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I. BEVEZETES

Az elmult évtizedek egyik legdinamikusabban kutatott tudomanyteriilete az immunologia
volt, melynek tanulmanyozasaval eddigi ismereteinket sikeriilt tovabb bdviteni. Az
immunrendszer mindkét aganak, a velesziiletett és adaptiv immunitasnak kiemelt figyelemmel
torténd vizsgalata szamos 1j eredményt szolgaltatott a szakirodalom szdmara. Az utobbi évek
intenziv kutatdsainak kdszonhetéen eddig ismeretlen, vagy kevésbé azonositott sejttipusok
jelentek meg, nevezetesen a follikularis T helper és regulatorikus B sejtek, melyek jelenleg
még ujdonsdgnak szamitanak. Napjainkra az alapvetd immunfolyamatok szabalyozasaért
felelos sejtek a kutatdsok célpontjaiva valtak, mivel kiilondsen az immunologiai hattérrel
rendelkezd betegségek pathomechanizmusadnak megértésével a jovoben kivald terapias
célpontként szolgalhatnak. A Debreceni Egyetem, Altalanos Orvostudomanyi Kar, Klinikai
Immunolédgiai Tanszékén tobb évtizede foglalkoznak szisztémas autoimmun betegségek
magas szintli kezelésével és széleskorii kutatdsaval, kiilonds figyelmet forditva a primer
Sjogren-szindroma ¢€s a szisztémas lupus erythematosus tanulmanyozasara. A klinikum és a
laboratoriumi munka szoros kapcsolata egyediilallo lehetdséget biztosit az immunfolyamatok
vizsgalatara kozvetleniil az érdeklddés kozéppontjaban allo korképben, igy munkank soran
atfogdan vizsgaltuk az adaptiv immunrendszer elemeinek megvaltozott mitkodését, mind a
periférids, mind pedig a gyulladdsos kornyezetben. Kollektiv irodalmi adatok és
rendszerszintli 0sszefoglald, amely a follikularis T helper sejtek és B sejt alcsoportok
kapcsolatat érinti, még nem all rendelkezésre egyik korképben sem. Ez 6sztonzott minket

arra, hogy e sejtek szisztémas autoimmun korképekben betdltott szerepét vizsgaljuk.



Il. IRODALMI ATTEKINTES

11.1. Az autoimmun korképek altalanos jellemzoi

Az elmult évek immunpatologiai kutatdsai alapjan ma mar kétségtelen, hogy szamos kronikus
gyulladdsos és szoveti karosodassal jar6 megbetegedés alapja a koros autoimmunitas.
Autoimmun folyamatok fizioldgias koriilmények kozott is végbemennek, azonban a jol
szabalyozott immunvalasznak koszonhetéen nem veszélyeztetik a szervezet épségét. Az
autoimmun korképek olyan multifaktorialis betegségek, melyek kialakuldsanak hatterében
genetikai ,,hajlamositd” tényezok, epigenetikai modosulasok, tovabba kornyezeti és
hormonalis faktorok allnak. A genetikailag fogékony egyénekben a sajat struktarakkal
szemben kifejlodott tolerancia, illetve az immuntoleranciat kivaltd ¢és szabalyozo
mechanizmusok karosodnak és a betegség kialakulasahoz vezetnek.

A genetikai faktorok jelentségét ikervizsgalatok igazoltdk, miszerint a konkordancia
egypetéji  ikrek esetében sokkal magasabb, mint kétpetéji ikrekben vagy nem
ikertestvérekben [1, 2]. Azonban a populacidgenetikai és migracids vizsgalatokkal foglalkozo
tanulmanyok az orokletes tényezok mellett a kornyezeti faktorok — kiilonb6zd patogének,
stresszhatasok, gyogyszerek - szerepére hivtak fel a figyelmet [3, 4]. Az utdbbi évek kutatasai
az epigenetikai hatasok - mint a DNS metilacié, hiszton acetilacié és metilacio, telomeraz
aktivitas, mikroRNS kifejez0dés - szerepét is igazoltdk az autoimmun folyamatok
pathogenezisében, azt feltételezve, hogy a kornyezeti tényezOk kozremitkdodésével eldidézett
epigenetikai valtozasok egyiittesen vezetnek bizonyos gének expresszidjanakbefolyasolasdhoz
¢s az autotolerancia elvesztéséhez [5, 2]. Az autoimmun betegségekkel szembeni érzékenység
fligg a hormonalis egyensulytdl is, funkcionalis vizsgalatok bizonyitottak, hogy a néi nemi
hormonok koziil az 6sztrogén fokozza a T-, és B sejtek aktivitasat, illetve a T sejtek ,,homing”

mechanizmusat, hozzajarulva az immunhomeosztazis megbomlasahoz [6, 7]. Attol fliggéen,



hogy a koros folyamatokat elindité autoantigének megoszlasa egy szervre korlatozodik vagy
az egész szervezetre kiterjed, megkiilonbdztethetliink szervspecifikus, illetve szisztémas
autoimmun korképeket, habar a két csoport kozott gyakori az atfedés. Az autoimmun
rendellenességekre altalanosan jellemzdé tovabba, hogy kronikus lefolyast, progressziv
betegségek és az immunregulacié zavara komplex effektor mechanizmusokon keresztiil

vezethet a szovetek karosodasahoz [8].

11.1.1. Sjogren-szindroma epidemioldgiaja és klinikai tiinetei

A Sjogren-szindroma (SS) egy kronikus gyulladasos megbetegedés, melynek el6fordulasi
gyakorisadga elérheti a 0,6 %-ot, igy a rheumatoid arthritishez (RA) hasonléan az egyik
leggyakoribb szisztémds autoimmun korképnek tekinthetd. A SS barmely életkorban
kialakulhat, de elsOsorban a menopauza korili idészakban, a 40-60 év kozotti ndket
betegitheti meg. A legmagasabb ndéi dominancidval jellemezhetd betegség, melyben az
érintett nok és férfiak aranya 9:1 [9]. A korfolyamat legfoképp a kiilsé elvalasztast mirigyek
karosodasaval és kovetkezményes funkciovesztésével definidlhatd, amely a betegség
jellegzetes tlineteinek kifejlddéséhez vezet. A SS primer formdjadban (pSS) elsdsorban
ugynevezett glandularis tiinetek jelentkeznek; a konnymirigyek érintettsége szemszarazsagot
(xerophtalmia), mig a nyalmirigyek diszfunkcidja szajszarazsagot (xerostomia) okoz. A
csokkent konny-, €s nyaltermelés eredményeként fellépd kellemetlen panaszok mellett
szovodmeények kifejlédése sem kizart, melyek koziil szemtiineteknél kiemelendd a bakterialis
keratitis, a szaruhartya kifekélyesedése vagy perforacioja, illetve oralis manifesztaciok
esetében a fogszuvasodas, fogagybetegségek ¢és gombas fertézések altal szdjzug gyulladas
(cheilitis angularis) is észlelhetd. Ezenfeliil a nydlkahartya szarazsag érintheti a 1€égzérendszert
is, melynek kovetkeztében garatszarazsag (pharyngitis sicca), bronchitis/tracheitis sicca miatt

kohogés és felsoléguti gyulladdas, majd a késObbiekben pneumonia alakulhat ki. A



gastrointestinalis traktussal kapcsolatos panaszok az oesophagus-motilitasi zavarok mellett a
pancreas mirigyfunkcidinak redukalédasaban nyilvanulhatnak meg. Tovabbi kisérd
panaszként a bor exokrin mirigyek csokkent miikodése borszdrazsaghoz (xeroderma)
vezethet, illetve ndék esetében féleg a menopauza utani idGszakban vaginitis sicca
jelentkezhet. Esetenként a betegeknél kétoldali, aszimmetrikus parotis vagy submandibularis
nyalmirigy duzzanat is megfigyelhet6 [10].

A pSS korlefolyasa soran mirigymiikodéshez kothetd tiinetek mellett idével extraglandularis
manifesztaciok (EGM) is kifejlédhetnek, amelyek az olyan éltaldnos panaszokbol, mint a
faradtsagérzet, myalgia, arthralgia és egyes szervek érintettségébdl tevodnek dssze. Az utobbi
két csoportra, nevezetesen periepithelialis és extraepithelialis szisztémas tiinetekre oszthatd. A
periepithelialis panaszok esetében a szervek karosodasa az epithelsejtek limfocitas
beszlirddésével magyarazhato, ebbe a csoportba sorolhaté példaul az interstitialis pneumonia,
hepatitis és az interstitialis nephritis. Az extraepithelialis szervi érintettség els6sorban a B
sejtek fokozott aktivitasaval osszefliggd immunkomplex (IK) keletkezés kovetkezménye, ide
tartozik a tapinthatd purpura, glomerulonephritis, polyarthritis, illetve a vasculitis [11]. Az
utobbi csoportban felsorolt tlinetekben szenvedd betegeknél magasabb morbiditast és
nagyfoku rizikot tapasztaltak a malignus limfomak, tilnyomoérészt non-Hodgkin limféma
(NHL) kialakulasara nézve [12, 13]. A korképben a fent emlitetteken kiviil izom-, és
idegrendszeri manifesztaciokkal is taldlkozhatunk, leggyakoribb tiinetként a myositis €s a
periférias szenzomotoros neuropathia emlitheté meg [10]. A SS azonban nemcsak elsédleges
formaban, hanem egyéb poliszisztémas (RA, szisztémas lupus erythematosus [SLE],
szisztémas sclerosis) €s szervspecifikus (Hashimoto-thyreoidis) autoimmun betegségekkel

tarsulva is kifejlodhet, ekkor mar szekunder tipusrol beszéliink.



11.1.2. Sjogren-szindréma etiolégiaja és pathomechanizmusa

A pSS egy Osszetett, multifaktorialis eredetli betegség, melynek pathogenezise még maig sem
teljesen tisztazott. A korkép kialakulasa tobblépcsds folyamat eredménye, melyben a kezdeti
belsd szervezeti €és kiilsd kornyezeti tényezdk altal eldidézett valtozdsok az autoimmun

folyamatok feler6sdodéséhez és az exokrin mirigyek karosodasahoz vezetnek.

11.1.2.1. Etiologia — genetikai, epigenetikai, kornyezeti és hormonalis tényezék

A pSS iranti genetikai hajlam kiemelt szerepét a betegség kialakuldsaban szédmos
esettanulmany és teljes genom asszocidcios vizsgalat (GWAS) bizonyitotta. A betegség és a
f6 hisztokompatibilitasi génkomplex (major histocompatibility complex; MHC) kozotti
Osszefiiggést tekintve a legfontosabb gének az MHC II régidban elhelyezkedd humén
leukocita antigének (HLA) HLA-DR és HLA-DQ all¢ljei. Az MHC génkomplex régidiban a
lokuszok kozott rendkiviil szoros kapcsoltsag all fenn, igy a betegséggel Osszefiiggésbe
hozhat6 gének kivalasztasa nehéz feladat, de sikeriilt igazolni, hogy a HLA-B8, HLA-DRw52
¢s HLA-DR3 allélek erds asszociaciot mutatnak pSS-val [14]. Valamint igazolddott, hogy a
HLA-DQ1/DQ2 all¢leket hordozod egyének esetében a betegség sulyosabb formaban
manifesztalodik, tovabba a HLA-DQAL1*0501, HLA-DQBI1*0201 és HLA-DRB1*0301
allélek szoros kapcsolatot mutattak az anti-Ro/SSA és anti-La/SSB autoantitestek jelenlétével
[15-17]. A legfrissebb GWAS tanulmanyok olyan ujabb hajlamosité gének jelentOségére
hivtadk fel a figyelmet, amelyek a betegség kialakuldsdban kardinalis szerepet betoltd
immunfolyamatokban vesznek részt. Az I-es és IlI-es tipust interferon (IFN) és nuklearis
faktor kappa B (NF-«kB) utvonallal Osszefliggésbe hozhatdo gének koziil az interferon
regulatorikus faktor 5 (IRF5)-TNPO3, szignal transzducer és transzkripcids aktivator 4
(STAT4), interleukin (IL)-12A ¢és tumor nekrozis faktor (TNF)-alfa indukalt protein 3

(TNFAIP3) és TNFAIP3 interakcios protein 1 (TNIP1) 16kuszok polimorfizmusat igazoltak

10



[18]. Mindemellett, szamos olyan gént is sikeriilt azonositani, amelyek kapcsolatban allnak az
adaptiv immunrendszerrel, mint példaul a korai B-sejt faktor 1 (early B cell factor 1; EBF1),
B-limfoid tirozin kindz (FAM167A-BLK), TNF-Receptor szupercsalad 4 (TNF-R superfamily
4; TNFRSF4) ¢és C-X-C kemokin receptor 5 (CXCR5)-DDX6 16kuszok [18, 19].

A genetikai prediszpozicion kiviil Gjabban az epigenetikai modosulasok, ugymint DNS
metilacié és mikroRNS expresszid szerepére is ravilagitottak a pSS patomechanizmuséban,
habar az ezzel kapcsolatos eredmények még korlatozott szdmban allnak rendelkezésiinkre.

Yin és munkatarsai alatdmasztottdk, hogy a T-B sejtek kozotti kostimulacioért felelds

crer

crer

a FoxP3 kifejez6désének csokkenését igazoltdk periféridss CD4" T sejtekben [21]. A
mikroRNS-ek kicsi, fehérjét nem kodold, egyszali RNS molekulak, amelyek a veliik
részlegesen komplementer nukleotid szekvenciaji mRNS-ekhez kapcsolodva a génexpresszid
poszttranszkripcids szintli szabdlyozasaért feleldsek. A miR-146 fizioldgias koriilmények
kozott a Toll-szerli receptor (toll-like receptor; TLR) €s TNFR jelkozvetitd faktorainak
szabalyozasat végzi. Pauley és munkatarsai pSS-as betegekben a miR-146 emelkedett
kifejezddését figyeltek meg és feltételezésiik szerint a molekula fokozott expresszidja ellenére
sem képes szuppresszalni a gyulladasos citokinek termelddését, tovabba fokozza a
fagocitozist is [22]. Egyéb mikroRNS-ek jelentdségét is leirtak, mégpedig a miR-181a, miR-
16, melyek overexpresszidja pSS-as betegek nyadlmirigy szovetében Osszefliggést mutatott a
csokkent nyalmirigy funkcioval és a miR-200b, illetve miR223, melyek fokozott kifejezodése
negativ visszacsatolas Gtjan szabalyozza az autoantigének jelenlétét [23, 24].

A genetikailag hajlamos személyekben az autoimmun folyamatok kivaltasat valosziniileg

kornyezeti faktorok, példaul virusfert6zés indukalhatja, amely az utobbi néhany évben ismét
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az érdeklédés kozéppontjaba keriilt. Irodalmi adatok szerint legismertebbek az Epstein-Barr
virus (EBV), humén T-sejtes leukéma-limfoma virus 1-es tipusa, cytomegalovirus, hepatitis C
virus és Coxsackie A virus [25, 26]. Az elmult évek soran a legtobb eredmény EBV
fert6zéssel kapcsolatban sziiletett, mely szerint a virus az epithel sejtek apoptdzisanak
eloidézésével tdmogatja a Ro/SSA, illetve La/SSB ribonukleoprotein felszabadulasat és a
virus RNS-ével komplexet képezve a TLR3-on keresztill triggereli az I-es tipusu IFN utvonal
aktivacidjat [27]. A nyalmirigyek epithel sejtjei a konzervalt, patogénekre jellemzd
molekularis mintazatokat (Pathogen Associated Molecular Pattern; PAMP) felismeré TLR1-
4, -7 ¢s -9 konstitutiv expresszidjaval a velesziiletett immunrendszert aktivalva veszik fel a
fert6z6 agensekkel szembeni harcot, ezzel ramutatva a korokozok szerepére pSS-ban [28, 29].
A pSS-ra jellemz6 erds ndi dominancia a hormonadlis tényezOok szerepére hivta fel a figyelmet,
amelyet szamos allatkisérletes modellben végzett vizsgalattal sikeriilt aldtdmasztani. Az
Osztrogén szerepét aromatdz-knock out egerekben vizsgaltak és azt tapasztaltak, hogy az
Osztrogén deficiencia pSS-szerli limfoproliferativ kérkép kifejlodését idézte eld, amely
fitoosztrogén adasavalmegel6zheté volt [30]. Tovabba, transzgenikus egerekkel folytatott
kisérletben igazolodott, hogy a retinoblasztoma-asszocidlt protein 48 (RbAp48)
kifejezddésének emelkedése 0sztrogén hidnyaban az exokrin mirigyek apoptozisat valthatja ki
¢s pSS-hoz hasonlé autoimmun exokrinopathia-t eredményez. A szerzOk arra a
kovetkeztetésre jutottak, hogy az dsztrogén deficiencia stimulalja a nyalmirigy epithel sejtjeit
¢s kostimulatorikus molekuldk expresszalodasaval antigénprezentalo sejtként (APC)

viselkedhetnek, ezaltal aktiv szerepet jatszva az autoimmun folyamatokban [31].

