiilonbséget talaltunk az
anti-La/SSB pozitiv csoportban mért sejtaranyok esetében is a negativ csoportban kapott

adatokhoz képest (0,870 (0,070-1,560)% vs. 0,350 (0,030-1,690)%; p=0,0452).
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IV.1.2. Szolubilis citokinek vizsgalata primer Sjogren-szindromas betegek szérum
mintaiban

A szérumban mért citokinek koziil csak az IL-12 és IL-21 esetében tapasztaltunk szignifikans
eltéréseket. A Try-szerl sejtek szazalékos aranya szignifikdnsan magasabb volt az IL-12
pozitiv csoportban a kontroll (0,69 (0,24-1,56)% vs. 0,24 (0,06-0,75)%; p=0,0011) és az IL-
12 negativ csoporthoz képest (0,69 (0,24-1,56)% vs. 0,35 (0,03-1,69)%; p=0,0249). Az
emelkedett IL-21 szinttel rendelkezd betegek esetében szoros Osszefliggést talaltunk a Ten-
szerl sejtek szdzalékos aranya ¢és az EGM megjelenése kozott. A sejtek aranyat szignifikansan
magasabbnak taldltuk az EGM-mel rendelkez6 IL-21 pozitiv csoportban Osszehasonlitva a
negativ csoport ugyanezen alcsoportjaval (0,56 (0,13-1,69)% vs. 0,91 (0,51-1,56)%;
p=0,0414). Ugyanakkor mindkét esetben az EGM alcsoportba sorolt Try-szerli sejtaranyok
szignifikans mértékli emelkedést mutattak mind a kontroll (negativ EGM vs. kontroll: 0,56
(0,13-1,69)% vs. 0,24 (0,06-0,75)%; p=0,0003 és pozitiv EGM vs. kontroll: 0,91 (0,51-
1,56)% vs. 0,24 (0,06-0,75)%; p=0,0002), mind a glandularis (negativ EGM vs. negativ GI:
0,56 (0,13-1,69)% vs. 0,24 (0,03-0,60)%; p<0,0001 és pozitiv EGM vs. pozitiv Gl: 0,91
(0,51-1,56)% vs. 0,31 (0,07-0,39)%; p=0,0121) csoportokkal szemben.

IVV.1.3. Periférias Try-szerii sejtek vizsgalata PBMC-b6l szairmazé mintiakon primer
Sjogren-szindromaban és szisztémas lupus erythematosusban

Tovébbi kisérleteink soran a pSS-ds betegcsoport kibdvitésével, illetve SLE-ban szenvedd
egyének periférids vérébdl szeparalt PBMC-bdl szarmazdé mintdkban vizsgaltuk a Tey-szer(i
sejtek szazalékos ardnyat. A tanulmany masodik felébe Gjjonnan bevont pSS-as betegcsoportot
kiilon kezeltiik az el6z6 populaciotol. Eredményeink 6sszhangban alltak a teljes vérbol mért
adatainkkal, nevezetesen a CD4"CXCR5'ICOS'PD-1" Tgy-szerii sejtarany szignifikansan
magasabb volt az extraglandularis tiineteket is mutatd csoportban, szemben a csak glandularis
panaszokkal rendelkez6é (0,4121% + 0,2753 vs. 0,2253% + 0,1238; p=0,0322), illetve a
kontroll csoporttal (0,4121% + 0,2753 vs. 0,2235% = 0,0979; p=0,0218). A keringd Tgy-szer
sejtek ardnya szintén szignifikdns mértékli emelkedést mutatott SLE-s betegek esetében is a
kontroll értékekhez viszonyitva (0,3369% + 0,2029 vs. 0,2235% =+ 0,0979; p=0,0184). Ha a
betegpopulacio felosztdsat az autotantitest pozitivitds alapjan osztalyoztuk, akkor a sejtek
szazalékos aranya szignifikdnsan magasabb volt az anti-dSDNS-pozitiv csoportban a kontroll

értékekhez képest (0,3717% + 0,2153 vs. 0,2235% + 0,0979; p=0,0192).
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IV.1.4. Keringd Try-szeri sejtek citokin termelésének vizsgialata PBMC-b6l szarmazo
mintakon primer Sjogren-szindromaban és szisztémas lupus erythematosusban

A periférias Try-szerti sejtek 1L-21 termelését intracellularis citokin jeldléssel vizsgaltuk. A
CD4"CXCR5'PD-1"IL-21" Trp-szerii sejtek aranyat pSS-ban csak a szisztémas panaszokban
is szenvedd betegcsoportban taldltuk szignifikansan magasabbnak a kontroll értékekhez
viszonyitva (0,2449% =+ 0,1657 vs. 0,1469% + 0,0649; p=0,0442), mig a glandularis csoport
adatai a kontrollokénak feleltek meg. Autoantitest pozitivitas alapjan, az anti-Ro/SSA-pozitiv
csoport adatai szignifikdns mértékii emelkedést mutattak a kontroll csoporttal szemben
(0,2742% + 0,1418 vs. 0,1469% = 0,0649; p=0,0297). Az IL-21 termeld CD4"CXCR5'PD-1"
Trn-szerl sejtek szazalékos aranya szignifikansan emelkedett a teljes SLE betegpopulacioban
(0,3125% + 0,1886 vs. 0,1469% =+ 0,0649; p=0,0003), tovabba az inaktiv (0,2786% = 0,1805
vs. 0,1469% =+ 0,0649; p=0,0100) és aktiv (0,3846% =+ 0,1968 vs. 0,1469% =+ 0,0649;
p=0,0123) alcsoportokban is az egészséges egyének értékeihez viszonyitva. A két alcsoport
kozott azonban nem talaltunk szignifikans eltérést. Ha az IL-21" Try-szerii sejtek ardnyét az
autoantitest jelenléte szerint rendszereztiik, akkor a sejtarany szignifikdnsan magasabbnak
bizonyult az anti-dsDNS-pozitiv SLE-s csoportnal sszevetve a kontroll adatokkal (0,3638%
+ 0,1982 vs. 0,1469% =+ 0,0649; p=0,0009), és kiilonbséget taladltunk az inaktiv és aktiv
stadiumban 1év6 betegek kozott (0,3638% + 0,1982 vs. 0,2356% + 0,1509; p=0,0489) is.

IVV.1.5. Periférias Try-szerii sejtek fenotipusos vizsgalata

Egy kisebb szdmu betegcsoport bevondsaval, megvizsgaltuk a Try-markerek expresszidjanak
megoszlasat a CD45RA" naiv és a CD45RA™ memoéria T sejtpopulaciokban. A naiv
CD4'CD45RA" T limfocitdk kozott mind az ICOS, mind a PD-1 markerek aranya
minimalisnak bizonyult szemben a meméria CD4"CD45RA" T sejteknél tapasztalt értékekkel.

IVV.1.6. Periférias B sejt alcsoportok megoszlasanak vizsgilata PBMC-bé6l szirmazoé
mintakon primer Sjogren-szindromaban és szisztémas lupus erythematosusban

Tovabbi kisérleteinkben mindkét betegségben tanulmanyoztuk a periférias B sejt alcsoportok
megoszlasat. A kdvetkezd alcsoportokat kiilonitettiik el: CD19'lgD"CD27 naiv B sejtek,
CD19*IgD*CD27" "un-switched” memoria B sejtek, CD19*IgD CD27" “switched” memoéria B
sejtek, CD19'IgD'CD27 kettds negativ B sejtek, CD19"CD38CD24"CD27" elsddleges
memoéria B sejtek, CD19*CD38"CD24"CD27" tranzicionalis B sejtek, CD19*CD38*CD24"
érett-naiv. B sejtek ¢és CD19'CD38"CD27" plazmablasztok. Eredményeink szerint, a

CD19*1gD'CD27" “switched” memoria B sejtek szézalékos aranya szignifikinsan csokkent
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pSS-as betegek korében a kontroll értékekhez viszonyitva (15,07% =+ 7,65 vs. 23,23% + 6,78;
p=0,0005). Az SLE-s betegeknél csak a SLEDAI<6 alcsoportban tapasztaltunk szignifikdnsan
alacsonyabb sejtaranyokat az egészséges egyénekben mért értékekhez képest (17,53% + 13,89
vs. 23.23% + 6,78; p=0,0321). A CDI19*IgD*CD27" “un-switched” memoéria B sejtek
megoszlasakor csak az SLE-ben szenvedd betegeknél talaltunk szignifikédns kiilonbséget a
kontroll csoporthoz viszonyitva (10,98% = 10,06 vs. 21,67% = 11,52; p=0,0019), mig a pSS-
4s betegek és az egészséges személyek adatai hasonlonak adodtak. A CD1971gD CD27" kettds
negativ B sejtek megoszlasa forditott aranyban valtozott a két betegségben. A sejtek értékei
szignifikans csokkenést mutattak a teljes pSS-as betegcsoportban (3,214% + 2,463 vs. 3,796%
+ 1,681; p=0,0290), mig a SLE-ben szenved6 betegeknél szignifikansan emelkedtek (6,906%
+ 4,525 vs. 3,796% =+ 1,681; p=0,0119) a kontroll adatokhoz képest. A CD19"IgD*CD27" naiv
B sejtek aranya a teljes betegpopulaciot tekintve szignifikansan emelkedett pSS-ban (63,87%
+ 20,76 vs. 51,32% + 15,14; p=0,0261) és SLE-ben (62,88% =+ 21,87 vs. 51,32% =+ 15,14,
p=0,0471) is Gsszevetve az egészséges egyénekben mért értékekkel.

A CD19'CD38CD24"CD27* elsddleges memoria B sejtek megoszlasa alacsonyabbnak
bizonyult a kontrollhoz viszonyitva, azonban szignifikans eltérést pSS esetében csak a
glanduléris alcsoportban (23,29% =+ 9,827 vs. 34,58% =+ 13,91; p=0,0289), mig SLE
vonatkozasaban a teljes (22,77% + 14,45 vs. 34,58% + 13,91; p=0,0074) és a SLEDAI>6
(17,10% =+ 12,11 vs. 34,58% <+ 13,91; p=0,0042) alosztalyokban figyeltiink meg. A
CD19'CD38"CD24"CD27 tranzicionalis B sejtek aranyat tekintve pSS-ban nem talaltunk
szignifikans eltérést sem a teljes populdciot, sem az alcsoportokat illetdleg a kontroll
adatokhoz képest. Azonban, ha a pSS-as betegek felosztasat az anti-RO/SSA autoantitest
jelenléte alapjan végeztiik, akkor a CD19"CD38"CD24"CD27 tranzicionalis B sejtek
szazalékos aranya szignifikansan emelkedett a pozitiv csoportban Osszehasonlitva a negativ
csoporttal (9,842% =+ 7,766 vs. 3,722% =+ 2,320; p=0,0499). Ellenben SLE esetében a
CD19*CD38"CD24"CD27" tranzicionalis B sejtek megoszlasa szignifikansan magasabb volt
a teljes populacidban (10,35% =+ 7,78 vs. 5,30% =+ 2,42; p=0,0045) és az SLEDAI>6
alcsoportban (12,71% + 7,73 vs. 5,30% + 2,42; p=0,0323) a kontroll értékekkel szemben. A
CD19°CD38"CD24" érett-naiv B sejtek ardnya SLE-ben a teljes betegcsoportban (35,86% =+
14,86 vs. 27,74% + 9,33; p=0,0297) és az aktiv stadiumban 1év6 betegek (39,32% =+ 11,61 vs.
27,74% =+ 9,33; p=0,0094) vonatkozasdban mutatott szignifikdns mértékii emelkedést az
egészséges személyek adataihoz viszonyitva. A CD19*CcD38"cD27" plazmablasztok