11.1.2.2. Pathomechanizmus - velesziiletett és adaptiv immunitas
A pSS-ra jellemz6 gyulladasos folyamat kifejezetten az exokrin mirigyeket érinti, amelynek

szOvettani elvaltozasai tilnyomoan a kisnyalmirigy biopszids mintdkon vizsgalhatok. Az
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autoreaktiv immunvalasz eredményeként a ductusok kitdguldsa, az acinusok atrophidja alakul
ki, melyek mellett a betegség jellegzetes tiinete az elpusztult acinusok helyén visszamaradt,
mononukledris sejtekkel infiltralt nydlmirigyszovet. Egér és huméan tanulmanyok szerint, a
gyulladésos infiltratum sejtes dsszetétele a betegség korlefolydsa soran valtozik; a kezdetben
nagyobb aranyban beszlirédott CD4" T sejtek helyén késdbb tobbségében B sejtek és
makrofagok, illetve dendritikus sejtek (DC) dominalnak [32]. A mintakban megfigyelhetd
ektopids germinalis centrum (GC) képzddés a fokozott lokalis B sejt aktivitas jele, amely
kivalo lehetdséget biztosit a betegségre jellemz6 autoreaktiv folyamatok tanulmanyozasara,
tovabba prediktiv értékkel bir a késobbi malignus limfomak, nevezetesen a NHL
elorejelzésében [33].

Az utdbbi évtizedek adatai alapjan ismertté valt, hogy az exokrin mirigyek epithel sejtei
nemcsak szenvedd alanyai az autoreaktiv immunfolyamatoknak, hanem adhézids-,
kostimulatorikus molekulak, citokinek és kemokinek kifejezésével eldsegitik a mononuklearis
sejtek infiltraciojat, illetve differencidlodéasat, hozzajarulva az autoimmun epithelitis
kialakulasdhoz. Arrol még nincsenek pontos adatok, hogy a mirigyszovet epitheliumanak
destrukcigja extrinsic vagy intrinsic tényezOk altal megy végbe, de valdsziniileg mindkeét
utvonal eldidézheti a sejtek apoptozisat. A kiilsé agensek részvételével indukalt folyamat a
TLR3 utvonalon keresztiil egyrészt kemokin ligandok (CXCL9, CXCLI10) expresszidjat
eldidézve kezdeményezi a CXCR3" T és B sejtek, plazmasejtek besziirddését, masrészt noveli
az MHC-I, CD40, CD54 és CD95 markerek kifejezodését, tovabba a TRAF6-IRF3
jelkozvetitd molekulakon keresztiil serkenti az IFN-f szekréciojat [29, 34]. Ezenfeliil, a TLR3
aktivacié a pro-apoptétikus Bim és Bmf molekuldk termelddésének fokozasaval, illetve a B-
sejt limfoma 2 (B-cell lymphoma 2; Bcl-2) anti-apoptotikus molekula kifejez6désének
csokkentésével tamogatja az ,,anoikis” tipust programozott sejthalal végbemenetelét [35].

Apoptozis hatasara az intracellularis elhelyezkedésti Ro52/TRIM21, Ro60/TROVE2 és
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La/SSB autoantigének exoszomakban, illetve apoptotikus blebekben kiszabadulnak az epithel
sejtekb6l €s stimuldljak a szovetben akkumulalodott sejtek immunvalaszat [36]. A
gyulladdsos mikrokdrnyezet kialakitdsaban a TLR4 utvonal szerepét is igazoltdk, ugyanis a
bakterialis lipopoliszacharid mellett a szdveti integritds fenntartasaért felelds extracellularis
matrix proteinek, mint példaul a heparan-szulfat, fibronektin €s laminin, veszély asszocialt
molekularis mintazatként (Danger Associated Molecular Pattern; DAMP) a receptorhoz
kotddve aktivaljak a jelatviteli palyat, kivaltva a proinflammatorikus medidtorok, illetve
kemoattraktansok (IL-1, IL-6, TNF-a, CCL6) szekrécidjat [37, 38]. A makrofagok, mieloid
DC-ek (mDC), plazmacitoid DC-ek (pDC) és CD4" T sejtek ,homing” folyamatit a
mirigyszovet epitheliumanak adhézidés molekulai (E-kadherin) és kemokin ligandjai (CXCL9,
CXCL10, CXCL12, CCL6) iranyitjdk, majd az akkumulalodott sejtek a jelenlévd
autoantigének, illetve citokinek és kostimulatorikus molekulak altal aktivalodnak. A CXCL12
erés kemoattraktansként szolgal a pDC-ek szamara, melyek a nagy mennyiségli I-es tipusu
IFN (IFN-a és IFN-B) gyors termelése révén a virusellenes immunvalasz legfébb képviseloi.
A szovet destrukcidja kovetkeztében az endoszomalisan elhelyezkedd TLR-7 és -9 viralis
egyszali RNS-eket, illetve metilalatlan CpG-motivumot tartalmazé oligonukleotidot (ODN)
ismernek fel és a konvencionalis DC-ek és makrofagok aktivaciojat, tovabba a B-sejt aktivalo
faktor (BAFF) stimulacion keresztiil a tovabbi B és T sejt akkumulaciot és aktivaciot idéznek
eld6. A proapoptotikus Fas/FasL expresszidjanak novelésével szintén autoantigén
felszabadulast eredményeznek, igy pozitiv visszacsatoldssal az epithel sejtek tovabbi
apoptozisat tamogatjak [39]. A pSS pathogenezisében betoltott szerepiiket emeli ki az a tény,
hogy Bave és munkatarsai kisnyalmirigy biopszias mintakban igazoltak a pDC-¢k jelenlétét és
kiemelt fontossagat az I-es tipusu IFN valaszban [40]. Az epithelsejtekbdl felszabadult
autoantigének és a pDC-ek altal termelt I-es tipusu IFN-ok a konvencionalis DC-ek

aktivaciojat segitik el6, amelyek IL-6 és IL-12 proinflammatorikus citokinek révén a CD4" T
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sejtek és természetes OlOsejtek (natural killer cell; NK) altali valaszok serkentéséhez, IFN-y
szekréciohoz és kovetkezményes BAFF expresszio emelkedéshez vezetnek [41]. A fent
emlitett sejtek mellett igazoltdk, hogy a nyalmirigy epithel sejtei TLR3 agonista poli (I:C)
stimulacié hatasara képesek BAFF termelésre [42], tovabba szamos munkacsoport
demonstralta a molekula jelenlétét kisnyalmirigy biopszias mintakban is [43, 44]. Az irodalmi
adatok alapjan elfogadott modell szerint a BAFF a velesziiletett és adaptiv immunvalasz
kozotti kapcsolatot teremti meg a pSS pathomechanizmusaban azaltal, hogy pozitivan
szabalyozza a B sejt homeosztazist; a Bcl-2 és Bcl-xL anti-apoptotikus molekula
kifejez6désének fokozasaval, illetve a CD40 molekulaval kooperalva gondoskodik a sejtek
immunglobulin (Ig) és autoantitest titerek a pSS-ban tapasztalt B sejt hiperaktivitast
tamasztjak ala [46]. A Dbetegség késObbi szakaszaban a mirigyszovet gyulladasos
infiltratumaban a CXCL12 és CXCL13 kemokin ligandok hatasara fokozodik a CXCR4 és
CXCRS5 receptorokat kifejez6 B sejtek bearamlasa, melyek esszencialis szerepet jatszanak az
ektopias GC-ok kifejlodésében és fenntartasaban [47]. A CXCL13 fontossagat alahtzza az a
tény, hogy pSS-as betegek szérumdaban és nyaldban emelkedik a szintje és az infiltratumon
beliili expresszidja szoros 0sszefiiggést mutat az aggregatum szervezettebb felépitésével [48].
Altaldnosan ismert adat, hogy a GC-ban lezajlé szomatikus hipermutacié (SHM) és izotipus
valtas folyamata nagymértékben fiigg a GC B sejtekben kifejez6dé aktivacio indukalt-citidin
deamindz (AID) aktivitasatol, amely a B sejtek késObbi szelekcidja és differencialédasa
szempontjabol elengedhetetlen [49]. Az AID pSS-ban kiemelt szerepére hivja fel a figyelmet
az, hogy a betegek kisnyalmirigy szdvetében, follikularis dendritikus sejtes (FDC) haldzatot
és jol szegregalt T, illetve B sejtes régiokat tartalmazo infiltratumokban magas AID
expresszié mutathatd ki [50]. Salomonsson és munkatarsainak munkaja nyoman bizonyitast

nyert a kisnydlmirigy szovetekben lejatszodd limfoid neogenezis, amelyek a jellemzd
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sejttipusok mellett az autoimmun folyamat végtermékeként szolgaldo anti-Ro/SSA és anti-
La/SSB autoantitesteket is tartalmaztak [51]. A ribonukleoprotein-RNS intracellularis antigén
komplexek (Ro/SSA: Ro52/TRIM21, Ro60/TROVE2 ¢és La/SSB) mellett még megemlitendd
a rheumatoid faktor (RF), krioglobulinok, anti-mitokonrialis és muszkarin-receptor 3 elleni

antitestek gyakorisaga pSS-ban [52] (1. Abra).
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1. Abra A Sjogren-szindréma pathomechanizmusinak osszefoglalé abraja. A genetikailag hajlamos
egyénekben kornyezeti és hormonalis faktorok a mirigyszévet epitheliumanak diszfunkciojahoz vezetnek. A

gyulladt koérnyezetbe bearamlo DC-ek (pDC, mDC) NK sejtek és T sejtek aktivaciojat okozzak, majd tovabb

s

kialakul a korképre jellemz6 karosodott humoralis immunvéalasz.
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11.1.3. Szisztémas lupus erythematosus epidemioldégiiaja és klinikuma

A SLE heterogén tiineteket mutat6, kronikus szisztémas autoimmun betegség. A gyulladasos
folyamatok szamos szervet érinthetnek, de tobbnyire a bdr, iziiletek, vesék és a kdzponti
idegrendszer panaszai jellemzdéek. Elsésorban fogamzoképes ndket betegit meg, az elsd
panaszok koriilbeliil a 20-30-as évek kozott jelentkezhetnek, de a gyermekkortol egészen az
idoskorig barmely korosztalyban eléfordulhat. A ndi és férfi arany 8-10:1, tehat a pSS-hoz
hasonldan szintén erds néi dominancia jellemzi. El6fordulasi gyakorisaga évente 1-10/100000
eset. A betegség korlefolyasa hullamzo, az aktiv stadiumot nyugalmi szakasz kovetheti. A
korkép kezdetén altalanos tiinetek, mint faradékonysag, laz és fogyas tapasztalhato.
Bortiinetek koziil jellegzetesek a pillangd erythema a szubakut cutan és kronikus cutan discois
lupus. Mozgasszervet érintd panaszok kozott a kéz és 1ab kisiziileteinek, illetve a csukld és
térd arthritise figyelhetd meg [11]. A betegség kardinalis tiinete a lupus nephritis, amely a
betegek kozel felénél, viszonylag fiatalabb korban alakul ki. Aktiv gyulladasra utal a vese

glomerulusok nekrdzisa és a mononukledris sejtek beszlirddése, amely a jellegzetes szovettani

crcr

[53].

11.1.4. Szisztémas lupus erythematosus etiolégiaja és pathomechanizmusa

multifaktoridlis gyulladasos betegség. Az utdbbi évek intenziv kutatdsainak koszonhetden
szamos ismeret gyllt 0ssze a korkép pathogenezisét illetden, de minden részlete még ma sem
teljesen tisztazott. A genetikai tényezOk kozremiikodését GWAS tanulmanyok tartak fel és az
MHC 1I osztalyba tartoz6 fehérjéket kodoldé HLA gének mellett (HLA-DRB1*1501, HLA-
DRB1*0301) szamos olyan gén jelentdségét bizonyitottak, melyek részt vesznek a

velesziiletett és adaptiv immunitas, a vesét érint folyamatok szabalyozasaban, s6t az IK-ek
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eltavolitasaban is [54]. A velesziiletett immunitdas TLR 7-9 keresztiili Gitvonal fontossagara
emelkedett IFN-a aktivitassal [55, 56], tovabba a jelatviteli palya részeként szolgaldé NF-kB
kozvetitd molekulat szabalyozo TNFAIP3, illetve TNIP3 gének is Osszekapcsolhatok a
betegséggel [57, 58]. Emlitést érdemel még az IgG-t koté Fc receptorokat (FcR) érintd
polimorfizmusok (FcgammaRIIIA-V/F158, FcgammaRIIbT[232]) kapcsolata a korképpel,
ezenkivill lupus nephritis kifejlodésével is [59, 60]. Az adaptiv immunvalasszal
Osszefiiggésbe hozhatd gének koziil a FAM167A-BLK, PRDML1 és PTPN22 polimorfizmusa
emelhetd ki, amelyek a T-B interakcioban, B sejteket és plazmasejteket érintd szignal
folyamatokban vesznek részt [61]. A laboratoriumi vizsgalatok soran tapasztalt magas IK
szint és a komplementrendszer egyes faktorainak (C3 és C4) alacsony szintje a ,,clearance”
mechanizmusok karosodasara hivja fel a figyelmet SLE-ben. A komplementhianyos allapot az
esetek egy részében genetikai defektusra vezethetd vissza, de ki lehet mutatni a szerzett
defektusokat is. A klasszikus ut korai komponenseinek (Clg, Clr, Cls és C2, illetve C4)
orokletes homozigdta és heterozigota hianya, illetve mutaciok a komplementrendszer
aktivalodasat szabalyozo molekuldk koziil a H-faktor és MCP fehérjét kodold génekben
szoros asszociaciot mutatnak SLE kialakulasaval [62]. Szerzett tényezének tekintheték a
komplementrendszer faktorai ellen termel6d6 autoantitestek, melyek koziil az anti-Clq
autoantitest emelkedett mennyisége €s a veseérintettség kimutathatésaga kozott 6sszefliggést
figyeltek meg [63]. Az elmult években a figyelem kozéppontjaba keriiltek az epigenetikai
modosuldsokkal foglalkozé vizsgalatok, melyek SLE-ben szamtalan eredményt produkaltak.
A teljesség igénye nélkiil emlithet6 példaul a DNS hipometilaciéja (CD40L, CD70), hiszton
acetilacigja (H3 ¢és H4), illetve a mikroRNS-ek (miR146a redukcio) szerepe a betegség
korfolyamatanak iranyitasaban [5]. A genetikailag hajlamositott személyekben a betegség

manifesztdlodasdhoz tovabbi tényezOk sziikségesek, ilyen kornyezeti faktorok példaul a
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napfény, UV sugarzas, gyogyszeres kezelés ¢és infekciok. A ndi dominancia meglétébdl a
hormonhéztartas €s a néi nemi hormonok provokdlod szerepére is kovetkeztethetiink. A
betegség kezdeti 1épésének a kiilsd kornyezeti tényezOk altal elinditott nekrotikus és
apoptotikus folyamatokat tekintik, utdbbi esetében, ha a programozott sejthaldl zavart
szenved, akkor a blebeket alkotd6 membran integritdisa megszlnik, igy tartalmuk az
extracellularis térbe keriil. Ennek hatdsara az SLE-re jellemz6 duplaszala (ds) DNS, RNS ¢és
kromatin partikulumok az immunrendszer sejtjei altal felismerddnek és autoimmun
folyamatot inditanak el [64, 65]. Az autoantigének tovabbi forrasa lehet a neutrofil
granulocitak altal alkalmazott ujonnan felfedezett 610 mechanizmus, amely soran DNS-t és
ribonukleoproteineket tartalmazo struktirakat bocsatanak ki a sejtkozotti térbe, ezéltal
biztositva a korokozok eliminalasat. Amennyiben a fent emlitett folyamatok lejatszodasat
kovetd eltakaritd procedura zavart szenved, a kiszabadult autoantigének tartds triggerévé
valnak az immunsejteknek [66-68]. A sejttormelékek, példaul a HMGB-kromatin komplexek
a TLR2-n keresztiil aktivaljak a mDC-ket, melyek felszinén fokozodik a CD40, CDS80
expresszio, illetve a proinflammatorikus citokinek (IL-1B, IL-6, TNF-a) termelédése és APC-
ként a T sejteknek mutatjdk be az autoantigént [69, 70]. A pDC-ek a TLR7 és TLR9
kozremiikodésével az IK-ek és neutrofilek altal kibocsatott struktirdk felismerésére képesek,
mely az l-es tipusi IFN-ok termel6dését eredményezi, ezzel fokozva az autoreaktiv
immunvalaszt [67]. Az adaptiv immunrendszer a CD4" T sejtek mDC altali aktivacidjaval,
illetve a pDC és mDC révén szekretalt BAFF utjan kapcsolodik be a SLE pathogenezisébe.
Az autoreaktiv B sejtek tulélésének és differencialodasanak tamogatasaval autoantitest
termelé plazmasejtek keletkeznek [71, 72]. Ismeretes, hogy a SLE legfontosabb
manifesztacioja az IK-ek lerakodésa kivaltképpen a vese glomerulusokban. Az abnormalis B
sejt valaszok meglétét tamogatjdk azok a vizsgalatok, amelyekben lupus nephritisben

szenvedé betegek vese biopsziaiban a B sejt aktivalo BAFF molekulat, ektopias GC-okat
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sikeriilt kimutatni €s az IK lerakodas asszociaciot mutatott a limfoid neogenezissel [73, 74]. A
felhalmozodott IK-ek eltakaritasa a komplementrendszer kozremiikodésével torténik, azonban
SLE-ben a komplement komponensek csokkent szintje (Clq, C3, C4) miatt az opszonizaciod
¢és fagocitdzis zavart szenved, amely a tolerancia elvesztéséhez vezet tovabb gerjesztve az

autoreaktiv folyamatokat [75, 76].

11.2. A follikularis T helper sejtek eredete és szerepe az adaptivimmunvalaszban

Az utdbbi évek legintenzivebben kutatott sejttipusa a follikularis T helper (TrH) sejt, melyet
manapsag mar a GC reakciok kozponti szerepldjeként tartanak szamon. A szakirodalomban
eloszor a 90-es évek végén, a human manduldban megtaldlhatdo, CXCRS kemokin receptort
magas szinten expresszalo és B sejtek funkcidit tiamogaté CD4™ T sejtként emlitették [77]. Az
elmult években publikalt adatok alapjan bizonyossa valt, hogy a Trn sejtek mind
génexpresszio és transzkripcios program szintjén, mind funkcidban kiilonboznek a T helper
(Th)1/Th2/Th17 sejtvonalak differencialodasi utvonalaitdl és szamos olyan faktor kifejezésére
képesek, melyek a hatékony B sejtes immunvalaszt segitik [78, 79]. Azonban annak ellenére,
hogy kiilonallo sejttipusnak tekinthetok, a legfrissebb eredmények a TrH Sejtek sejtvonalbeli
plasztikussdgara utalnak, nehéz eldonteni, hogy valdban termindlisan differencialodott
sejtekrél van-e sz6. Lu és munkatarsai in vitro generalt és ex vivo izolalt Trn-szerti sejteken
kimutattak, hogy polarizald citokin kdrnyezetben tenyésztve Thl (IFN-y)/Th2 (IL-4)/Th17
(IL-17) effektor citokinek produkcidjara képesek, mikozben megérzik IL-21 termeld
képességiiket is. Megfigyeléseiket a kromatin allomany feltérképezésével is megerositették és
igazolodott, hogy ezen Trn-szerli sejtek TBX21 (Thl), GATA3 (Th2) és RORC (Th1l7)
génjein, hozzaférhetd aktiv hiszton modifikacios jelek (H3K4me3) talalhatok [80]. Egy masik
tanulmanyban Luthje és munkatarsai IL-21-GFP riporter egérben demonstraltak, hogy a TrH

sejtek memoria sejtekké alakulhatnak, melyek masodlagos antigén ingertdl fiiggden képesek
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ujra TrH sejtekké vagy hagyomanyos Th sejtekké is differencialodni [81]. Egy masik kutatés
szerint egér Th2 sejtek is képesek lehetnek bizonyos koriilmények kozott, példaul
Schistosoma mansoni fertdzés hatasara Trn irdnyba transzformalédni mikozben expresszaljak
a GATA3, IL-4, IL-5 és IL-13 Th2 sejtvonal markereket [82]. Ujabban CXCR5 kemokin
receptort és Bcl-6 transzkripcios faktort expresszalo Foxp3™ Treg sejteket, Gigynevezett
follikularis regulatorikus T (Trr) sejteket is azonositottak egér, illetve human GC-ban, melyek
a periférian CXCRS5™ természetes Treg sejtekbol alakulhatnak ki és hidnyuk erételjesebb GC
reakciokhoz vezethet [83].

A szakirodalom eddigi kovetkeztetései alapjan a TrH sejtek differencialodasa egy tobblépesds,
multifaktorialis folyamat, melynek elsé fazisa a DC-ek és naiv CD4" T sejtek kozotti
interakciokor, a masodlagos nyirokszovetek T sejtes zonajaban torténik. A Trn Sejtvonal
iranya fejlédés alapvetd feltétele, hogy a sejtekre jellemz6é Bcl-6 transzkripcios faktor
expresszidja emelkedjen, és ezzel szemben a B-limfocita indukalt érési fehérje 1 (B
lymphocyte-induced maturation protein-1; Blimp-1) szintje csokkenjen. Utobbi marker a
Th1/Th2/Thl7 sejtvonalakban tapasztalt magas kifejez6désével a Trn  Sejtek
Bcl-6 olyan nuklearis foszfoprotein, amely N-terminalisan POZ/BTB domént hordozé cink-
ujj motivumot tartalmaz és transzkripcios represszorként funkcional [85]. Eredetileg B sejtes

limfomék kapcsan keriilt a figyelem kozéppontjaba, majd fény deriilt arra, hogy szerepet

crer

crer

citokinek termelddését, illetve a miR-17-92 mikroRNS klaszter kifejezddését is
szuppresszalja, igy megel6zve a CXCRS kemokin expresszidjdnak csokkenését és tdmogatva
a Tru differenciaciot [85, 88]. A DC-ek altal bemutatott antigének (MHCII-TCR),

kostimulacios szignalok (B7-CD28, CD40-CD40L) ¢és citokinek (IL-6, 1L-12, IL-27) hat4sara

21



a STAT3/STAT4 jelkozvetitdn keresztiil a CD4" T sejtekben el6szor emelkedik az alapvetd
leucin-cipzar transzkripcios faktor (basic leucine zipper ATF-like; BATF) kifejezddése,
amely ezt kovetéen a Bcl-6 ¢és c-maf promoter régidihoz kotddve fokozza azok
expresszalodasat [89-96]. Ezen transzkripcids faktorok hatasara a CD4" T sejtek felszinén
megnd a CXCRS (B sejt zoéna kemokinje) és ezzel parhuzamosan csokken a CCR7 (T sejt
zona kemokinje) expresszid, tovabba erdsodik az indukalhato kostimulatorikus (ICOS)
receptor, programozott sejthalal 1 (PD-1), CD40L, szignalt adé limfocita aktivator molekula
[SLAM]-asszocialt protein (SAP) megjelenése, illetve a CXCL13 ¢és IL-21 szekrécidja
mikézben a mar pre-Try allapotban 1évo sejtek a szovet T-B sejtes hatarteriiletére
vandorolnak [94]. A fenti folyamat negativ szabalyozasat az elmult évben két fiiggetlen
munkacsoport is demonstralta, azaz az IL-2R-on keresztiili aktivacioval a STATS gatolja a
TrH differenciaciot ugy, hogy szuppresszalja a CXCRS, Bcl-6, BATF, c-maf és IL-21 gének
expresszidjat, valamint pozitiv hatassal van a Blimp-1-re is [97, 98]. Az IL-21 a Trn Sejtek
karakterisztikus citokinje, amely autokrin mdédon biztositja a sejtek tovabbi aktivalodasat és
talélését [78, 99]. A fejlodés kovetkezd allomasa a pre-Trn sejtek kolesonhatasa az aktivalt B
sejtekkel, melynek elézménye, hogy a kemokinek (CXCRS, CCR7) megvaltozott
kifejez0dése kovetkeztében egymas felé vandorolnak €s a masodlagos limfoid szovetek
markerekkel, melyekkel a szakirodalomban elfogadotta Trn fenotipus jellemezhetd. Az
els6dleges sajatossag azemelkedett CXCR5 kemokin receptor szintje, amely biztositja a
CXCL13 kemokin ligand iranyaba, igy a B sejt follikulusba torténé vandorlasukat [100, 101].
A marker fontossdgat egérkisérletben bizonyitottdk, mely szerint CXCRS5 hianyaban
karosodik a T sejtek migracioja a primer follikulusba, és a T-B sejt interakcid elmaradédsaval
kevesebb szamu, illetve kisebb méreti GC alakul ki, tovabba az izotipus valtdson atesett

antitest-termel6 sejtek szama is redukalodik [102]. A kemokin receptorok vonatkozasaban
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fontos megemliteni, hogy szemben az egér Trn sejtekkel, a human Try Sejtek CXCL13
kemokin ligand expresszalasara is képesek [103]. Ezenkiviil még szamos olyan kemokin,
aktivacios és kostimulacidos molekulat fejeznek ki felsziniikon, amelyek a GC B sejtes
folyamatok elinditasahoz és fenntartdsdhoz sziikségesek, nevezetesen az ICOS, PD-1, CD40L,
0OX40, CXCR4, BTLA, IL-21, CD84 és a SAP [103, 104]. A hatarteriileten a kétféle sejt
talalkozik, szoros kontaktusba keriil egymassal és a kapcsolat hatdsara tovabbi aktivacios
jeleket kozvetitenek egymas felé, amelynek eredményeként extrafollikularis, rovid-életi
plazmasejtek kozvetitette antitest valaszok fejlédnek ki vagy a masodlagos follikulusokban
képzOdo csirakdzpontok részeként tdmogatjak a B sejtek talélését és differencialédasat. A
GC-ba torténd belépés eldtt a pre-Trn sejtek és a B sejtek kozott a SLAM receptor csalad
(CD84 és Lyl08), illetve a SAP kozvetitésével szoros kapcsolat alakul ki [105], mely
hozzajarul a CD28-CD80, CD40L-CD40, OX40-OX40L, ICOS-ICOSL, PD-1-PD-L1, a
szekretalt IL-21-IL-21R kolcsonhatasanak meghosszabbitasdhoz és kovetkezményes Bcl-6
expressziot eredményez [103]. A GC folyamatok kezdetén szamos transzkripcios faktor
aktivalodasa sziikséges a program legfontosabb elemének, a Bcl-6-nak a kifejez6déséhez,
amely az NF-xB kozvetitésével az IRF4, illetve a myocita-specifikus erdsitd faktor 2B
(MEF2B) altal megy végbe. A magas Bcl-6 szint sziikséges a GC sotét zonajaban lezajlo
génexpresszios programok végbemeneteléhez, amelyek az itt 1évé CXCR4" B sejtek
szaporodasahoz és az 0sztddo centroblasztokban az lg-molekuldk V-génjeinek SHM-hoz
sziikségesek. Ebben a stddiumban a kezdetben magas NF-kB és IRF4 szintje lecsokken, csak
a Bcl-6, PAXS5 és a MEF2B marad aktiv [106]. Ezt kovetéen a centroblasztok a vilagos
z6ndba vandorolnak, ahol a moédosult B-sejt receptorral (BCR) rendelkez6 CXCRS5*
centrocitdk a mar termindlisan differencidlt Trn Sejtek és FDC-ek kozremiikddésével érési,
illetve szelekcios folyamaton mennek keresztiil. Itt a CD40-CD40L stimulacié hatasara ujra

emelkedik az IRF4 szintje, azonban ez csak koOzepes szintli expressziét mutat, igy nem
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szuppresszalja az AID kifejez0dését és lejatszodhat az izotipus valtas programja is. A pozitiv
szelekcion atesett, magas affinitdsi BCR-t hordozé B sejtek a c-myc expresszio novelésével
képesek ujra a sotét zonaba migralni és akar Gjabb osztddasi folyamaton végigmenni [107].
Az antigén-szelekcion atesett centrocitdk memoria B sejtekké vagy hosszu-életi
plazmasejtekké alakulnak, majd kilépnek a GC-bol. Ehhez az IRF4 expresszid tovabbi
fokozodasa sziikséges, amely a Blimp-1 aktivalodasaval gatolja a Bcl-6 kifejezddést, illetve a
BCR-MAPK szignal hatasara pedig a Bcl-6 foszforilacidja és degradalodasa kovetkezik be. A
plazmasejt iranyu differencidlédashoz elengedhetetlen a PAXS csokkenése, ezzel
parhuzamosan pedig az XBP1 ¢és Blimp-1 transzkripcios faktorok kifejezédésének

emelkedése[106, 108], mig a memoria B sejtek megdrzik PAXS expresszidjukat, ugyanakkor

.....

crer

boviiltek, azonban tudasunk javarészt az egérkisérletekbdl nyert eredményeken alapszik.
Human vonatkozasban a TrH sejtek eredete és funkcidi még maig sem teljesen tisztazottak,
kiilonosen igaz ez a kijelentés a vérben kering6, ugynevezett Trn-szer( sejtekre. Ezen sejtek
az utobbi években keriiltek a figyelem kozéppontjaba ¢€s eredetiiket tekintve azt feltételezik,
valoszinlileg még azeldtt elhagyjak a GC-ot, mieldtt elérnék a teljesen érett allapotot. Ezt a
hipotézist tamasztja ala az a megfigyelés, miszerint SAP-deficiens és vad-tipusu egerekbdl
szarmazé CD4'T sejtek hasonld aranyban alakultak vérben keringd memoria Trn sejtekké
[109]. Mivel a SAP a Tru érési programjanak késobbi fazisaban, a B sejtekkel torténd
kolcsonhatds kialakitasakor kulcsfontossagl, ezért feltételezhetd, hogy még az interakcio

kialakitasa el6tt kilépnek a sejtek a follikulusbol. A cirkulald CD4*CXCR5" memoria Trw
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2. Abra A Trn sejtek funkciéjanak és a csirakozpont eseményeinek sematikus abrazolasa. A naiv CD4* T
sejtek a T sejtes zonaban DC-ek kozremikodésével aktivalodnak, majd a follikulus felé vandorolnak, ahol
talalkoznak a mar aktivalodott B sejtekkel. A T-B sejtes hatarteriileten a pre-Trn sejtek és B sejtek kdlesondsen
segitik egymas differencialodasat, majd a pre-Ten sejtek altal szolgaltatott szignalok hatasara elindul a GC
ciklus. A csirakézpontban a B sejtek talélését, szelekcidjat és differencialodasanak lejatszodasat a Ten sejtek és

FDC-ek altal biztositott szignalok tdmogatjak.

sejtek szintén hordozzdk a TrH jellegzetes markereit, magyaran expresszaljak az ICOS ¢és PD-
1 molekulékat, azonban joval alacsonyabb szinten, s6t tovabbra is képesek a B sejt valaszok
elésegitésére, de kozel sem olyan aranyban, mint a GC Trn sejtek, igy konzekvensen Trn-
szerli sejteknek nevezik [77, 100, 110]. A periférian megtalalhatd sejtek heterogén csoportot

alkotnak, amelyek tovabb osztalyozhatok a memoriaT limfocitdk tipusa alapjan, illetve
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kostimuléacios ¢és kemokin receptorok expresszidja szerint is. A memoria tipusa szerint
megkiilonboztetiink CXCRS5'CCR7°'CD62L" effektor meméria és CXCR5'CCR7'CD62L"
centralis memoria Tru-szerli sejteket. A két molekula expresszidja valdsziniileg a sejtek
az ICOS ¢és PD-1 molekuldk expresszidjanak vizsgélataval ujabb alcsoporok kiilonithetdk el:
ICOS*PD-1"*CCR7" aktivalt, ICOSPD-1*CCR7™ és ICOSPD-1"CCR7" nyugalmi
allapotban 1év6 sejtek [112]. A CXCR3 és CCR6 kemokin receptorok alapjan kategorizalt
csoportok a kovetkezék: CXCR3'CCR6™ Trnl, CXCR3CCR6™ Trnu2 és CXCR3 CCR6*
Trl7-szer(i sejtek. Az emlitett csoportok a Try markereken kiviil az adott sejtvonal
specifikus transzkripcids faktorok és citokinek expresszidjara is képesek, de igazoltak, hogy
effektiv IL-21 szekrécion keresztiili B sejt tamogatasra a Trn2 és Trnl7 alcsoportok
alkalmasabbak voltak a Trn1 alosztalynal [113]. Tovabbi vizsgalatok arra is ramutattak, hogy
a vérben keringd Tru-szerll sejtek koziil, funkcidjukat és genetikai profiljukat tekintve, az
ICOSPD-1*CCR7™  Tri2 és Teul7 fenotipus 4ll  legkdzelebb a  masodlagos
nyirokszovetekben tartozkodo Trn sejtekhez [111]. Irodalmi adatok demonstraltak azt is, hogy
a memoria Try-szerl sejtek hosszu ¢€letliek, akar tobb mint egy honapig is talélnek és ismételt
antigén inger hatasara gyorsan effektor Trn vagy mads sejtvonalba tartozd Th sejtekké

differencialodnak [109, 114].