megoszlasdban eltérést tapasztaltunk a két korképben. A sejtek szazalékos aranya

crer
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0,267% =+ 0,293; p=0,0050) ¢és az extraglanduléris tiinetekben is szenvedd alcsoportban
(0,127% + 0,183 vs. 0,267% = 0,293; p=0,0014) a kontroll értékekkel dsszevetve. Ellenben,
SLE-s betegeknél a plazmablasztok aranya magasabbnak adodott a kontroll csoporttal
szemben, de szignifikdns kiilonbséget csak az aktiv stddiumban [év0 betegcsoportban

talaltunk (1,150% + 1,181 vs. 0,267% + 0,293; p=0,0403).

IV.1.7. B sejtek IL-21R expressziojanak vizsgalata primer Sjogren-szindromaban

Egy filiggetlen betegpopulacioban (30 nd, 2 férfi; atlag életkor = SD: 58,98 £ 7,67 ¢év)
vizsgaltuk a CD19" B sejtek IL-21R expressziojat, amelyet atlagos fluoreszcencia intenzitas
(MFI) értékként adtunk meg. A teljes betegpopuléacio kiértékelése soran emelkedett 1L-21R
expressziot figyeltiink meg a kontroll értékekhez képest (3,434 + 0,929 MFI vs. 2,961 + 0,585
MFI; p=0.0288) és ezt a valtozas tapasztaltuk szisztémas tiinetekkel rendelkezé pSS-as
betegeknél is (3,578 £ 0,901 MFI vs. 2,961 + 0,585 MFI; p=0.0195).

IVV.1.8. IL-10 termel6é B sejtek vizsgalata primer Sjogren-szindromaban és szisztémas
lupus erythematosusban

Ezt kovetden egy kisebb donor populdcion vizsgaltuk a B sejtek IL-10 termelését CpG-ODN-
dal indukalt aktivacidt kovetden. Eredményeink szerint, az IL-10 termelé B sejtek (B10 ¢és
B10pro Sejtek) aranya szignifikans emelkedést mutatott a csak PIB koktéllal stimulalt
csoporttal szemben (kontroll: 7,335% + 0,9034 vs. 3,675% =+ 1,050; p=0,0384; pSS:5,838% =+
0,6618 vs. 2,748% + 1,032; p=0,0357; SLE: 5,477% =+ 0,6775 vs. 1,907% =+ 0,4094;
p=0,0007).A kezelést kvetden nem talaltunk szignifikans kiilonbséget a csoportokon beliil az
egeészséges szemelyek adatai €s a beteg alpopulaciok kozott, azonban azt megtigyeltiik, hogy

mindkét korkép esetében az értékek 1ényeges csokkenést mutattak a kontrollhoz képest.

IV.1.9. A cirkuldld Tgy-szeri sejtek és T limfocita alcsoportok megoszlasa kozotti
osszefiiggések vizsgalata primer Sjogren-szindromaban

Az eredményeink statisztikai feldolgozéasa soran szignifikans pozitiv korrelaciot talaltunk a
periférids Tru-szerli sejtek szazalékos aranya és a korai-aktivalt T sejtek aranya kozott
(R=0,4147; p=0,0028). Ezt az dsszefliggést figyeltiik meg a késoi-aktivalt T sejtek esetében is
(R=0,3148; p=0,0276). Tovabba, a Trl sejtekkel kapcsolatos eredmények feldolgozasat
kovetden szintén szignifikans pozitiv korrelaciot tapasztaltunk a Tey-szerli sejtek €s a Trl
sejtek megoszlasa kozott (R=0,4140; p=0,0034). Nem taldltunk Osszefiiggést mas

immunparaméterek és Try-szerll sejtek kozott.
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IV.1.10. A cirkulalo Try-szerii sejtek és B limfocita alcsoportok aranya Kkozotti
kapcsolatok vizsgalata EGM-et mutaté primer Sjogren-szindromas betegekben

A Tey-szerli sejtek és B sejtek megoszlasaval kapcsolatos eredményeink attekintése soran
dontden a szisztémas tiinetekben szenvedd pSS-as betegek esetében tapasztaltunk jelentdsebb
eltéréseket, ezért az adatok tovabbi statisztikai kiértékelését mar ezzel a populacioval
végeztiik. Szignifikans pozitiv korrelaciot figyeltiink meg az IL-21 termeld Ten-szerl sejtek
¢és a CD19'CD38"CD24"CD27 tranzicionalis B sejtek (R=0,5857; p=0,0218), illetve a
CD19°CD38"CD24" érett-naiv B sejtek aranya kozott (R=0,5536; p=0,0323). Szintén
szignifikdns pozitiv korrelaciot talaltunk a Tgy-szeri sejtek €és a tranzicionalis B sejtek
megoszlasa kozott (R=5964; p=0,0189). Ezzel szemben, szignifikans negativ korrelaciot
igazoltunk mind a CD19*1gD*CD27" “un-switched” memoéria B sejtek és Try-szerli sejtek
(R=-0,6553; p<0,0001), mind a CD19"1gD'CD27" “switched” meméria B sejtek és Tgy-szerl
sejtek aranya kozott (R=-0,5876; p<0,0001). Tovabbi immunparamétereck és a Tgy-szerl

sejtek megoszlasa kozott nem talaltunk Gsszefliggést.