11.4. A B sejtek fejlodése és funkcioi

A B sejtek kozponti szerepet toltenek be a humoralis immunvalaszban, fiziologias
koriilmények kozott legfobb feladatuk az ellenanyagtermelés €s antigén prezentacid a T sejtek
szdmara, tovabba citokinek termelésével az immunfolyamatok szabalyozasa. A B sejt fejlodés
két szakaszra kiilonithetd el: els6 fazisa antigén inger hianyaban a csontveldben zajlik, mig az

érés késobbi része a periférian torténik. A fejlédés a csontveldben hemopoetikus éssejtbol
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indul ki és a B-sejt érés kiilonbozo fazisai (pro-B és pre-B sejt) alatt az Ig gének
rekombinacidja megy végbe.Az Ig génrégiokban variabilis (Variable; V), konstans (Constant;
C) és ezeket 0sszekotd (Joining; J), illetve nehézlanc esetében diverzitas (Diversity; D) gének
talalhatok. A varidbilis régiéo az Ig-p-nehézlanc, a Vu-Dn-Jn génszakaszok, mig az Ig-x-
konnytlanc a Vi -JL szegmensek kombinacidjabol véletlenszeriien rendezédik 6ssze [115]. A
folyamat eredményeként afunkcidoképes konnytilanc 6sszekapcesolodik a korabban termel6dott
nehézlanccal és kialakul az IgM molekula, amely a sejtmembranban Iga- és Igp-
segédlancokkal asszocialtan helyezkedik el, megalkotva a BCR-komplexet [116, 117]. Ebben
a stadiumban az éretlen B sejt mar funkcioképes BCR-ral rendelkezik, azonban ha antigént
ismer fel, akkor a sejt elpusztul vagy funkcionalis valaszképtelenség alakul ki és
kiszelektalodik. Azonban eléfordul, hogy a kozponti tolerancia soran nem eliminalodik
minden autoreaktiv B sejt, igy az éretlen vagy tranzicionalis sejtek a csontvel6bdl a perifériara
vandorolnak [118]. A tranzicionalis B sejtek szamos érési folyamaton mennek keresztiil, majd
a masodlagos nyirokszervekbe vandorolnak, ahol aktivalodnak és a Trn sejtek, illetve FDC-ek
segitségével SHM, izotipusvaltas és a receptor-ujraszerkesztés mechanizmusan mennek
keresztiil. Az itt lezajlo periférias tolerancia soran a sajatot felismeré és az idegennel
szembeni gyenge reakcio valthat Ki apoptdzist, anergiat vagy ignoranciat [119]. A B sejteket
alapvetden két sejtvonalra oszthatjuk: a magzati majbol szarmazo Gssejtbdl B-1 tipusu, a
csontveldi Ossejtbdl pedig B-2 tipusu B sejtek fejlodnek ki. A B-1 B sejtek hosszu életi,
onmegujitd sejtek, melyek polireaktiv, ugynevezett természetes IgM antitesteket termelnek,
idealis és gyors védelmet biztositva a kérokozokkal szemben. Utdbbi évek kutatasai kiilonos
figyelmet forditottak az IL-10 termeld regulatorikus B (Breg) sejtek immunfolyamatokat
szabalyozd szerepére és egyes szerzOk egér modellekben azt tapasztaltak, hogy az I1L-10
termeld sejtek fenotipus szerint a CD5*CD1d" B-1 B sejt csoportba sorolhatok [120]. A B

limfocitak tobbsége viszont leginkabb a B-2 tipusba tartozik, melyeket tovabb
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csoportosithatunk marginalis zona B sejtekké (MZB) és follikularis B sejtekké (FO). A MZB
sejtek elsdsorban a 1ép marginalis szinuszaiban helyezkednek el és a B-1 B sejtekhez
hasonléan javarészt a T-sejt fliggetlen valaszokban vesznek részt ¢és természetes
ellenanyagokat termelnek.Ezzel szemben a FO B sejtek a masodlagos nyirokszovetekbe
vandorolnak és alapvetd elemét képezik a humoralis immunvalasznak. Az el6z6 két csoporttal
ellentétben legfoképp T-sejt fiiggd B sejt valaszokban vesznek részt és a csirakdzpontban
lejatsz6dd  folyamatok  kovetkeztében memoria B sejtekké és  plazmasejtekké
differencialodnak [121]. A B sejt fejlédés soran az adott érési stadiumban 1évé sejtek
kiilonb6z6 markereket expresszalhatnak, melyek alapjan B sejt alpopuléciokat kiilonithetiink
el [122]. Ha a sejtek fenotipusanak valtozatossagat nézziik, akkor ez kimondottan igaz az IL-
10 termeld Breg sejtekre, ugyanis a B-2 B sejtcsoportban is kimutattak jelenlétiiket, melybol
kovetkeztethetlink, hogy egy heterogén sejtpopulaciorol van sz6. Egérkisérletekben
CD1d"CD23 IgM" MZB sejteknél, mig huméan vonatkozasban CD38"CD24"CD27
tranzicionalis B sejtek esetében mutattak ki IL-10 termelést [120, 123, 124].

A B sejtek szamtalan feladatot latnak el az immunreakciok soran, melyek kozil a
legfontosabb az antitestek termelése, melyekaz antigénhez kotddve kiilonféle effektor
funkcidkat inditanak be, és a patogén elpusztitaisahoz, majd a szervezetbdl vald
eltavolitasahoz vezetnek. Azonban a ,,sajat” anyaggal valo reakcio és hasonlo effektor funkciod
a szervezet szoveteinek karosodasat eredményezi. Hasonld folyamat tapasztalhatd koros 1K
képzbdés esetén is, ha a képletek eltakaritasa nem megfeleld, akkor az IK-ek a szovetekben
lerakodva azok gyulladasat idézi el6. Abnormalis B sejt valasz az autoantigének felismerése
¢és bemutatasa a T sejtek felé¢, amellyel autoreaktiv T sejt aktivaciot valtanak Ki, és az
autoimmun folyamatok feler6s6dését okozzak. Ezenkiviil, a talzott citokin termeléssel
gyulladasos mikrokornyezetet hozhatnak 1étre és a limfotoxin expresszioval eléidézhetik az

ektopias limfoid struktarak kialakulasat is [121].
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11.5. Célkitiizések

A pSS és a 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 tamasztjadk ald. A humoralis immunvalasz egyik
szabalyozd elemeként ismert Trn sejtek szerepét, illetve e sejtek kapcsolatat mas

immunsejtekkel, a diagnosztikai vizsgalat soran nyert laboratériumi eredményekkel, illetve a

klinikai tiinetekkel még nem vizsgaltdk. A kutatas fontossagat kiemeli, hogy a pSS

glandularis, illetve szisztémas formainak, valamint ezzel parhuzamosan SLE-nak a

vizsgalatara is lehetdségiinkvolt. Munkank soran az alabbi célokat fogalmaztuk meg:

e pSS-as betegek glandularis és szisztémads tiineteket mutatdé csoportjaiban, valamint SLE
inaktiv és aktiv stadiumaban 1évé betegek periférias vérében 1év6 Tru-szerii sejtek
szdzalékos aranyanak meghatarozasa ¢és Osszevetése az egészséges egyének paramétereivel

e pSS-ban a periférias vérben megtalalhato immunsejtek diagnosztikai profilozasa és az
eltérések Osszevetése a Tru-szerll sejtekkel kapcsolatos eredményekkel

e a betegek laboratoriumi 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 dsszehasonlitasa a kontroll értékekkel

e pSS-ban szenvedd betegek kordbban részletezett csoportjadban kisnyalmirigy biopszids
mintat nyeriink ¢és azokat hagyomanyos, illetve immunhisztokémiai modszerrel
feldolgozva valaszt keresiink arra, hogy a Trn sejtek részt vesznek-e a tercier limfoid
neogenezisben, tovabba, hogy van-e Osszefliggés a szovettani eredmények, laboratoriumi

paraméterek és a klinikum kozott.
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I11. BETEGEK ES MODSZEREK

I11.1. Betegek és egészséges kontroll személyek

111.1.1. Etikai nyilatkozat

Szerologiai és sejtes vizsgalatainkhoz a Debreceni Egyetem, Altalanos Orvostudomanyi Kar,
Klinikai Immunoloégiai Tanszéke altal gondozott pSS-ban és SLE-ben szenvedd betegek
vérmintait hasznaltuk fel. Szovettani vizsgilatainkat a Debreceni Egyetem, Altalanos
Orvostudoményi Kar, Pathologiai Intézetének archivumaban tdrolt kisnyalmirigy biopszias
mintak szdvettani blokkjaibol készitett metszeteken végeztiikk. A vérmintakkal és szovettani
blokkokkal torténé munkat a Debreceni Egyetem, Klinikai Kozpont, Regionalis €s Intézményi
Kutatasetikai Bizottsaga engedélyezte (Referencia szam: IX-R-052/00016-22/2012.). Minden
vérvétel a betegek eldzetes, irasos beleegyezésével tortént és a kisérletek a Helsinki

Nyilatkozat etikai iranyelveit kovetve valosultak meg.

111.1.2. Primer Sjogren-szindrémaperiférias paramétereinek vizsgalataba bevont
betegek

Vizsgalatainkba Gsszesen 75 pSS-asbeteget vontunk be (72 né, 3 férfi; atlag életkor = SD:
60,20 + 9,58 ¢év). A diagndzis megallapitdsa az Amerikai-Eurdpai Konszenzus
Kritériumrendszer (American-European Consensus Criteria; AECC) alapjan tortént [125]. A
betegeket konszekutiv moédon valasztottuk ki a Debreceni Egyetem, Altalanos
Orvostudomanyi Kar, Klinikai Immunologiai Tanszékének jardbeteg szakrendelés
névsorabol. Kizard tényezOnek tekintettik az immunszuppressziv, vagy immunmoduldns
készitményekkel torténd kezelést €s a vizsgalat iddtartama alatt, illetve az azt megel6z6 6
honapban fennallo fertdzést. A betegek koziil 35 személynél csak glandularis (Gl) tiinetek

jelentkeztek, mig 40 személy egy, vagy tobb EGM mutatott a koérlefolyas soran. Az
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extraglanduldris tiinetek megoszlasa a kovetkezoképpen alakult: polyarthritis n=25
(szimmetrikus, nem eroziv, a metacarpo-phalangealis €és/vagy proximalis interpharangealis
sort érintd iziileti gyulladas), Raynaud-szindroma n=18 (epizodikus, digitalis vasospasmussal
jaro  szekunder forma), lymphadenopathia n=3, vasculitis n=5 (bor Cérintettség),
polyneuropathia n=2 (periférias, szenzomotoros kevert forma), myositis n=1 (a proximalis
végtag izmok érintettségével jaro betegség), polyarthralgia n=11 (enyhébb klinikai tinetekkel,
illetve akut gyulladdsos eltérésekkel nem jardiziileti érintettség). A vizsgalat idejét
megel6zéen a betegek csak szubsztitucidos kezelést (konny- és nyalpotlas) kaptak. A
vasculitist és tovabbi tarsul6 extraglandularis tiineteket, amelyek kezelése immunszuppressziv
szerek alkalmazasat igényli, a kisérlet kezdetén rogzitették a klinika orvosai €s a terapia
megkezdése a vérvételt kovetden tortént. A laboratériumi mérésekhez kontroll csoportként
Osszesen 37 egészséges, korban €s nemben a vizsgalt betegpopulacid jellemzdihez illeszkedd
személy szolgalt (35 nd, 2 férfi; atlag életkor + SD: 45,58 + 12,99¢év). A vizsgalatba bevont

személyek demografiai adatait az 1. Tablazat 6sszegzi.

kentrolior | posbetegek | TR | pssEGM-me
16 50 25 25
Szdm 21 25 10 15
37 75 35 40
] 51,81+ 6,22 61,36+ 9,65 64,64 + 8,03 58,08+ 10,17
p tli“:‘;‘]’;’ &) 39,10 + 12,43 57,88+9,19 51,80 + 10,02 63,00 % 5,65
45,58 + 12,99 60,20 + 9,58 60,94 + 10,41 59,55 + 8,88
1/15 2/48 1/24 1/24
Nem (ffi/né) 1/20 1/24 1/9 0/15
2/35 3172 2/33 1/39

2. tanulmany
b2, tanulmany
“Osszes
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111.1.3. Primer Sjogren-szindréma szovettani vizsgalataba bevont betegek

Vizsgélatunkba olyan 10pSS-as beteget vontunk be (10 nd; atlag életkor + SD: 57,20 + 11,40
év), akiknél a pSS diagndzisanak felallitasakor végeztek kisnyalmirigy biopsziat és
szerepeltek a periférias vizsgalatainkban is. A betegek kivalasztasa soran kizar6 tényezének
szamitott a diagndzis megallapitasakor €s a szovettani mintavétel idején malignus lymphoma,
illetve extraglandularis tlinetek jelenléte. A betegek széleskorti klinikai és szerologiai
vizsgalaton estek at, az adatgytijtés alapjaul a rendelkezésre all6 ambuldns gondozasi lapok
szolgaltak, amelyek részletes informaciot szolgaltattak a betegek klinikai tiineteirdl, fizikai
allapotar6l és laboratoriumi paramétereirdl. A szdvettani vizsgalatainkban kontrollként 3
olyan személy szerepelt, akiknél enyhe siccas panaszokat dokumentaltak, de tiineteik nem
elégitették ki a Sjogren-szindroma nemzetkozileg felallitott kritériumrendszerének diagnozis
felallitasdhoz sziikséges pontjait. A vizsgalatba bevont pSS-as betegek demografiai ¢és

laboratoriumi adatait a 2. Tablazat foglalja Ossze.

I11.1.4. Szisztémas lupus erythematosus vizsgalatiba bevont betegek

A vizsgalatba 25 szisztémas lupus erythematosusban szenvedd beteget vontunk be (24 nd, 1
férfi; atlag életkor £ SD: 41,17 + 13,20 év), a betegség diagnozisdnak megallapitasa az
Amerikai Reumatologiai Kollégium (American College of Rheumatology; ACR) 1997-es,
illetve a 2012-ben revidealt ajanlasa, illetve kritériumrendszere alapjan tortént [126, 127]. A
betegeket a Debreceni Egyetem, Altalanos Orvostudomanyi Kar, Klinikai Immunologiai
Tanszékének jarobeteg szakrendelésérdl, konszekutiv modon vélasztottuk be a vizsgalatba.
Kizar6 tényezd volt a magas dozisi immunszuppressziv, vagy immunmodulans
gyogyszerekkel torténd kezelés, baziterapia, illetve bioldgiai készitmények alkalmazasa és a
vizsgalat id6tartama alatt, valamint az azt megel6z6 6 honapban fennallo fertézés. A betegség
aktivitasanak jellemzése az SLE betegség aktivitasi index (SLE Disease Activity Index;

SLEDALI) alapjan tortént; azokat a betegeket tekintettiik klinikailag aktivnak, akiknél a
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Betegek

Laboratériumi paraméterek

pSS diagndzis felallitasakor

Periférias TrH vizsgalataink idejében

Szam  Eletkor  Eiekor | ssa/Re  SSB/La  IgG IgA  IgM  Focus | SSA/Ro  SSBiLa  IgG IgA  IgM  Kering8Tru-
(biopszia) score szerl sejtek
(0,00-10,00 (0,00-10,00  (7,00- (0,70- (0,40- (0,00-10,00 (0,00-10,00  (7,00- (0,70- (0,40- o9
U/ml) Uml)  1600glL) 400gL) 230gL)  (FS) U/ml U/ml)  1600glL) 400gl) 230gL) (%)
1 66 58 176,5 1175 40,86* 6,34* 2,31* 2 120,8 51,9 6,04 2,68 0,72 0,28
2 74 66 <10 <10 9,12 1,75 1,24 2 10,4 <10 8,10 1,75 1,19 0,42
3 48 46 76,3 <10 18,09* 1,42 2,15 2 86,6 <10 13,49 1,19 1,70 0,30
4 46 38 <10 <10 14,57 2,90 8,23* 3 <10 <10 13,26 2,54 5,84* 0,92
5 62 53 <10 <10 14,41 1,47 0,74 3 <10 <10 9,10 1,30 0,64 0,77
6 64 61 <10 <10 10,18 1,89 1,58 3 <10 <10 9,64 2,18 1,65 1,11
7 64 57 130,0 41,0 19,74* 3,20 3,98* 3 123,2 39,5 14,34 3,15 2,14 0,44
8 40 34 126,6 76,1 31,97* 5,07* 1,01 3 146,5 68,6 22,79* 2,95 0,75 1,56
9 63 52 <10 <10 27,24* 6,31* 2,38* 3 <10 <10 19,97* 5,23* 3,43* 0,57
10 45 45 157,4 <10 26,92* 6,34* 2,97* 3 157,4 <10 26,92* 6,34* 2,97* 0,68

2. Tablazat A szovettani vizsgalatba bevont pSS-as betegek demografiai és laboratoriumi adatai
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SLEDALI érték nagyobb, vagy egyenlé volt, mint 6. A pontrendszer alapjan két csoportot
alakitottunk ki: SLEDAI<6 csoport, amelybe az inaktiv stadiumban 1év0 betegek tartoztak
(n=17) és SLEDAI>6 csoport, amelybe a betegség aktiv stidiumaban 1év6 betegeket soroltuk
(n=8). A betegek atlagosan napi 4 mg metilprednizolon kezelésben részestiltek, a terapias
dozis egyik betegnél sem haladta meg a 8 mg napi adagot. A vérmintak gylijtése minden
beteg esetén legalabb 24 6raval az utolsé metilprednizolon kezelés kovetden tortént. Az aktiv
stadiumban 1év0 betegek tjonnan felismert lupusos esetek voltak, akiknél a vérmintat még az
SLE kezelésében alkalmazott immunszuppressziv terdpia megvaltoztatasa eldtt gytijtottiik. A
kontroll csoport 21 egészséges, korban és nemben a betegség csoportjadhoz illeszkedd
személybdl allt (20 nd, 1 férfi; atlag életkor + SD: 39,10 + 12,43 év). A tanulmanyba bevont

egyének demografiai adatait a 3. Téblazat 6sszegzi.

Egészséges SLE betegek SLEDAI<6 SLEDAI>6
kontrollok
Szém 21 25 17 °
Eletkor 39,10 + 12,43 41,17+ 13,20 41,70 + 13,86 40,62+ 9,79
(étlag + SD’ éV) ) > > > 1 1 ’ H
Nem (ffi/né) 1/20 1/24 0/17 1/7

3. Tablazat A tanulmanyba bevont személyek demografiai adatai

111.2. Laboratériumi vizsgalati modszerek

A periférias vérrel végzett vizsgalatainkat a Debreceni Egyetem, Altalanos Orvostudoméanyi
Kar, Klinikai Immunolégiai Tanszékének Kutaté Laboratéoriuméban, mig a szdvettani
vizsgalatainkat a Debreceni Egyetem, Altalanos Orvostudomanyi Kar, Patologiai Intézet,

Endes Pongrac Laboratériumban végeztiik el.

111.2.1. Limfocita alcsoportok meghatarozasa teljes vérbdl aramlasi citométerrel
A periférias vérben talalhato limfocita alpopulaciok fenotipusos vizsgalatahoz frissen vett (<

3 ora) natrium-heparinnal alvadéasgatolt teljes vért hasznaltunk. A sejtcsoportok azonositasat
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az adott sejtfelszini antigén ellen termeltetett, fluoreszcens festékkel konjugalt monoklonalis
antitestek és a megfelel6 izotipust antitest kontrollok felhasznalasaval végeztiik. A limfocita
alcsoportok rutinszerti elkiilonitésére hasznalt monoklonalis ellenanyagok a kovetkezok
voltak:  anti-CD3-fluorescein isothiocyanate (FITC), anti-CD4-FITC, anti-CD8-R-
phycoerythrin (PE), anti-CD19-R-phycoerythrin-Cyanine dye 5 (PE-Cy5), és anti-CD16+anti-
CD56-PE (BD Biosciences, San Diego, CA, USA és Immunotech, Beckmann Coulter
Company, Marseille, Franciaorszag). A T sejtek aktivacios markereinek vizsgalatat anti-
CD69-PE-Cy5 és anti-HLA-DR-PE monoklonalis antitestek segitségével a CD3" limfocita
populacion beliil végeztiik. A kdvetkez6 monoklonalis ellenanyag kombinaciok segitségével a
naiv és memoria T sejtek azonositasat végeztik el: anti-CD45RA-FITC/anti-CD4-PE/anti-
CD62L-PE-Cy5 (Immunotech) és anti-CD45RA-FITC/anti-CD8-PE/anti-CD62L-PE-Cy5
(Serotec, Oxford, UK és Immunotech). A naiv és memoria B sejtek meghatarozasaanti-lgD-
FITC/anti-CD27-PE/anti-CD19-PE-Cy5 (Beckman Coulter Inc, Fullerton, CA, USA and
Immunotech) monoklonalis antitestekkel tortént. A CD4*CD25P9" Treg sejtek vizsgélatat
anti-CD4-FITC (Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA) és anti-CD25-PE-Cy5 (Immunotech)
monoklonalis antitestek felhasznalasaval végeztiik. A mintak feldolgozéasa a Coulter Q-PREP
protokoll (Beckman Coulter Inc., Miami, FL, USA) alapjan, a korabbi munkankban leirtaknak
megfeleléenés a Regionalis Immunoldgiai Laboratorium korabban kidolgozott rutin
diagnosztikai iranyelvei szerint tortént. A sejtfelszini antigének jelolésére szolgald
ellenanyagokbo6l elére meghatarozott térfogatot mértiink ki Falcon csévekbe, majd 100 pl
heparinnal alvadasgatolt teljes vér hozzaadasat kovetéen a mintakat 30 percig, sotétben,
szobahdmérsékeleten inkubaltuk. Az inkubdlds utdn a voOrosvértestek hemolizisét a
kovetkezOképpen végeztiik: a mintdkhoz 400 pul A oldatot (100 ml desztillalt viz, 180 ul
hangyasav) adtunk, majd 10 masodperc vortexelést kovetéen B oldatot (1,59 Na2CO3; 3,629

NaCl; 7,789 Na2SO04; 250 ml desztillalt viz) és 2%-os paraformaldehidet mértiink a
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csovekbe. A sejteket 2x2 ml Na-azid (2 mg/L) és BSA (10 mg/L) tartalma PBS-ben mostuk
(1800 rpm, 3 perc), majd 1%-os paraformaldehiddel fixaltuk és a mérésig 4°C-on taroltuk. Az
adatok gyiijtését és kiértékelésétCytomics FC500 tipusu aramlasi citométeren, CXP szoftver
segitségével végeztik (Beckman Coulter Inc.). ACD3'T sejtek, CD3*CD4" Th sejtek,
CD3*CD8" citotoxikus T (Tc) sejtek, CD19* B sejtek, CD3"CD69" korai aktivalt T sejtek,
CD3"HLA-DR" késéi aktivalt T sejtek, CD3'CD56"CD16" NK sejtek, CD3*CD56" CD16"
NKT sejtek és CD4*CD25"9" Treg sejtekszazalékos aranyanak meghatdrozasa a teljes
limfocita populacion beliil tortént. A naiv és memoria T sejt altipusok szazalékos értékeinek
megallapitisa a CD4" ¢és CD8" sejteken belil a kovetkez6k szerint tortént:
CD4'CD45RA'CD62L" naiv Th, CDA4'CD45RACD62L* centralis memoria Th,
CD4'CD45RA CD62L-  effektor memoria  Th,CD8"'CD45RA'CD62L* naiv T,
CD8*CD45RA CD62L" centralis memoéria Tc, CD8*CD45RA CD62L" effektor memoria Tc
és CD8*CD45RA'CD62L terminalisan differencialodott effektor memoria Tc sejt. A naiv és
memoria B sejtek szdzalékos aranyanak meghatarozasa a CD19" B sejteken beliil a
kovetkezok alapjan tortént: CD197IgD*CD27- naiv B, CD19'IgD*CD27" memoria B,
CD19°IgD"CD27" meméria B sejtek.

A CD4" Th sejt altipusok meghatarozasat intracellularis citokinfestéssel végeztik. A
heparinnal alvadasgatolt teljes vért 1:1 aranyban 100 U/ml penicilinnel, 100 ng/ml
1640 GLUTAMAX™.-| médiummal (Life Technologies) higitottuk. A limfocitakatforbol 12-
mirisztoil 13-acetattal (phorbol-12-myristate 13-acetate; PMA) (25 ng/ml) és ionomycinnel (1
ug/ml) (Sigma-Aldrich) 37°C-on, 5%-0s CO; tartalom mellett 4 6ran keresztiilaktivaltuk. A
(Sigma-Aldrich) hozzaadasaval akadalyoztuk meg. Kontrollként nem stimulalt sejteket

hasznaltunk. Az inkubacié utdn a sejtfelszini CD4 ¢és CD8 molekuldkat a megfeleld
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monoklonalis antitestekkel jeloltiik az IntraPrep permeabilizacids kitben (Beckman Coulter
Inc., Miami, FL, USA) szerepl6 protokoll szerint. Fixalast és permeabilizalast kovetéen a
Golgi-késziilékben 1év6 citokineketIFN-y-ra, IL-4-re, IL-17-re és IL-10-re specifikus
fluorokrommal konjugaltatott monoklonalis ellenanyag koktéllal és megfeleld izotipus
kontrollal jeldltiik, majd a sejteket 1%-os paraformaldehidben fixaltuk és a mérés idejéig 4°C-
on taroltuk. A procedura soran a kovetkezd monoklonalis antitest kombinaciokat hasznaltuk:
anti-IFN-y-FITC/anti-1L-4-PE/anti-CD4-PE-Cy5 vagy anti-CD8-PE-Cy5, anti-1L-10-PE/anti-
CD4-PE-Cy5 vagy anti-CD8-PE-Cy5 (BD Biosciences), anti-1L-17-PE/anti-IFN-y-FITC/anti-
CD4-PE-Cy5 (R&D Systems, Minneapolis, MN, USA és BD Biosciences). A méréseket és az
adatok kiértékelésétCytomics FC500 tipust aramlasi citométeren, CXP szoftver segitségével
végeztiik (Beckman Coulter Inc.). A CD4" limfocitakon beliil a kdvetkezé Th fenotipusokat
kiilonitettiik el: CD4" IFN-y*IL-4'Thl sejtek; CD4" IFN-yIL-4'Th2 sejtek; CD4*IFN-y
IL17*Th17 sejtekés CD4AIL-10"Trl. A sejtek szdzalékos aranyanak meghatarozasa a CD4"

limfocita populacion beliil tortént.

111.2.2. B limfocita alcsoportok meghatarozasa aramlasi citométerrel

A B-sejt alcsoportok fenotipusos vizsgalatahoz 15-18 ml frissen vett (< 3 o6ra) natrium-
heparinnal alvadasgatolt teljes vért hasznaltunk. A vérmintdkat 1:1 ardnyban fiziologias
sooldattal higitottuk, majd Ficoll-Histopaque (Sigma-Aldrich) poliszacharid oldatra torténd
rétegzést kovetden, sliriség alapt gradiens centrifugaldssal elvalasztottuk a periférias vér
mononukledris sejteket (PBMC) a vér tovabbi sejtalkotoitol. A sejteket 2x2 ml Na-azid-BSA-
PBS pufferral torténé mosast kovetden, 0,75x10° sejt/ml koncentracioban PBS oldatban 20
percig, sotétben, 4°C-on jeloltiik a megfeleld6 monoklonalis antitest koktéllal. A naiv,
memoria €s kettds-negativ B sejt alcsoportok elkiilonitésére az eldzd fejezetben részletezett

monoklonalis antitesteket hasznaltuk: anti-lgD-FITC/anti-CD27-PE/anti-CD19-PE-Cy5. Az
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érett-naiv, elsddleges memoria, tranzicionalis B sejtek és plazmablasztok azonositasat a
kovetkez6 monoklonalis ellenanyagok segitségével végeztiikk: anti-CD38-FITC/anti-CD27-
PE/anti-CD19-PE-Cy5/anti-CD24-allophycocyanin (APC). A mintak mérését FACS Calibur
aramlasi citométeren (BD Biosciences, Immunocytometry Systems, Franklin Lakes, NJ,
USA), CellQuest program segitségével végeztiik, a detektalt adatok kiértékelését FlowJo
szoftverrel (TreeStar, Ashland, OR, USA) tortént. Az adatok kiértékelésekor a pozitiv és
negativ populaciok elkiilonitésére fluoreszcencia minusz egy (fluorescence minus one; FMO)
kontrollt hasznaltunk. Az FMO kontroll minta a vizsgalni kivant fluoreszcencia-csatornaban
detektalt fluorokrom kivételével az adott protokollhoz tartozéo mindegyik jelolést tartalmazta.
Méréseink soran mintanként legalabb 20 000 CD19" sejtet mértiinkle a limfocita populacion
beliil. A B sejt alcsoportok szazalékos ardnyanak meghatirozasa a CD19" limfocitakon beliil

tortént.

111.2.3. Keringd TrH-szeri sejtek meghatirozasa aramlasi citométerrel

A periférias vérben keringd Trn-szerli sejtek vizsgalatat 50 pSS-as beteg esetében teljes
vérmintabol, mig 25 pSS-ban és 25 SLE-ben szenvedd beteg esetében pedig PBMC-bdl
végeztiik. A sejtfelszini jelolésnél az el6z0 fejezetekben részletezett modszereket alkalmaztuk.
A sejtek azonositasara a kovetkezé monoklonalis antitestek szolgaltak: anti-CD4-APC, anti-
CXCR5-Alexa Fluor 488, anti-ICOS-PE és anti-PD-1-Peridinin-chlorophyll protein-Cyanine
dye 5.5 (PerCP-Cy5.5) (BD Biosciences). A naiv és memoria CD4" T sejtek elkiilonitésére
anti-CD45RA-PE és anti-CD45RA-PerCP-Cy5.5 reagenseket hasznaltuk. A FACS Calibur
aramlasi citométerrel (BD Biosciences) detektalt adatok eclemzése FlowJo szoftverrel
(TreeStar) tortént. A kapuzasi stratégia ellenérzésehez FMO kontrollt hasznaltunk. Teljes
veérbdl késziilt mintdk esetén a limfocitdkat, monocitdkat és granulocitakat, mig PBMC-bdl

végzett méréseinknél a monocitakat és limfocitdkat méretiik és granulaltsaguk alapjan
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kiilonitettiik el. Az oldaliranyu (side scatter; SSC) és eldre iranyuld fényszoras (forward
scatter; FSC) alapjan kivalasztott limfocitakat vizsgaltuk tovabb. A limfocitakon beliil az FSC
és CD4-APC (FL4) alapjan a CD4"sejteket kapuztuk ki, majd a kijelolt csoporton beliil
vizsgaltuk a CXCR5-Alexa Fluor 488" (FL1) sejteket. Ezt kovetéen a CD4"CXCR5*
limfocitakon egyszerre néztiik az ICOS-PE (FL2) és PD-1-PerCP-Cy5.5 (FL3) paramétereket.
Teljes vérbdl végzett vizsgalataink esetében legalabb 35000 eseményt mértiink le a CD4*
limfocita populacion beliil, a PBMC-b6l szarmaz6 mintak vonatkozasaban legalabb 75 000
CD4" sejtet szamoltunka limfocita kapuban. A Trn-szeril sejtek szdzalékos aranyat mindkét

esetben a CD4" limfocita alcsoportban hataroztuk meg.

111.2.4. IL-21R expresszidjanak vizsgalata primer Sjogren-szindromas betegek B sejtein
A CD197IL-21R" sejtek vizsgalatit Na-heparinnal alvadasgatolt vérbdl, Ficoll gradiens
modszerrel szeparalt PBMC-bdl végeztiik. A sejteket 1x10° sejt/ml koncentracioban 100 U/ml
Technologies) RPMI 1640 GLUTAMAX™-1 tipfolyadékban (Life Technologies)
tenyésztettilk és Hagn és munkatarsai alapjan alkalmazott protokoll szerint 6,5 pg/ml anti-
human BCR-ral (Jackson ImmunoResearch, West Grove, PA, USA), illetve 50 ng/ml
rekombinans human IL-21 fehérjével (R&D Systems, Inc., Minneapolis, MN, USA) 18 6ran
37°C-on, 5%-0s CO; tartalom mellett végeztilk az aktivalast. Az inkubacidt kdvetden a
sejteket Gsszegyljtottiik, jelold pufferben mostuk. A sejtfelszini festéshez anti-CD19-PECy5
és anti-IL-21R (CD360)-PE monoklonalis antitesteket hasznaltunk (Beckman Coulter Inc. és
BioLegend). Az mérést FACS Calibur aramlasi citométer (BD Biosciences), a kiértékelést

FlowJo szoftver (TreeStar) segitségével végeztiik.
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111.2.5. Intracellularis citokin meghatarozas aramlasi citométerrel

A citoplazmatikus IL-21 citokin jeloléshez Na-heparinnal alvadasgatolt vérbol, Ficoll
gradiens modszerrel izolalt PBMC-ket hasznaltunk. A szeparalt sejteket 2x10° sejt/ml
héinaktivalt FCS-el (Life Technologies) RPMI 1640 GLUTAMAX™-T tapfolyadékban (Life
Technologies) tenyésztettiik és poliklonalis aktivatorok (25 ng/ml PMA; 1 ug/ml ionomycin
[Sigma-Aldrich]) jelenlétében 37°C-on, 5%-0s CO; tartalom mellett 5 oran Kkeresztiil
aktivaltuk. A de novo szintetizalodott citokinek felszabadulasat a Golgi-késziilékbol Brefeldin
A (10 pg/ml) (Sigma-Aldrich) hozzaadasaval gatoltuk meg. Az inkubaciot kovetden a sejteket
osszegytijtottiik, jelold pufferben mostuk és 1x10° sejt/ml koncentracioban Falcon csdvekbe
szétosztottuk. A sejtfelszini jeloléshez anti-CD4-APC, anti-CXCR5-Alexa Fluor 488, ¢és anti-
PD-1-PerCP-Cy5.5 (BD Biosciences) monoklonalis antitesteket, az intracellularis citokin

meghatarozashoz anti-1L-21-PE monoklonalis ellenanyagot hasznaltuk.

crer

crer

(Life Technologies) RPMI 1640 GLUTAMAXT™.-T tapfolyadékban (Life Technologies), 0,5
uM/ml CpG-ODN jelenlétében (TLR9 agonista, ODN 2006 B tipus, Hycult Biotech Inc.,
Uden, Hollandia) 48 oran keresztiil tenyésztettiik. A tenyésztés utolsd 5 orajaban 25 ng/ml
PMA, 1 pg/ml ionomycin és 10 pg/ml Brefeldin A (Sigma-Aldrich) segitségével a
megfelelden detektalhato intracellularis citokin szint elérése érdekében ujra aktivaltuk a
sejteket, majd mostuk és 1x10° sejt/ml koncentracioban Falcon csdvekbe osztottuk szét. A
sejtfelszini  festéshez anti-CD19-PECy5, anti-CD38-FITC, ¢és anti-CD24-APC (BD
Biosciences és BioLegend) monoklonalis ellenanyagokat, a citoplazmatikus jeloléshez anti-

IL-10-PE (BD Biosciences) monoklonalis antitestet hasznaltuk. Mindkét vizsgalat esetében a
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sejtek fixalasat és permeabilizaciojat az IntraPrep permeabilizacios kit (Beckman CoulterInc.)
alapjan a gyartd utasitasainak megfeleléen végeztik. A CpG-ODN kezelt sejtek
életképességét 7-aminoactinomycin D (BioLegend) festék segitségével vizsgaltuk. Az adatok
gylijtését FACS Calibur aramlasi citométer (BD Biosciences), a kiértékelést FlowJo szoftver
(TreeStar) segitségével végeztilk. Minden mérés soran legalabb 75 000 CD4", illetve 15 000
CD19" eseményt szamoltunk a limfocita kapuban. Az IL-21 termelé Trn-szerli sejtek
széazalékos aranyat a CD4" limfocita alcsoportban, az IL-10 termel6 B sejtek aranyat a CD19*

limfocitakon beliil hataroztuk meg.

111.2.6. Szolubilis citokinek meghatarozasa ELISA médszerrel

A szérumban keringdé IL-12, IL-21 ¢és IL-27 citokin mennyiségeket szendvics technikan
alapulo, enzim-kotott immunszorbens (ELISA) modszerrel hataroztuk meg. A vizsgalatot
Platinum ELISA kit (eBioscience, San diego, CA, USA) felhasznalasaval, a gyarto altal leirt
protokoll szerint végeztiik. Az abszorbanciat LabSystems Multiskan MS multiplate olvasé
(Labsystems, Helsinki, Finnorszag) segitségével 450 nm hullamhosszon detektaltuk. Az

eredmények kiértékelése Genesis v2.0 szoftveren (Labsystems) tortént.