IV.1.11. Korrelaciés szamitasok a periférias Tgy-szerldi sejtek aranya és a vizsgalt
szerologiai paraméterek kozott primer Sjogren-szindromaban

Az elvégzett korrelacios analizis azt mutatta, hogy a Try-szerll sejtek aranyanak emelkedése
szignifikdns mértéki pozitiv kapcsolatot mutatott az anti-Ro/SSA (R=0,5143; p= 0,0243) és
anti-La/SSB (R=0,6545; p=0,0336) autoantitest szintek novekedésével. A kisérleteinkben
részt vett teljes betegpopulacié adatainak kiértékelése soran szignifikans pozitiv korrelaciot
tapasztaltunk a Tgy-szerti sejtek szazalékos aranya és a szérumban mért IgG (R=0,3674; p=
0,0016), illetve IK (R=0,3830; p= 0,0036) szintek kozott. Egyarant szoros Osszefiiggést
talaltunk az IL-21 termeld Tru-szerli sejtek magasabb ardnya és a szérumban detektalt IK
szintek emelkedett értéke kozott (R=0,5734; p= 0,0128). Tovabba pozitiv korrelaciot
figyeltiink meg az IL-21" Try-szerii sejtek megoszlasa és a szérum RF titer értékek kozott is

(R=0,6219; p=0,0101).

IV.2. Szovettani vizsgalatok eredményei primer Sjogren-szindromaban

IV.2.1. A tanulményba bevont betegpopulici6 szisztémas manifesztacioinak kifejlodése
a betegség korlefolyasa soran

Retrospektiv adatelemzésiink soran Osszevetettiik a pSS diagnozisanak felallitasakor és a
vizsgalat idOpontjaban rogzitett klinikai és laboratdriumi paramétereket. Megfigyeléseink

szerint, a vizsgalat idOpontjdban mért Try-szerli sejtek szézalékos ardnya célzatosan
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emelkedett a magasabb FS értékeket mutatd betegek esetében. A klinikai adatok feldolgozéasa
soran azt tapasztaltuk, hogy a betegség kezdetén nem diagnosztizaltak extraglanduléris
tiineteket egyik betegnél sem, ellenben a korlefolyas idején kifejezetten a FS=3 csoportban

szisztémas pSS koérforma fejlodott ki.

IV.2.2. A Kisnyalmirigy biopszias mintiak szovettani osztalyozdsa a ,focus score” és
periduktalis sejtes infiltratum gradus alapjan

meghataroztuk a FS értékeket, majd minden egyes gyulladdsos limfocitas infiltratum
felépitésének osztalyozasakor négy fokozatot kiilonitettiink el. Eredményeink alapjan, a FS=2
csoportba tartozd biopszias mintdkon csak az 1-, és 2-es gradusoknak megfeleld sejtes
besziirddéseket figyeltiink meg. A szervezettebb felépitésii limfocita aggregatumok, amelyek
a 3-, és 4-es gradus elrendezéseket mutattak, csak a FS=3 csoportban tapasztaltunk. A 4-es

gradust gyulladasos infiltratum morfologija ektopias GC-nak felelt meg.

IV.2.3. A gyulladasos infiltraci6 immunhisztokémiai jellemzése kisnyalmirigy biopszias
mintakon

A beszlir6dott sejtek specifikus markereinek eldfordulasat és denzitasat az aggregatumokban
sorozatmetszetek IHK festésével vizsgaltuk. A FS=2 csoportba sorolt metszetek
aggregatumaiban tobbnyire CD4, CD5 és CD20 markereket detektaltunk, mig a Try-Sejtekre
jellemz6 markerek, mint a CD84 és PD-1 expresszioja alacsonyabbnak bizonyult. Az felsorolt
markerek alapjan azonositott sejtek az infiltratumon beliil elszort elrendezodést mutattak.

Ezzel szemben, a FS=3 csoportban a markerek eloszlasa eltérd mintazatot abrazolt, amely

crer
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esetében az infiltratumon kiviil, a FS=2 csoporthoz hasonloan, elszort mintazatot
tapasztaltunk, de ebben a csoportban e sejteket a B sejtes régio hataran is kimutattuk. A CD84
marker kifejezédését diffiznak talaltuk, ugyanakkor denzitdsa az aggregdtum kdzponti
teriiletén akkumulalodott. A PD-1" sejteket, kivaltképp a fejlettebb szervezédési
infiltratumokban, a B sejtek szomszédsagaban sikeriilt azonositanunk. A leglényegesebb
eltérés a két csoport kozott a Bel-6 expresszioban mutatkozott; a markert kizardlag a FS=3
csoportban tudtuk kimutatni, és nagyrészt a 4-es gradust gyulladdsos fokuszokban sikertilt

erételjesen expresszalodo és centralisan csoportosuld Bel-6 sejteket detektalnunk.
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I1V.2.4. Kettés immunfluoreszcens vizsgalat a Bel-6 marker és a T-, vagy B-sejt marker
ko-expressziéjanak megerdsitésére kisnyalmirigy biopszias mintakon