111.2.7. Szerolégiai paraméterek meghatarozasa

A szeroldgiai paraméterek meghatarozdsdhoz nem-alvadasgatolt teljes vért hasznaltunk. A
szérum immunglobulinok (IgG, IgA és IgM), C3, C4 szérum komplement faktorok
mennyiségét turbidimetrian alapulé immunprecipiticios modszerrel, BN 1I Nefelométeren
(Siemens AG, Miinchen, Németorszag) végeztiik. Az immun-turbidimetrias mérésekhez a
gyarto altal szolgaltatott megfelel6 antitesteket, kontroll és kalibrator reagenseket (DIALAB
GmbH, Neudorf, Ausztria) hasznaltuk. A keringd immunkomplexek meghatarozasara

polietilén-glikol precipitaciés modszert alkalmaztunk. Az Anti-Ro/SSA, anti-La/SSB és anti-
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dsDNS autoantitestek meghatarozasa ELISA moédszeren alapulé AUTOSTAT |11 kit (Hycor
Biomedical, Indianapolis, IN, USA) alkalmazasaval, a gyartd utasitasainak megfeleléen
tortént. A méréseket és az adatok kiértékelését ETI-MAX 300 késziiléken (Diasorin, Saluggia,
Olaszorszag) végeztiik. A referencia tartomany Anti-Ro/SSA, anti-La/SSB esetében 0,00-

10,00 U/ml, anti-dsDNS esetében pedig 0,00-20,00 1U/ml volt.

111.2.8. Kisnyalmirigy biopsza és hagyomanyos szovettani vizsgalat

A Debreceni Egyetem, Altalanos Orvostudomanyi Kar, Pathologiai Intézetének archivumaban
tarolt, 2001-2010 kozott rutin  diagnosztikai vizsgalati célra gyijtott  kisnyalmirigy
biopsziakoziil 10 szovettanilag alkalmasnak itélt minta keriilt elemzésre. Minden mintabol
formalinban fixalt, paraffinba agyazott (formalin-fixed, paraffin-embedded; FFPE) szovettani
blokk késziilt, amelyekbdl 4 pm vastag, adhézios targylemezre (SuperFrost Ultra Plus®,
Menzel-Glaser, Németorszag) fixalt metszeteket készitettiink. Az altalanos hisztologiai
attekintést és a ,,focus score” (FS) értékeket hagyomanyos szovettani festéssel (hematoxilin-
eozin; HE) hataroztuk meg, az értékek meghatarozasahoz az AECC iranyelvei szolgaltak
alapul. Egy focusnak szamitott a legalabb 50 mononukledris sejtbél 41l aggregatum 4 mm?
kisnyalmirigy szovetre vonatkoztatva. A nemzetkozileg is elfogadott Szemi-kvantitativ

rendszer alapjan négy fokozatot kiilonitettiink el: FS=0 (nincs limfocitds infiltratum), FS=1

(<1 focus/4 mm?), FS=2 (<2 focus/4 mm?), FS=3 (>2 focus/4 mm?) [128].

111.2.9. Immunhisztokémiai vizsgalatok

Immunhisztokémiai (IHK) modszerrel a FFPE blokkokbol készitett szovettani metszeteken
meghataroztuk a CD4, CD5, CD20, CD138, PD-1, CD84 sejtfelszini molekulak és Bcl-6
transzkripcidés faktor megoszlasat, tovabba a CD4, illetve CD20 markerek alapjan

osztalyoztuk a limfocita beszlirddés szervezettségi szintjét. Az IHC jeloléseket 4 um vastag,
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adhézids targylemezre (SuperFrost Ultra Plus®) fixalt sorozatmetszeteken végeztik. A
jeloléseket a gyartok altal javasolt protokoll, illetve a laboratériumban alkalmazott modszerek
iranyelvei alapjan végeztiikk. Roviden; a metszeteket deparaffinaltuk (xilol, 2x3 perc), majd
leszéllo alkoholsorban rehidraltuk (3-3 perc) €s 3%-os hidrogén-peroxid oldatban gatoltuk az
endogén peroxidaz aktivitast (12 perc). Ezt kdvetden magas nyomason (maximalis nyomason
3 perc) citrat-puffer (pH 6.0) vagy Tris/EDTA puffer (pH 9.0) segitségével feltartuk a szoveti
antigéneket. A hiitési (desztillalt viz) és mosasi (1XTBS, pH 7,4-7,5; 2x5 perc) 1épések utan a
metszeteket primer monoklondlis antitestekkel inkubaltuk 1 6ran at, nedves kamraban,
szobahdmérsékleten. Az alkalmazott antitesteket és higitdsokat a 4. Tablazat foglalja Ossze.
Az inkubaciot kovetéen a nem kotédott antitesteket lemostuk (I1xTBS, 2x5 perc), majd a
metszeteket a szekunder antitestként funkcionald biotin-mentes EnVision™ FLEX/HRP
polimer-enzim konjugatummal (Dako, Glostrup, Dania) 30 percig inkubaltuk nedves
kamraban, szobahdmérsékleten. Az inkubacidt 1xTBS puffer oldatos mosasi 1épés (2x5 perc)
kovette. Az antigén-antitest kotdédés detektdldsa VIP peroxiddz (Vector Laboratories,
Peterborough, UK) szubsztrat alkalmazasaval, a sejtmagok festése metil-zolddel (Vector
Laboratories) tortént. Utolso 1épésként a metszeteket dehidraltuk (acetonos, majd xilolos
oblités kétszer) és xilolbazisu fedéanyaggal (Surgipath Micromount, Leica Mycrosytems,
Németorszag) fedtik le. A festett szdvettani metszeteket egy Zeiss Plan-Apokromat
objektivvel felszerelt (nagyitds: 20x/NA 0,8), Pannoramic MIDI targylemez szkenner (3D
Histech, Budapest, Magyarorszag) hasznalataval digitalizaltuk, amelyhez magas felbontasu,
nagysebességli digitalis kamera tartozik (Hitachi HV-F22CL). A digitalizalt targylemezek
megtekintése ¢és kiértékelése Pannoramic Viewer 1.15.2. (3D Histech) szoftver segitségével
tortént. Minden metszeten, ha lehetséges volt, akkor atlagosan 4 db (2-6 db) limfocitas
aggregatumot valasztottunk ki véletlenszerien, melyeken kvantitativ méréseket végeztiik a

HistoQuant nevii szoftvermodul (3DHistech) alkalmazaséaval. A program kiszdmolta a kijelolt
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teriillet (FA, mm?) és a fedett teriilet (MA, mm?) értékét; az elébbi a kivalasztott sejtes
infiltratum teljes teriiletét, mig az utobbi az adott markerre pozitiv teriiletet jelolte. A relativ

fedett teriilet (rMA %) értékét a MA/FAx100 képlet alapjan hatdroztuk meg.

Modszer Primer antitest Higitas 1;';:;%;2 Szekunder antitest gﬁﬁ;‘:fl’{ggg
egér anti-CD20 mADb 1:300 citrat-puffer
(L26 klon)? : (pH 6.0)
egér anti-CD4 mAb i
(1F6 kl6n)* 1:20
egér anti-CD5 mAb 150
(4C7 kl6n)* '
nydl anti-CD84 mAb biotin-mentes
IHC o e 1:25 TrissEDTA | EnVision™ FLEX VIP
(EPR8325 klon) ouffer JHRP
egér anti-CD138 mAb . H 9.0
(MI15 klén)? 1:50 (pH9.0)
egér anti-PD-1 mADb 150
(NAT klén)? :
egér anti-Bcl-6 mADb 110
(PG-B6P klon)? '
. . biotin-mentes
egezﬁnggéi)TAb 1:100 EnVision™ FLEX | TSA-TMR
Tris/EDTA /HRP
kett6s IF egér anti-CD3 mADb 1:250 puffer
(LN10 kl6n)* ' (pH 9.0) Ab-biotinilalt- streptavidin-
egér anti-CD20 mAb 1:300 (Fab’)2 komplex FITC
(L26 kl6n)? :

4. Tablazat A szdvettani vizsgalatokhoz hasznalt antitestek és higitasaik

! Novocastra, Leica Biosystems, Nussloch, Németroszag
2 Dako, Glostrup, Dénia
8 Abcam, Cambridge, UK

111.2.10. A periduktalis sejtes infiltratum osztalyozasa immunhisztokémiai modszerrel

A limfocitas infiltratum szervezddési szintjének meghatarozasa IHK festéssel, Th sejtekre
jellemz6 CD4- és B sejt specifikus CD20 markerek hasznalataval tortént. A gradusok
megitélése soran négy fokozatot kiilonitettiink el: (1) elszortan, kevés szamban
perivaszkularisan elhelyezked6 limfocitak; (2) kozepes mértékben szervezddottlimfocitas

besziirédés; (3) szervezettebb, szeparalt T- és B sejt zonakbol allo periduktalis limfocita
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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 a FFPE blokkokbdl készitett 4 um vastag, adhézios
targylemezre (SuperFrost Ultra Plus®) rogzitett szOvettani metszeteken végeztiik.
Deparaffinalas, rehidratalas és peroxidaz gatlast kovetben az antigén feltaras TrissEDTA
puffer (pH 9.0) oldatban t6rtént. Az els6 primer monoklonalis antitesttel (anti-Bcl-6) torténd
jelolést (1 ora, szobahdmérséklet, nedves kamra) kovetden a metszeteket biotin-mentes
EnVision™ FLEX/HRP polimer-enzim konjugatummal 30 percen at inkubaltuk és tyramide-
kapcsolt vorés fluoreszcens amplifikacios kittel (tetrametil-rhodamine; TMR, TSA-
Fluorescent System, PerkinElmer Life Sciences, Boston, MA, USA) vizualizaltuk. Ezt
kovetden a metszeteket a masodik primer monoklonalis ellenanyagokkal (anti-CD20 és anti-
CD3, az utobbi Novocastra) 1 oran keresztiil inkubaltuk, majd a detektalast Ab-biotinilalt-
(Fab”)2 komplexszel (30 perc) és streptavidin-FITC zold szinii fluorokrommal végeztiik (30
perc). A sejtmagok festésére kék fluoreszcens DAPI (Vector Laboratories) nuklearis festést
hasznaltunk. Az alkalmazott antitesteket és higitdsokat a 4. Tablazat részletezi. A 1épések
kozott a targylemezeket 1xTBS (pH 7,4-7,5; 2x5 perc) pufferrel mostuk. A képeket Zeiss
AXIO Imager Z2 fluoreszcens mikroszkoppal (NA 10x/0.3 és 20x/0.5; Zeiss, Németorszag),
Isis szoftver (Metasystems, Németorszag) segitségével készitettiikk. A felvételek szerkesztése

Adobe Photoshop CS5 v12.0 programmal tortént.

111.3. Statisztikai modszerek
Az adatok elemzéséhez és az abrak elkészitéséhez a GraphPad Prism 5 statisztikai szoftvert

(Graphpad Software, San Diego, USA) hasznaltuk. Az eredmények értékelése soran pSS
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esetében az els0 adatsor feldolgozasakor SPSS v16.0 (SPSS, Inc., IL, USA) program
segitségével, ,,boxplot” panel alkalmazasavalkiszirtik az extrém kiugro értékeket. Az
adataink normal eloszlasanak tesztelését Kolmogorov-Smirnov és Shapiro-Wilk probaval
végeztiik. Normal eloszlas esetén, ha az F-probaszerint a szorasnégyzetek megegyeztek, akkor
kétmintas T-probat, ha a szorasnégyzeteket nem tekintettiik azonosnak, akkor Welch-prébat
hasznaltunk. A fent emlitett esetekbena diagramokon az adatokat atlag + szdras (SD)
formaban abrazoltuk. A normal eloszlastol eltéré esetekben Mann-Whitney probat
alkalmaztunk és az adatsort median, illetve interkvartilis terjedelemmelprezentaltuk. Két
valtozd kozotti kapcesolat vizsgdlata sordn normal eloszlas esetén Pearson-féle, mig nem-
normal eloszlas esetén Spearman-féle korrelacios koefficiensthataroztunk meg, illetve linearis
regresszids egyenest allitottunk fel. Az eredményekben mutatkozé kiilonbségeket p<0,05

értéke esetén tekintettiik statisztikailag szignifikdnsnak.
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IV. EREDMENYEK

IV.1. Periférias vizsgalatok eredményei

IV.1.1. Kering6 Trn-szerii sejtek vizsgalata primer Sjogren-szindromaban teljes vérbal
szarmazo6 mintakon

Tanulméanyunk elsé részében 50 pSS-ban szenvedd beteg periférias vérében meghataroztuk a
cirkulalé Tru-szerti sejtek szazalékos aranyat. Eredményeink kiértékelése soran figyelembe
vettiik a betegek klinikai allapotat, igy az EGM-K hidnya, illetve megléte alapjan elkiilonitett
két betegcsoport adatait is 0sszevetettiik a kontroll értékekkel. Munkank soran a Trn-szerii
sejtek azonositasa a CD4*CXCR5" T limfocita populacion beliil az ICOS és PD-1 sejtfelszini
markerek szimultan expresszidja alapjan tortént. A CD4"CXCR5'ICOS™PD-1" Tru-szerli
sejtek, tovabba a CD4"CXCR5'ICOS™* és CD4"CXCR5'PD-1" T sejtek szazalékos aranyat a
CD4" limfocita populacion beliill hatdroztuk meg. A teljes betegpopulacio adatainak
kiértékelése soran csak az extraglandularis tiineteket mutatd betegcsoport esetében
tapasztaltunk szignifikansan magasabb CD4*CXCR5*ICOS™ (1,40% + 0,68 vs. 0,52% + 0,32;
p<0,0001) (3A. Abra) és CD4*CXCR5*PD-1* (4,67 (2,15-7,54)% vs. 2,98 (1,88-9,25)%;
p=0,0039) (3B. Abra) T sejtaranyt a kontroll értékekhez képest. A szisztémas tiinetek
jelenléte, illetve hidnya alapjan elkiilonitett két betegcsoport kozott mind a
CD4*CXCR5*ICOS* (1,40% + 0,68 vs. 0,47% % 0,26; p<0,0001) (3A. Abra) és a
CD4*CXCR5'PD-1* (4,67 (2,15-7,54)% vs. 3,33 (2,14-7,42)%; p=0,0102) (3B. Abra) T
sejtek értékek esetében szignifikans eltérést talaltunk. Ezzel szemben a glandularis tlineteket
mutatd betegeknél meért értékek a kontroll csoport adatainak feleltek meg. A periférids Ten-
szerl sejtek szazalékos aranyat a fent emlitett két sejtpopulacidhoz hasonloan szignifikansan
emelkedettnek taldltuk az EGM-t mutato betegek vérében a kontroll értékekhez viszonyitva

0,79% + 0,39 vs. 0,29% + 0,19; p<0,0001) (3C. Abra), mig a glandularis tiinetekkel
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rendelkezd betegcsoport adatai nem mutattak eltérést a kontroll csoporttal szemben. A Trn-
szerli sejtek aranyaban kiilonbséget talaltunk a két betegcsoport kozott, a szisztémas
tiinetekben szenvedd betegeknél mért értékek szignifikansan magasabbak voltak a csak
glandularis panaszokat mutatd betegnél (0,79% =+ 0,39 vs. 0,26% + 0,13; p<0,0001) (3C.
Abra). Kivancsiak voltunk a Tru-szerii sejtaranyok megoszlasara abban az esetben is, ha a
betegeket az autoantitest megléte, illetve hidnya alapjan kiilonitettiik el. Vizsgalatunkban a
betegek kozott 19 személy mutatott anti-Ro/SSA pozitivitast €s 11 személynél igazoltunk az
SSA mellett anti-La/SSB autoantitestet is. A cirkulalé Trn-szerti sejtek szazalékos aranya az
anti-Ro/SSA pozitiv betegcsoportban szignifikans mértékii emelkedést mutatott mind a
kontroll (0,510 (0,070-1,560)% vs. 0,240 (0,060-0,750)%; p=0,0009), mind pedig az
autoantitest-negativ csoporttal szemben (0,510 (0,070-1,560)% vs. 0,350 (0,030-1,690)%;
p=0,0341) (3D. Abra). Szignifikans kiilonbséget talaltunk az anti-La/SSB pozitiv csoportban
mért sejtaranyok esetében is, mind a kontroll (0,870 (0,070-1,560)% vs. 0,240 (0,060-
0,750)%; p=0,0052), mind a negativ csoportban kapott adatokhoz képest (0,870 (0,070-

1,560)% vs. 0,350 (0,030-1,690)%; p=0,0452) (3D. Abra).

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. Nyugalmi allapotban alacsony mennyiségili citokin talalhaté a szérumban, azaz
jelentés hényaduk nem is detektalhat6. Mivel nem minden betegnél volt kimutathato
nagysagrendi IL-12 és IL-21, ezért az emlitett citokinek titere alapjan a betegeket két
csoportra kiilonitettilk el. A detektalasi hatart a higit6 médium abszorbancia értékére
optimalizatuk, azaz negativnak tekintettiik a detektalasi hatar alatt mért adatokat.Ezek alapjan

azt tapasztaltuk, hogy a Trn-szeri sejtek szazalékos aranya szignifikdnsan magasabb volt az

48



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) (4A.
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3. Abra A keringé Trn-szerii sejtek szazalékos megoszlasa pSS-is betegek és egészséges személyek
periférias vérében. Vizsgalatunkban glandularis tiineteket mutatdé (n=25), EGM-kal rendelkez6 betegek (n=25),
illetve kontrollként szolgald egyének (n=16) teljes vérmintaiban vizsgaltuk a sejtek aranyat. A reprezentativ dot
plot abrak a CD4"'CXCR5* kapuzott sejtek ICOS és PD-1 szimultan expresszidjat abrazoljak. (A)
CDA4*CXCR5ICOS* T sejtek szazalékos aranya. (B) CD4"CXCR5'PD-1* T sejtek szazalékos aranya. (C)
CD4*CXCR5*ICOS*PD-1* T sejtek szazalékos aranya. (D) CD4*CXCR5*ICOS*PD-1* T sejtek szazalékos
aranya autoantitest pozitivitas alapjan csoportositva. A Ten-szerli sejtek szazalékos aranyat a CD4* limfocita
alcsoportban hataroztuk meg. Minden egyes pont egy egyént abrazol. A vizszintes vonalak az A és C éabrak
esetében az atlag + SD-t, a B és D abrakon a mediant + interkvartilis tartomanyt jelolik. Szignifikans

kiilonbségek jeldlése: p<0,05 (*); p<0,01 (**); p<0,001 (***); p<0,0001 (****),
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Az IL-21 citokin szérumban mérhetd mennyisége alapjanugyancsak két csoportaosztottuk a
beteget, emellett a szisztémas manifesztaciok jelenléte szerint is rendszereztiik a populaciot.
Az emelkedett IL-21 szinttel rendelkez6 betegek esetében szoros Osszefliggést talaltunk a
TrH-szeri sejtek szazalékos aranya és az EGM megjelenése kozott. A sejtek aranyat
szignifikansan magasabbnak talaltuk 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) (4B. Abra). Ugyanakkor mindkét esetben az EGM alcsoportba sorolt Tru-
szerl sejtaranyok szignifikdns mértékii 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 Gl: 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) (4B. Abra) csoportokkal szemben.
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4. Abra A Teu-szerii sejtek aranyanak vizsgalata a szérumban mért szolubilis citokinek szintje alapjan.
(A) Ten-szerii sejtek megoszlasa az IL-12 titer szerint. (B) Tru-szerll sejtek megoszlasa az 1L-21 titer szerint
pSS-ban a betegségre jellemz6 klinikai tiinetek alapjan felosztott csoportokban. A Tru-szerl sejtek szazalékos
aranyat a CD4" limfocita alcsoportban hataroztuk meg. A pontok egy egyént abrazolnak. A vizszintes vonalak a
median értéket + interkvartilis tartomanyt jelolik. Szignifikans kiilonbségek jelolése: p<0,05 (*); p<0,01 (**);

P<0,001 (***); p<0,0001 (****),
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IV.1.3. Periférias TrH-szerii sejtek vizsgalata PBMC-b6l szarmazé mintakon primer
Sjogren-szindromaban és szisztémas lupus erythematosusban

Tovabbi kisérleteink soran a pSS-as betegcsoport kibovitésével, illetve SLE-ban szenved6
egyének periférids vérébol szeparalt PBMC-bdl szarmaz6é mintakban vizsgaltuk a Try-szerti
sejtek szazalékos aranyat. A tanulmany masodik felébe ijonnan bevont pSS-as betegcsoportot
kiilon kezeltiik az el6z6 populaciotol. A sejtek azonositasa az el6zdeknek megfelelden tortént.
Eredményeink 0Osszhangban alltak a teljes vérbdl mért adatainkkal, nevezetesen a
CD4'CXCR5*ICOS™PD-1"  Tru-szerli sejtarany szignifikinsan magasabb volt az
extraglandularis tiineteket is mutatdé csoportban szemben a csak glandularis panaszokkal
rendelkez6 (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) (BA. Abra). Ugyancsak kivancsiak
voltunk a sejtardny valtozésara akkor is, ha a betegek elkiilonitését autoantitest pozitivitas
alapjan végezziik. Ebben a vizsgalatban 9 személynél igazoltunk anti-Ro/SSA pozitivitast és 4
személynél mutattuk ki az SSA mellett anti-La/SSB jelenlétét is.A sejtarany valtozasa szintén
a klinikai tiineteknél tapasztalt tendenciat kovette, a betegek csoportositasa utan(pozitiv vs.
negativ: 0,4806% + 0,2699 vs. 0,2568% + 0,1893; p=0,0138 és pozitiv vs. kontroll: 0,4806%
+ 0,2699 vs. 0,2235% =+ 0,0979; p=0,0050) (5B. Abra). A keringd Tru-szerii 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), azonban nem
talaltunk kiilonbséget az inaktiv (SLEDAI<6) és aktiv (SLEDAI>6) staddiumban 1évo
betegcsoportok, illetve az egészségesek adatai kozott (5A. Abra). Azonban ha a
betegpopulacid felosztasat az autotantitest pozitivitas alapjan osztalyoztuk, akkor azt
tapasztaltuk, hogy a sejtek szazalékos aranya szignifikansan magasabb volt az anti-dsSDNS-
pozitiv csoportban a kontroll értékekhez képest (0,3717% =+ 0,2153 vs. 0,2235% =+ 0,0979;

p=0,0192) (5B. Abra).
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5. Abra A cirkulalé Trx-szerii sejtek szazalékos megoszlasa pSS-as, SLE-s betegek és egészséges egyének
periférias vérében. Vizsgalatunkban PBMC-t szeparaltunk, majd pSS-as (n=25), SLE-s betegek (n=25), illetve
kontroll személyek (n=21) esetében, fluoreszcens festékkel konjugaltatott monoklonalis antitestek segitségével
vizsgaltuk a sejtek aranyat. A reprezentativ dot plot abra a CD4*CXCR5* kapuzott sejtek ICOS és PD-1
szimultan expresszidjat abrazolja. (A) CD4*CXCR5*ICOS*PD-1* T sejtek szazalékos aranya a betegek klinikai
tiinetei alapjan végzett felosztas szerint csoportositva. (B) CD4*CXCR5* ICOS*PD-1* T sejtek szazalékos aranya
az autoantitestek jelenléte alapjan csoportositott beteg populaciokban. A Teu-szerd sejtek szazalékos aranyat a
CD4" limfocita alcsoportban hataroztuk meg. Minden pont egy egyént abrazol. A vizszintes vonalak az atlagot +

SD-t jelolik. Szignifikans kiilonbségek jelolése: p<0,05 (*); p<0,01 (**).

IV.1.4. Keringé Trn-szerii sejtek citokin termelésének vizsgalata PBMC-bél szarmazoé
mintakon primer Sjogren-szindromaban és szisztémas lupus erythematosusban

A periférias Trn-szerl sejtek IL-21 termelését intracellularis citokin jeldléssel vizsgaltuk. A
CD4"CXCR5'PD-17IL-21" Ten-szerii sejtek aranyat pSS-ban csak a szisztémas panaszokban
1s szenvedd betegcsoportban taldltuk szignifikdnsan magasabbnak a kontroll értékekhez
viszonyitva (0,2449% + 0,1657 vs. 0,1469% = 0,0649; p=0,0442), mig a glandularis
tiinetekkel biré csoport adatai a kontrollokénak feleltek meg (6A. Abra). Ha autoantitest
pozitivitas alapjan kategorizaltuk a pSS betegpopulaciot, akkor az anti-Ro/SSA-pozitiv
csoport adatai szignifikans mértékii emelkedést mutattak a kontroll csoporttalszemben

(0,2742% + 0,1418 vs. 0,1469% = 0,0649; p=0,0297) (6B. Abra). Az IL-21 termeld
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CD4"CXCR5'PD-1" Tru-szeril sejtek szazalékos aranya szignifikdnsan emelkedett a teljes
SLE betegpopulacidban (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 (6A. Abra). A két alcsoport kozott azonban nem talaltunk szignifikans eltérést.
Ha az IL-21" Ten-szerii sejtek ardnyat az autoantitest jelenléte szerint rendszereztiik, akkor a
sejtarany szignifikdnsan magasabbnak bizonyult az anti-dsSDNS-pozitiv SLE-S csoportnal
Osszevetve a kontroll adatokkal (0,3638% + 0,1982 vs. 0,1469% + 0,0649; p=0,0009) (6B.
Abra). Tovabba, az IL-21citokint termeld Ten-szerli sejtek ardnyaban szignifikans
kiilonbséget talaltunk az inaktiv és aktiv stadiumban 1év6 betegek kozott (0,3638% =+ 0,1982

vs. 0,2356% + 0,1509; p=0,0489) (6B. Abra).
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6. Abra A keringd IL-21 termelé Tru-szerii sejtek szazalékos megoszlasa pSS-as, SLE-s betegek és
egészséges egyének periférias vérében. Vizsgalatunkban PBMC-t szeparaltunk, majd pSS-as (n=25), SLE-s
betegek (n=25), illetve kontroll személyekben (n=21), intracellularis citokin jel6lést kovetden tanulmanyoztuk a
sejtek aranyat. A reprezentativ dot plot abra a CD4*CXCR5* kapuzott sejtek PD-1 és IL-21 KettGs expressziojat
abrazolja. (A) CD4*CXCR5*PD-1*IL-21* T sejtek szazalékos aranya a betegek klinikai tiinetei alapjan végzett
felosztas szerint csoportositva. (B) CD4*CXCR5'PD-1*IL-21* T sejtek szdzalékos ardnya az autoantitestek
jelenléte alapjan csoportositott beteg populaciokban. Az IL-21* Try-szerli sejtek szazalékos aranyat a CD4*
limfocita alcsoportban hataroztuk meg. Minden pont egy egyént abrazol. A vizszintes vonalak az atlagot + SD-t

jelolik. Szignifikans kiilonbségek jelolése: p<0,05 (*); p<0,001 (***).
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IV.1.5. Periférias Tru-szert sejtek fenotipusos vizsgalata

A tovabbiakban, egy kisebb szamu betegcsoport bevonasaval, megvizsgaltuk a Try-markerek
expressziojanak megoszlasat a CD45RA™ naiv és a CD45RA™ memoria T sejtpopulaciokban.
A naiv CD4"CD45RA" T limfocitak kozott mind az ICOS, mind a PD-1 markerek aranya
minimalisnak bizonyult szemben a memoria CD4*CD45RA" T sejteknél tapasztalt értékekkel.
Megfigyeltiik azt iS, hogy a sejtek és szazalékos aranyuk emelkedett a betegek esetében a
kontroll adatokhoz viszonyitva (7A-D. Abra). Ezenfeliil, vizsgaltuk az ICOS és a PD-1
markerek expresszidja kozotti 6sszefliggést, amely soran a CXCR5'ICOS™ sejtek szignifikans
pozitiv korrelaciot mutattak a CXCRS5'PD-1% sejtek aranyaval a CD4'CD45RA™ T
sejtcsoportban  (R=0,6393; p=0,0010) (7G. Abra). Ha a két marker megoszlasat a
CD4"CXCR5* T sejteken a teljes betegpopulacioban vizsgaltuk, akkor a CD4*CXCR5*ICOS*
és a CD4"CXCR5'PD-1" sejtek aranya kozott szintén szignifikdns pozitiv korrelaciot
talaltunk a pSS-as (R=0,5462; p<0,0001) és az SLE-s betegcsoportban (R=0,5405; p=0,0053)

egyaréant (7E. és 7F. Abra).

IV.1.6. Periférias B sejt alcsoportok megoszlasanak vizsgilata PBMC-bdl szarmazé
mintakon primer Sjogren-szindromaban és szisztémas lupus erythematosusban

Tovabbi kisérleteinkben mindkét betegségben tanulmanyoztuk a periférias B sejt alcsoportok
megoszlasat. Vizsgaltuk, hogy a betegek klinikai allapota és az adott autoimmun korképre
jellemzd autoantitestek jelenléte alapjan milyen eltérések figyelheték meg a B sejtek
eloszlasat tekintve. A B sejt alpopulaciok meghatarozasat a CD19, IgD, CD27, CD38 és
CD24 sejtfelszini molekulak segitségével végeztiik. A fenti markerek alapjan a kovetkezo
alcsoportokat kiilonitettiik el: CD19*IgD*CD27 naiv B sejtek, CD19*1gD*CD27" “un-
switched” memoria B sejtek, CD19*IgD'CD27" “switched” meméria B sejtek, CD19*IgD"

CD27" kettés negativ B sejtek, CD19*CD38°CD24"CD27* elsédleges memoéria B sejtek,
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7. Abra Periférias Tr-szerii sejtek fenotipusos vizsgalata pSS-as, SLE-s betegek és egészséges személyek
periférias vérében. PBMC-t szeparaltunk, majd tanulmanyoztuk a Try-markerek expresszidjanak megoszlasat a
CD45RA" naiv és a CD45RA™ memoéria T sejtpopulaciokban. Vizsgalatunkat kisebb betegpopulacioval; 9 pSS-
as, 8 SLE-s beteg, illetve 6 kontroll bevonasaval végeztiik. Reprezentativ dot plot a CXCRS5 és ICOS kettds
expressziojat abrazolja, mellette a CXCR57ICOS” sejtek aranya figyelheté meg a kontroll és beteg csoportokban
a CD4'CD45RA" memoria (A) és CD4*CD45RA* naiv (B) T sejt populacidban. Reprezentativ dot plot a
CXCRS5 és PD-1 kett6s expressziojat jeloli, jobbra a CXCR5*PD-1" sejtek aranya lathato a kontroll és beteg
csoportokban a CD4*CD45RA™ memoéria (C) és CD4*CD45RA" naiv (D) T sejt populacidban. A vizszintes
vonalak az atlagot jel6lik. (E és F) Korrelacid a CD4*CXCR5*ICOS* és a CD4*CXCR5*PD-1* sejtek aranya
kozott pSS-ban (n=75) és SLE-ben (n=25). (G) Korrelacio a CXCR5TICOS* és CXCR5*PD-1* sejtek aranya
kozott a CD4*CD45RA™ memoria T sejtcsoportban (n=23). A valtozok kozotti korrelaciokat a Spearman-féle

(E), illetve Pearson-féle (F és G) korrelacios koefficienssel hataroztuk meg.
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CD19*CD38"CD24"CD27 tranzicionalis B sejtek, CD19*CD38*CD24" érett-naiv B sejtek és
CD19*CD38"CD27" plazmablasztok. Az alpopulaciok szazalékos aranyat a CD19* limfocita
populdcion beliil hatdroztuk meg. Eredményeink szerint, a CD19*IgD"CD27* “switched”
memoria B sejtek szdzalékos ardnya szignifikansan csokkent pSS-as betegek korében a
kontroll értékekhez viszonyitva (15,07% + 7,65 vs. 23,23% =+ 6,78; p=0,0005) (8A. Abra). A
szisztémas manifesztaciok jelenléte alapjan kettéosztott csoportok esetében mind a
glandularis (17,30% =+ 5,06 vs. 23,23% <+ 6,78; p=0,0207), mind az EGM-kal rendelkez6
(13,58% + 8,83 vs. 23,23% =+ 6,78; p=0,0007) alosztalyok értékei szignifikans mértékii
csokkenést mutattak a kontroll adatokkal szemben (8A. Abra). Az SLE-s betegeknél csak a
SLEDAI<6 alcsoportban tapasztaltunk szignifikansan alacsonyabb sejtaranyokat az
egészséges egyénekben mért értékekhez képest (17,53% =+ 13,89 vs. 23,23% =+ 6,78;
p=0,0321) (8A. Abra). A CD19*IgD*CD27" “un-switched” memoéria B sejtek megoszlasakor
csak az SLE-ben szenvedd betegeknél talaltunk szignifikans kiilonbséget a kontroll
csoporthoz viszonyitva (10,98% + 10,06 vs. 21,67% + 11,52; p=0,0019), mig a pSS-as
betegek és az egészséges személyek adatai hasonlonak adédtak (8B. Abra). Ez a megfigyelés
SLE-ben a betegség aktivitasi indexe szerinti felosztas utan fennmaradt, azaz mind az inaktiv
(13,21% + 11,88 vs. 21,67% + 11,52; p=0,0333), mind az aktiv stadiumban (6,25% =+ 5,03 vs.
21,67% + 11,52; p<0,0001) 1évd betegekben mért sejtaranyok szignifikdnsan alacsonyabbak
voltak a kontrollhoz képest (8B. Abra). A CD19*IgD'CD27 kettds negativ B sejtek
megoszlasa forditott aranyban valtozott a két betegségben a kontroll értékekkel szemben. A
sejtek értékei szignifikans csokkenést mutattak a teljes pSS-ds betegcsoportban (3,214% =+
2,463 vs. 3,796% =+ 1,681; p=0,0290), tovabba a szisztémas tiinetekkel rendelkez6
alosztalyban is szemben az egészséges kontroll csoporttal (3,306% + 3,030 vs. 3,796% =+
1,681; p=0,0291) (8C. Abra). Ezzel szemben, SLE-ben szenvedé betegeknél szignifikans

emelkedést figyeltiink meg a teljes populacio (6,906% =+ 4,525 vs. 3,796% =+ 1,681; p=0,0119)
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¢s az inaktiv stddiumu betegek esetében (7,017% =+ 4,998 vs. 3,796% =+ 1,681; p=0,0204) a
kontroll adatokhoz képest (8C. Abra). A CD19*lgD*CD27 naiv B sejtek aranya a teljes
betegpopulaciot tekintve szignifikdnsan 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 Osszevetve
az egészséges egyénekben mért értékekkel, viszont az alcsoportok esetében csak a glandularis
tiinetekben szenvedd pSS-és betegeknél tapasztaltunk szignifikans eltérést (63,70% + 14,14
vs. 51,32% + 15,14; p=0,0382) (8D. Abra).