Annak igazolasara, hogy a CD3'Bcl-6" T sejtek megtalalhatok a kisnyalmirigy biopszias
mintakban kialakulé ektopidas GC-ban, kettds IF jelolést kiviteleztiink Bcl-6 és CD3 vagy
CD20 markerekkel. Vizsgalatunkkal bebizonyitottuk, hogy az infiltratumot alkotd T sejtek
egy része pozitiv Bcl-6 transzkripcios faktorra és a két marker ko-expressziojaval Try sejtek

jelenlétét mutattuk ki az aggregatumban. A Bcl-6 és CD20 markerek egyiittes kifejezodésével

crer

V. MEGBESZELES

A pSS és SLE pathogenezise az immunrendszer mindkét 4gat érintd, komplex immunologiai
folyamat. A jellegzetes laboratoriumi paraméterek diagnozisa mellett szisztémas autoimmun
korképekben a kiilonbozd érési fazisban 1évé B sejt alpopulacidk ardnya is eltérést mutathat
mind a periférias vérben, mind a gyulladas helyszinén az egészséges személyekben tapasztalt
megoszlashoz képest. Fiziologias koriilmények kozott, az autoreaktivitas elkeriilése végett, a
B sejt fejlodés soran a sajat strukturak tilnyomo tobbségével szemben tolerancia alakul ki,
ezaltal az autoreaktiv B sejtek jelentds része az ellendrzési pontok egyikén eliminalddik. Az
immunrendszer érése soran a sajat struktirdk tulnyomo tobbségével szemben tolerancia alakul
ki, csakhogy az ,.ellendrzési pontokon” fellépd regulacios zavarok — akar a Ty sejtek talzott
aktivacidja miatt, ezen allapot megsziinését ¢s genetikailag fogékony egyénekben autoimmun
betegségek kialakuldsat eredményezhetik. A B sejt alcsoportok megoszlasa Iényeges
kiillonbségeket mutat pSS-as és SLE-s betegek periférias vérében a kontroll adatokhoz
viszonyitva. Eredményeink azt mutattak, hogy a CD19°IgD"CD27 naiv B sejtek ardnya
mindkét betegségben emelkedett az egészséges személyekben mért értékekhez képest.
Kovetkeztetéseink szerint, a centralis és korai periférias tolerancia karosodédsa soran az
autoreaktiv/polireaktiv B sejtek eliminalasa csokken, ezaltal tobb sejt vandorol ki a
csontveldbdl ¢és akkumulalodik a periférian. Periférids vérben a B sejt fejlédés korai
stadiumanak résztvevOi a tranzicionalis B sejtek is, melyeknek altalaban csak kis hanyada
talalhaté a vérben mikdzben a masodlagos nyirokszovetek irdnyaba migralnak. Kordbban
tapasztaltakhoz hasonléan, munkacsoportunk is emelkedett CD19*CcD38"cD24"CcD27
tranzicionalis B sejtardnyt igazolt SLE-ben, amely szoros Osszefiiggést mutatott a betegség
aktivitasaval. Ellentétben a lupuszos betegnél megfigyelt eredményekkel, pSS-ban a

tranzicionalis sejtek megoszlasa nem mutatott eltérést a kontroll donorok adataihoz képest

19



abban az esetben, ha a betegpopulacid felosztasat a klinikai tlinetek alapjan végeztiik.
Azonban, ha a csoportositast az anti-SSA/Ro autoantitest jelenléte alapjan hajtottuk végre,
akkor magasabb sejtaranyt figyeltiink meg az autoantitest pozitiv alpopuldcidban. Tovabba, a
sejtek megoszlasa és a szérumban mért IgG szintje k6zotti pozitiv korrelacié pSS-ban felveti e
sejtpopulacio korosan megemelkedett aranyanak jelentdségét a B sejt fejlodés kovetkezod
szakaszaira nézve. A nemzetkozi tapasztalatok arra utalnak, hogy az éretlen B sejtek
pathologias felhalmozodasa a periférian a csontveldi szelekcid karosodasat vagy a
masodlagos nyirokszovetekbe torténd gatolt belépést jelezheti. A korai periférias tolerancia
defektusa szintén a fiziologias allapottol eltérd, magasabb autoreaktiv érett-naiv sejtaranyt
eredményezhet. Munkank soran, SLE-ben emelkedett CD19°CD38"CD24" érett-naiv B sejt
megoszlast észleltiink, amely markansabb kiilonbséget mutatott az aktiv stadiumban 1évo
betegeknél az egészséges donorokkal szemben. Ezt kdvetden a poszt-GC reakciot kovetd
eseményeket vizsgaltuk és azt tapasztaltuk, hogy mind a CD19"IgD*CD27" ,,un-switched”,
mind a CD19'IgD'CD27" ,switched” memoéria B sejtek szazalékos aranya mindkét
betegségben jelentésen csokkent a kontroll értékekhez képest. Emellett, a két memoria B
sejttipus megoszlasa kozott is eltérést fedeztiink fel a vizsgalt korképekben; pSS-ban a
»switched” memoria B sejtek, mig SLE-ben az ,,un-switched” memoria B sejtek aranyaban
talaltunk szignifikans kiilonbséget. Erdekes modon a szisztémas tiinetektdl szenvedd pSS-as
betegek, illetve a magasabb SLEDAI értékkel rendelkezd SLE-s betegek adatai esetében
hatarozottabb csokkenést figyeltiink meg. A keringd memoria B sejt alcsoportok redukalt
aranya a CD95, CD80, CD86, CXCR3 ¢és CXCR4 molekuldk tulzott expresszidjaval
magyarazhat6. Kemotaxis vizsgalatok deritettek fényt arra, hogy a CXCR3 ¢és CXCR4
kemokin receptorok kifejezddése noveli a memoria B sejtek migracios képességet megfeleld
ligandumaik felé, amelyek a limfoid szovetek mellett a gyulladds teriiletén is
expresszalodnak. Tovabba, az aktivaciés markerként szolgdlo CD95 és kostimulatorikus
molekuldk (CD80, CD86) emelkedett expresszidja a memoria B sejtek aktivalt allapotéra és a
kovetkezetes hatékony T sejtes interakciora, illetve nagymértékli plazmasejt iranya
differenciaciora utalnat. A CD19'IlgD'CD27  kettds-negativ. B sejtek aranyat is
tanulmanyoztuk a betegek periférias vérében. A sejtek megoszlasa ellentétes képet mutatott a
két betegségben, mig SLE-ben a kettds-negativ B sejtek expanzidjat, addig pSS-ban a sejtek
szézalékos aranyanak visszaesését észleltiik. Az egészséges donorok értékéhez viszonyitva a
sejtardny valtozads csak pSS-ban mutatott Osszefiiggést a szisztémas manifesztaciok
jelenlétével, az SLE-s betegeknél nem talaltunk kapcsolatot a betegség aktivitasaval. A sejtek

aktivalt allapotban vannak, azonban a CXCR3 receptor kizarolagos expresszidja €s a tobbi
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kemokin hianya végett feltételezik, hogy jelenlétiik abnormalis extrafollikuléris differenciacio
eredménye ¢és tovabbi fejlodésiik T sejtektdl fliggetleniil megy végbe. Végiil, de nem utolso
sorban elemeztiik a CD19"CD38"CD27" plazmablasztok megoszlasat. Eredményeink szerint
a plazmablasztok szazalékos aranya hatarozott csokkenést mutatott pSS-ban, kiilonosen a
szisztémas tiinetekben szenvedd betegekben, és emelkedett az aktiv szakaszban 1évo SLE-S
betegekben. Az ellentétes sejtarany hatterét indokolhatja az, hogy pSS-ban a plazmablasztok a
memoria B sejtekhez hasonldéan magas szinten fejezik ki felsziniikon a CXCR3 ¢és CXCR4
hanem a gyulladasos szovetekbe is. Ezzel szemben SLE-ben a plazmasejtekkel kapcsolatban
karosodott ,,homing” folyamatot irtak le, amely indokolja a magasabb sejtaranyok
kialakulasat. A plazmasejtté érés folyamatanak jelentdségét emeli ki az a megfigyelésiink is,
miszerint a plazmablasztok megoszldsa pozitivan korrelalt pSS-ban a szérumban mért IK
titerrel, SLE-ben pedig az anti-dsDNS autoantitest szintekkel. B sejtes vizsgalataink utolsé
Iépéseként analizéltuk az IL-10 termel6 B sejtek (B10 és B10pro) ardnyat CpG-ODN
aktivacio hatasara. Eredendden, a Breg sejtek fontos szerepet jatszanak az immunrendszer
homeosztazisanak fenntartasiban. Heterogén sejtpopulaciot alkotnak, de rendszerint I1L-10
termeld képességiik alapjan azonosithatok. Tanulméanyunkban, hasonléan a nemzetkozi
munkacsoportokhoz, CpG-ODN kezelés hatasara az IL-10" B sejtek expanziojat észleltiik, de
a betegek értékei alacsonyabbak maradtak az egészséges személyek adatainal és esetiinkben a
sejtek legfoképp a CD19'CD38°CD24" B sejtpopulacioban halmozédtak fel. A beteg és
kontroll ~ eredmények  kozotti  kiilonbségeket csak a CD19'CD38"CcD24"  ¢s
CD19'CD24"CD27" B sejteknél fedeztiink fel, az elébbi csoportban emelkedett, mig az
utobbiban csokkent az IL-10 termeld B sejtek aranya a betegekben. A nyirokszovetek
masodlagos follikulusaiban tartézkod6 Try sejteknek kiemelt szerepe van a T sejtektdl fliggd
B sejt valaszok kialakuldsdban és iranyitdsaban. Mivel a GC Tgy sejtek vizsgélata a
nyiroktiiszkben human mintdkon nehezen kivitelezhetd, ezért e sejtekkel folytatott kisérletek
javarészt a periférias vérben keringd Try-szerl sejtekre korlatozédnak. Tanulmanyunk soran,
a CD4"CXCR5'ICOS'PD-1" Try-szerii sejtek emelkedett szazalékos ardnyat figyeltiik meg
pSS-ban. Erdekes modon, csak az extraglandularis manifesztaciokban szenveddé betegek
értékei mutattak szignifikans eltérést, mig a glandularis formakban megfigyelt adatok az
egeészséges személyekéhez hasonlitottak. Ha a betegeket az auotantitest jelenléte alapjan
osztalyoztuk, akkor az anti-SSA/Ro ¢€s anti-SSB/La pozitiv csoportban magasabb sejtaranyt
tapasztaltunk. Hasonl6 eredményeket kaptunk SLE-ben is, miszerint az anti-dsDNS

jelenlétével szoros Osszefliggésben emelkedett Tey-szerli sejtaranyokat vizsgaltuk, azonban
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nem taldltunk szignifikdns eltérést a betegség inaktiv és aktiv stddiumai kozott. A Tgy
differenciacio egyik kardinalis citokinje az IL-21, amely autokrin médon fokozza a Try Sejtek

osztodasat ¢és talélését. A citokin legfontosabb Szerepe viszont az, hogy szolubilis
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Osszefiiggést talaltunk pSS-ban, valamint eredményiink korrelalt az extraglandularis panaszok
jelenlétével. Egy fliggetlen pSS-as betegcsoportban elemeztilk az IL-21R kifejezodését a
CD19" B sejteken és igazoltuk, hogy a B sejteken fokozodik az IL-21 expresszidé mértéke,
amely raadasul korrelal az EGM-k jelenlétével is. Tovabba azt tapasztaltuk, hogy mind pSS-
ban, mind SLE-ben megndvekedett az IL-21 termeld Try-szerti sejtek aranya. Az emelkedés
pSS-ban  kizarolag a szisztémds tlineteket és  autoantitest pozitivitdst ~mutato
betegpopulaciokban tapasztaltunk, mig SLE-ben a teljes betegcsoportban magasabb volt az
IL-21" Try-szerii sejtek megoszlasa, amellett, hogy ez a tendencia markansabbnak bizonyult

az aktiv stadiumu és anti-dsDNS pozitiv betegeknél. Irodalmi adatok alapjan ismert, hogy a
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nyirokszdvetekbe vandorld aktivalt DC-k szolgalnak. Ennek ismeretében megvizsgaltuk a
pSS-as betegek szérumanak IL-12 citokin szintjét €s azt tapasztaltuk, hogy azoknal a
betegeknél, akiknél az IL-12 szintje detektalhatdé mennyiségben volt jelen, a Try-szerli sejtek
aranya is magasabbnak bizonyult. Munkéank sordn a Try-szeri sejtek mellett széleskdriien
vizsgaltuk az immunkompetens sejtek €és laboratoriumi paraméterek valtozasat is, ezaltal a
nemzetkozi irodalomban els6ként komplex képet kialakitva e sejtek szerepérdél pSS-ban. A
pSS-as betegek Try-szerli sejtek és a korai-, illetve késdi-aktivalt T sejtek aranya kozott
pozitiv Osszefliggést talaltunk, mely rdmutat az immunrendszer kronikusan aktiv allapotara. A
Tru-szerl sejtek és Trl sejtek megoszlasa kozott szintén pozitiv korrelaciot figyeltiink meg.
Utbbbi sejttipus ardnyanak ndvekedése egy fokozott ellenregulacids reakcid részét képezheti,
mely altal a szervezet a betegségre jellemzd abnormalis immunreaktivitas visszaszoritdsara
torekszik. B sejtes megfigyeléseinket parhuzamba allitva a Try-szeri sejtes eredményeinkkel,
elmondhatjuk, hogy a tranzicionalis B sejtekkel és érett-naiv B sejtekkel mutatott pozitiv
korrelaciobdl a korai és késOi periférids tolerancia defektusara kovetkeztethetiink. A Try-
szerli sejtek és az ,,un-switched”, illetve ,,switched” memoria B sejtek kozotti negativ
korrelacid is aldtdmasztja hipotézisiinket, miszerint a periférian talalhat6 memoria B sejtek

csokkenése a fokozott plazmasejt iranyt differenciacioval vagy a sejtek gyulladdsos
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szovetekbe torténd nagymértékli migracios készségével értelmezhetd. Azért, hogy tisztabb
képet kaphassunk a Tgy-szerl sejtek pSS pathogenezisében betdltott szerepérdl, vizsgaltuk a
sejtek ¢és szerologiai paraméterek kozotti lehetséges kapcsolatot is. Pozitiv korrelaciot
talaltunk a Tgy-szerd sejtek aranya és a szérumban mért anti-SSA/Ro, illetve anti-SSB/La
szintek kozott, tovabba a sejtarany emelkedése korrelalt az IgG és IK megnovekedett titerével
is. Kutatasunk végsd szakaszaban arra kerestiik a valaszt, hogy pSS-ban a periférids vérben
megfigyelt elvaltozasok vajon Osszefiiggésben 4allhatnak-e a gyulladéds teriiletén észlelt
patologias folyamatokkal. Tudjuk, hogy a betegség diagnosztikajaban rutinszeriien hasznalt
kisnyalmirigy biopszias mintak szoveti feldolgozasa idealis lehetdséget jelent az ektopias GC-
ok analizalasara, ezért a szovetet infiltrald sejtek Osszetételének vizsgalatakor kiilonos
figyelmet forditottunk a Tgy sejtek jelenlétére. A szakirodalomban elséként, vizsgaltuk a
kisnyalmirigy szovetben észlelhetd limfocita infiltratum kiilonb6z6 morfoldgiai szakaszait €s
ezek kapcsolatat a betegség korlefolyasa soran megjelend lehetséges szisztémads tiinetekkel.
Eredményeink szerint, a kisnyalmirigy biopszias mintdk rendszerint tobb kiilonb6z6é gradusu
beszlirddést jellemzden a magasabb FS értékii, nevezetesen a FS=3 csoportban figyeltiik meg.
A periférias teriileten ektopids GC struktardkat kizarolag a FS=3 csoportban, 4-es gradusu
infiltratumok esetében talaltunk. A Try markerek, mint a CD84, PD-1 és Bcl-6 expresszidja
markansabbnak bizonyult a FS=3 csoportban, de a legszembetiinébb eltérést a Bcl-6 esetében
tapasztaltuk, melynek expresszioja csak a 4-es gradusu limfoid aggregatumokra korlatozodott
¢és ko-lokalizaciot mutatott a B sejt zonaval. Koztudott, hogy a Bcl-6 molekula kiilondsen a
GC B sejtek gyors osztddasakor, a sotét zonat alkotd centroblasztokban expresszalodik, de
részben a vilagos zonaban talalhatd centrocitdk is kifejezik. Irodalmi adatok alapjan, a BCL6
gén defektusa SHM ¢és izotipusvaltas hianyaval jaro, karosodott GC folyamatokhoz vezet, igy
kiemelve a Bcl-6 jelentéségét a csirakdzponthoz kotott immunvalaszokban. Tovabba, kettds
immunfluoreszcens festéssel sikeriilt kimutatnunk, hogy a CD20'Bcl-6" B sejtes régio
periféridjan talalhato CD3™ T limfocita koziil néhany expresszalja a Bcl-6 molekulét is, ezzel
alatamasztva azon elképzelésiinket, hogy a Ty sejtek megtalalhatok az ektopias GC B sejtes
zonajanak kozelében. Fontos megjegyezni, hogy vizsgalatainkat olyan kisnyalmirigy
biopszids mintdkon végeztiikk, amelyeket még a diagndzis feldllitdsakor, csak kezdeti
glandularis tlineteket mutaté betegektdl vettiink. A klinikai €s laboratoriumi paraméterek
retrospektiv attekintését kovetden pozitiv 0sszefiiggést talaltunk a diagndzis idejében gytijtott
mintakban megjelend ektopias GC-0k, a Tey sejtek jelenléte és a korlefolyas alatt jelentkezd

extraglanduldris manifesztaciok kifejlédése kozott. Osszefoglalasként elmondhatd, hogy
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kisérleteink soran sikeriilt ravilagitanunk a Ty sejtek autoimmun folyamatokban betoltott
pathologids szerepére, amely hozzajarul mind a pSS, mind az SLE pathomechanizmusara
jellemzé abnormaélis B sejt valaszok ¢és a jellegzetes diagnosztikai paraméterek
all, de reményeink szerint a fejlodésiikkel €s funkcidjukkal kapcsolatos tovabbi vizsgalatok
értekes informéciokat nyudjthatnak, hogy a jovében potencidlis terdpids célpontként

szolgaljanak az autoimmun kérképek gyogyitasaban.

VI. OSSZEFOGLALAS

A pSS ¢és SLE pathogenezise komplex, az immunrendszer mindkét agat, a velesziiletett és
adaptiv immunitast érintd folyamat. Az autoimmun betegségek kulcsfontossagu
jellegzetessége a B sejtek hiperaktivitdsa. A masodlagos limfoid follikulusokban talalhatd Tey
sejtek kritikus szerepet toltenek be az immunfolyamatok szabalyozasaban azaltal, hogy
koordinaljak a B sejtek memoria és plazmasejt iranyu differencidlodasat. Mivel az abnormalis
humoralis immunvalasz mindkét betegség kulcskérdése, igy munkank célja a periférids Try
sejtek és B sejtek kozotti pathologias kapcesolat feltérképezése volt. Mindkét betegségben
magas naiv B sejtaranyt, mig alacsony un-switched” és ,,switched” memoéria B sejtaranyt
figyeltink meg. A kettds-negativ B sejtek, illetve a plazmablasztok aranya SLE-ben
emelkedett és pSS-ban csokkent. A tranzicionalis B sejtek és érett-naiv B sejtek aranya
magasabb volt SLE-ben. A sulyosabb tiineteket mutatd betegeknél magasabb volt a Try-szerti
sejtek és az IL-21 termelés aranya. Tovabba, a Try-szerli sejtek aranyanak novekedése
pozitivan korrelalt az antitesttermeléshez kapcsolodo paraméterekkel, ugymint szérum IgG,
IK-ek és autoantitestek. Megfigyeléseink szerint az intenziv keringd Tgy-szerli sejtarany
emelkedés és emelkedett IL-21 szekrécid, tovabba ezzel kapcsolatos abnormalis periférias B
sejt megoszlas, mind pSS-ban és SLE-ben a Ty sejtek kulcsfontossaghl szerepét emeli ki a B
sejt szelekcid szabalyozasaban. A tovabbiakban vizsgaltuk a limfocitds infiltradtum
Osszetételét pSS-as betegek kisnyalmirigy biopszidiban, kiilonos figyelmet forditva a B és Try
sejtekre. A Tey markerek tilnyomoan a magasabb FS értékkel rendelkezd, szervezettebb
morfoldgiaji infiltrstumokban voltak detektalhatok. Erdekességképp, a betegek Klinikai
adatainak retrospektiv értékelésekor 0sszefliggést talaltunk a Try sejtek jelenléte €s a betegség
sulyossaga kozott. Eredményeink szerint a Try sejtek fontos szerepet jatszanak az autoreaktiv
B-sejt képzddésben az infiltratumokban és hozzdjarulhatnak a késdbbi szisztémas tiinetek

kialakulasaban.
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szovettani vizsgalatokban nyujtott lelkes segitségét.
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