A CD19*CD38CD24"CD27* elsédleges memoéria B sejtek megoszlasa az IgD-CD27
markerek alapjan azonositott sejtcsoporthoz hasonléan alacsonyabbnak bizonyult a
kontrollhoz viszonyitva, azonban szignifikdns eltérést pSS esetében csak a glandularis
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) alosztilyokban figyeltink meg (9A. Abra). A
CD19*CD38"CD24"CD27" tranzicionalis B sejtek és CD19*CD38*CD24* érett-naiv B sejtek
aranyat tekintve pSS-ban nem taldltunk szignifikdns eltérést sem a teljes populaciot, sem az
alcsoportokat illetleg 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 ardnya 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
szignifikdnsan magasabb volt a teljes populécidéban (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 (9B. Abra). A CD19*CD38*CD24" érett-naiv B sejtek ardnya
szintén a teljes betegcsoportban (35,86% + 14,86 vs. 27,74% + 9,33; p=0,0297) és az aktiv

stadiumban 1évo6 betegek (39,32% + 11,61 vs. 27,74% + 9,33; p=0,0094) vonatkozasdban
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8. Abra Periférias B sejt alcsoportok vizsgalata pSS-ban, SLE-ben és egészséges egyénekben. PBMC-t
izolaltunk pSS-as (n=25), SLE-s betegek (n=25) ¢és kontroll egyének (n=21) periférias vérébdl, ezt kovetben
fluorokrommal konjugalt monoklonalis antitestekkel kiillonbdz6 B sejt alcsoportokat azonositottunk. A
reprezentativ dot plot az IgD és CD27 expresszidjat abrazolja a CD19* B sejteken. B sejt alcsoportok
megoszlasat a betegek klinikai allapota szerint is vizsgaltuk. (A) A ,,switched” memoria B sejtek szazalékos
aranya. (B) Az ,un-switched” memoéria B sejtek szazalékos aranya. (C) KettGs-negativ B sejtek szazalékos
aranya. (D) Naiv B sejtek szazalékos megoszlasa. A sejtek szazalékos aranyat a CD19* limfocita alcsoportban
hataroztuk meg. Minden pont egy egyént abrazol. A vizszintes vonalak az atlag £ SD-t jel6lik. Szignifikans

kiilonbségek jeldlése: p<0,05 (¥); p<0,01 (**); p<0,001 (***); p<0,0001 (****).

mutatott szignifikdns mértékli emelkedést az egészséges személyek adataihoz viszonyitva
(9C. Abra). A CD19*CD38"CD27" plazmablasztok megoszlasaban eltérést tapasztaltunk a
két korképesetében. A sejtek szazalékos aranya szignifikansan alacsonyabbnak igazolodott a
pSS teljes betegpopulacidjaban (0,134% =+ 0,154 vs. 0,267% =+ 0,293; p=0,0050) és az

extraglandularis tiinetekben is szenvedd alcsoportban (0,127% + 0,183 vs. 0,267% + 0,293;
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p=0,0014) a kontroll értékekkel Osszevetve. Ellenben, SLE-s betegeknél a plazmablasztok
aranya magasabbnak adodott a kontroll csoporttal szemben, de szignifikans kiilonbséget csak
az aktiv stadiumban 1évé betegcsoportban talaltunk (1,150% + 1,181 vs. 0,267% =+ 0,293;

p=0,0403) (9D. Abra).
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9. Abra Periférias B sejt alcsoportok vizsgalata pSS-ban, SLE-ben és egészséges egyénekben. PBMC-t
izolaltunk pSS-as (n=25), SLE-s betegek (n=25) és kontroll egyének (n=21) periférias vérébol, ezt kovetden
fluorokrémmal konjugalt monoklonalis antitestekkel szamos B sejt alcsoportot azonositottunk. A reprezentativ
dot plot a CD38 és CD24 expresszidjat abrazolja a CD19* B sejteken. B sejt alcsoportok megoszlasat a betegek
klinikai allapota szerint is vizsgaltuk. (A) Els6édleges memoria B sejtek szazalékos aranya. (B) Tranzicionalis B
sejtek szazalékos aranya. (C) Erett naiv B sejtek szdzalékos aranya. (D) Plazmablasztok szazalékos megoszlasa.
A sejtek szazalékos aranyat a CD19" limfocita alcsoportban hataroztuk meg. Minden pont egy egyént dbrazol. A

vizszintes vonalak az atlag + SD-t jelolik. Szignifikans kiilonbségek jelolése: p<0,05 (*); p<0,01 (**).
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IV.1.7. A B sejtek IL-21R expresszidéjanak vizsgalata primer Sjogren-szindromaban

Egy fliggetlen betegpopulacioban (30 nd, 2 férfi; atlag életkor = SD: 58,98 £+ 7,67¢v)
vizsgaltuk a CD19* B sejtek IL-21R expresszidjat, amelyet atlagos fluoreszcencia intenzitas
(MFI) értékként adtunk meg. A teljes betegpopulacid 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 tiinctekkel rendelkezé pSS-as

betegeknél is (3,578 = 0,901 MFI vs. 2,961 + 0,585 MFL; p=0.0195) (10. Abra).
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10. abra IL-21 receptor expresszio CD19" B sejteken primer Sjogren-szindromaban

Vizsgalatunkban glandularis tiineteket mutaté (n=14), EGM-kal rendelkez6 betegek (n=18), illetve kontrollként
szolgald egyének (n=24) PBMC mintaiban, fluoreszcens festékkel konjugaltatott monoklonalis antitestek
segitségével vizsgaltuk a sejtek IL-21R expresszidjat. Az értékek az atlagos fluoreszcencia intenzitast (mean
fluorescence intensity; MFI) mutatjak. A box plot-on lathaté vizszintes vonalak az atlag értéket, az antennak a

minimum-maximum intervallumot jelolik. Szignifikans kiilonbségek jelolése: p<0,05 (*).

IV.1.8. IL-10 termel6 B sejtek vizsgalata primer Sjogren-szindromaban és szisztémas
lupus erythematosusban

Ezt kdvetden egy kisebb donor populacion vizsgaltuk a B sejtek 1L-10 termelését CpG-ODN-
dal indukalt aktivaciot kovetden. A 48 6ran keresztiil torténd inkubacio utolsé 5 orajaban az

intracellularis citokin detektalas hatékonysdganak eldsegitése céljabol PIB koktéllal kezeltiik
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a sejteket. Els6 megallapitasunk, hogy az IL-10 termel6 B sejtek aranya a CpG-ODN+PIB
reagensekkel aktivalt csoportban, melyek a kezelés hatarasa magukba foglaljak a B10 és

B10pro sejteket is, szignifikans emelkedést mutatott a csak PIB koktéllal stimulalt csoporttal
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11. Abra IL-10 termelé B sejtek vizsgalata pSS-is, SLE-s betegek és egészséges kontroll személyek
periférias vérében. PBMC-t szeparaltunk, majd egy kisebb donor populacion [pSS (n=5), SLE (n=7) és kontroll
(n=4)] vizsgaltuk az CD19*IL-10*B sejtek megoszlasat CpG-ODN-dal indukalt 48 oras aktivaciot kovetden. Az
inkubacié utolsé 5 drajaban PMA + lonomycin + brefeldin A (PIB) reagensekkel kezeltiik a sejteket. A
reprezentativ dot plot abrak az IL-10* sejteket jelolik a CD19* limfocita populacioban. (A) CD19*IL-10* B
sejtek aranya a kezelést kovetGen a betegek és kontroll csoportok esetében. A sejtek szazalékos aranyat a CD19*
limfocita alcsoportban hatiroztuk meg. (B) CD38"CD24" fenotipusu sejtek ardnya az IL-10 termeld B sejtek
kozott. (C) CD38°CD24* fenotipust sejtek megoszlasa az IL-10 termel B sejtek kozott. A sejtek szazalékos
aranyat a CD19*1L-10" limfocita alcsoportban hataroztuk meg. A box plot-on lathato vizszintes vonalak atlag
értéket, az antennak a minimum-maximum intervallumot jelolik (A). A dot plot-on lathatd vizszintes vonalak az
atlag * SD-t jelolik (B és C). Szignifikans kiilonbségek jelolése: p<0,05 (*); p<0,001 (***); ns: nem

szignifikans.
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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) (11A.
Abra, kék szin). Azonban a kezelést kovetden nem taldltunk szignifikdns kiilonbséget a
csoportokon beliil az egészséges személyek adatai és a beteg alpopulaciok kozott, de azt
megfigyeltiikk, hogy mindkét korkép esetében az értékek lényeges csokkenést mutattak a
kontrollhoz képest (11A. Abra, piros és zold szin). A tovabbiakban vizsgaltuk az IL-10
termel6 B sejtek fenotipusat, amely sordn azt tapasztaltuk, hogy pSS-as és SLE-s betegek
korében emelkedett a tranzicionalis B sejt fenotipus (11B. Abra), mig az elsédleges memoria
B sejtekre jellemzd markerek expresszidja csokkent az egészséges egyének értékeihez

viszonyitva (11C. Abra).

IV.1.9. A cirkulalé Trn-szerii sejtek és T limfocita alcsoportok megoszlasa kozotti
osszefiiggések vizsgalata primer Sjogren-szindromaban

Az eredményeink statisztikai feldolgozasa soran szignifikans pozitiv korrelaciot talaltunk a
periférids Tru-szerll sejtek szazalékos ardnya és a korai-aktivalt T sejtek ardnya kozott
(R=0,4147; p=0,0028) (12A. Abra). Ezt az Osszefiiggést figyeltik meg a késéi-aktivalt T
sejtek esetében is (R=0,3148; p=0,0276) (12B. Abra). Tovabba, a Trl sejtekkel kapcsolatos
eredmények feldolgozasat kovetden szintén szignifikdns pozitiv korrelaciot tapasztaltunk a
Tru-szerli sejtek és a Trl sejtek megoszlasa kozott (R=0,4140; p=0,0034) (12C. Abra). Nem

talaltunk Osszefliggést mas immunparaméterek és Tru-szerll sejtek kozott.
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12. Abra Korrelaciés szamitasok Trn-szerii sejtek és T limfocita alcsoportok aranya kozott pSS-ban.
Pozitiv korrelaci6 a Try-szer(i sejtek és korai-aktivalt T sejtek (A), kés6i-aktivalt T sejtek (B), illetve a Trl sejtek
(C) aranya kozott pSS-as betegek (n=50) periférias vérében. A valtozok kozotti korrelaciokat a Spearman-féle

korrelécios koefficienssel hataroztuk meg. Minden egyes pont egy egyént abrazol.

IV.1.10. A cirkuldlé Tru-szeri sejtek és B limfocita alcsoportok aranya kozotti
kapcsolatok vizsgalata extraglandularis tiineteket mutatéo primer Sjogren-szindrémas
betegekben

A Trn-szerl sejtek és B sejtek megoszlasaval kapcsolatos eredményeink attekintése soran
dontden a szisztémas tlinetekben szenvedd pSS-as betegek esetében tapasztaltunk jelentdsebb
eltéréseket, ezért az adatok tovabbi statisztikai kiértékelését mar ezzel a populacioval
veégeztiik. Szignifikdns pozitiv korrelaciot figyeltiink meg az IL-21 termeld Tru-szerl sejtek
és a CD19"CD38"CD24"CD27 tranzicionalis B sejtek (R=0,5857; p=0,0218) (13A. Abra),
illetve a CD19"CD38*CD24" érett-naiv B sejtekaranya kozott (R=0,5536; p=0,0323) (13B.

Abra).
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13. Abra Korrelaciés szamitasok Trn-szerii sejtek és B limfocita alcsoportok arinya kozott szisztémas
tiineteket mutato pSS-as betegekben. Pozitiv korrelacid az IL-21 termel6 Tru-szeri sejtek és a tranzicionalis B
sejtek (A, n=15), illetve érett-naiv B sejtek (B, n=15) aranya kozo6tt. Negativ korrelacid a Teu-szeril sejtek és az
,un-switched” (C, n=40), illetve ,,switched” (D, n=40) memoria B sejtek megoszlasa kdzott. Pozitiv korrelacio a
Tru-szerl sejtek €s tranzicionalis B sejtek (E, n=15) aranya kozott. A valtozok kozotti korrelacidkat a Spearman-
féle (A-D), illetve a Pearson-féle (E) korrelacios koefficienssel hataroztuk meg. Minden egyes pont egy egyént

abrazol.

Szintén szignifikdns pozitiv korrelaciot talaltunk a Trn-szerl sejtek és a tranzicionalis B sejtek
megoszlasa kozott (R=5964; p=0,0189) (13E. Abra). Ezzel szemben, szignifikans negativ
korrelaciét igazoltunk mind a CD19*IgD*CD27" “un-switched” memoria B sejtek és Ten-
szerli sejtek (R=-0,6553; p<0,0001) (13C. Abra), mind a CD19*IgD"CD27" “switched”
memoria B sejtek és Tru-szerli sejtek aranya kozott (R=-0,5876; p<0,0001) (13D. Abra).
Tovabbi immunparaméterek ¢és a Trn-Szerli sejtek megoszlasa kozott nem taldltunk

Osszefliggést.
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IV.1.11. Korrelaciés szamitasok a periférias Tru-szerii sejtek aranya és a vizsgalt
szerologiai paraméterek kozott primer Sjogren-szindromaban

Ezutan megvizsgaltuk a Trn-szer(i sejtek megoszlasanak valtozasat az autoantitest szintek
fliggvényében. Az elvégzett korrelacidos analizis azt mutatta, hogy a Tru-szeri sejtek
aranyanak emelkedése szignifikans mértékli 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 (14A és 14B. Abra). A kisérleteinkben részt vett teljes betegpopuldcio
adatainak kiértékelése soran szignifikdns pozitiv korrelaciot tapasztaltunk a Trn-szer sejtek

szazalékos aranya és a szérumban mért IgG (R=0,3674; p= 0,0016), illetve IK (R=0,3830; p=

0,0036) szintek kozott (14C és 14D. Abra).
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14. Abra Korrelaciés szamitasok Trr-szerii sejtek aranya és a vizsgalt szerolégiai paraméterek kozott
pSS-ban. Pozitiv korrelacié a Tru-szer(i sejtek megoszlasa és anti-SSA (A, n=19), illetve anti-SSB (B, n=11)
autoantitestek szintje kozott. Pozitiv korreldcid a Tru-szerd sejtek és szérumban mért IgG (C, n=71) és IK (D,
n=56) titere k6zott. Pozitiv korrelacio az IL-21+ Try-szerl sejtek és a szérumban mért IK (E, n=18) és RF (F,
n=16) szintje kozott. A valtozok kozotti korrelaciokat a Spearman-féle (A-D és F), illetve a Pearson-féle (E)

korrelacios koefficienssel hataroztuk meg. Minden egyes pont egy egyént abrazol.

65



Egyarant szoros 0sszefiiggést talaltunk az IL-21 termeld Trn-szerli sejtek magasabb aranya és
a szérumban detektalt IK szintek emelkedett értéke kozott (R=0,5734; p= 0,0128) (14E.
Abra). Tovabba pozitiv korrelaciot figyeltiink meg az IL-21* Tep-szerii sejtek megoszlasa és a

szérum RF titer értékek kozott is (R=0,6219; p=0,0101) (14F. Abra).

1IV.1.12. Korrelaciés szamitasok a periférias B sejt alcsoportok aranya és a vizsgalt
szerologiai paraméterek kozott

Eredményeink tovabbi statisztikai kiértékelése soran mindkét betegségben tanulmanyoztuk a
B sejt alpopuldciok megoszldsa €és a rutin diagnosztikai vizsgalat sordn mért szerologiai
paraméterek kozott fenndllo lehetséges Osszefliggéseket. A korrelacios analizis elvégzését

kovetden kapott eredményeket az 5. Tablazat szemlélteti.

Asszociacié | Betegség Valtozé Iﬁg;;';lcz:g)oss p-érték
CD19*CD38"CD24"CD27- tranzicionalis B sejt | Spearman 0.0181

ss VS. szérum IgG szint R=0,4884 '
Poxiti P CD19*CD38"CD27" plazmablaszt Spearman | ;0o

ozitiy vS. szérum IK szint R=0,4907 !

CD19*CD38"CD27" plazmablaszt Spearman
SLE ) \s. szérum anti-dsDNA szint rR=05320 | 000%
, CD19*CD38"CD24"CD27- tranzicionélis B sejt Pearson

Negativ SLE VS. szérum C3 szint R=-0,4914 0,0172

5. Tablazat Periférias B sejt alcsoportok megoszldsa €s a szerologiai paraméterek kozotti asszociacio vizsgalata

IV.2. Szévettani vizsgalatok eredményei primer Sjogren-szindromaban

IV.2.1. A tanulmanyba bevont betegpopulicio szisztémas manifesztacioinak kifejlodése
a betegség korlefolyasa soran

A vizsgélatunkban részt vett 10 pSS-as beteg atlagos életkora a diagnozis felallitasakor 50,80
+ 10,34 év, a betegség fennallasanak idétartama pedig atlagosan 7,40 + 3,10 év volt.

Retrospektiv adatelemzésiink soran Osszevetettik a pSS diagnozisanak feléllitasakor és a
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vizsgalat idopontjaban rogzitett klinikai €s laboratdériumi paramétereket. Tanulmanyoztuk a
kovetési periodus alatt jelentkezO szisztémas tiinetek és laboratdriumi eltérések, illetve a
diagnozis idépontjaban tapasztalt korai klinikopatoldgiai eredmények kozotti kapcsolatot. A
FS értékek alapjan a betegeket két csoportra osztottuk: a FS=2 csoportot 3 személy, mig a
FS=3 csoportot 7 egyén alkotta. A populacioba nem tartozott olyan beteg, akinek a szovettani
eredményei alacsonyabbnak bizonyultak a 2-es FS értéknél. Megfigyeléseink szerint, a
vizsgalat idépontjaban mért Tru-szerll sejtek szazalékos ardnya célzatosan emelkedett a
magasabb FS értékeket mutatd betegek esetében (pSS FS=3 vs. kontroll: 0,86% + 0,38 vs.
0,32% + 0,12 és pSS FS=3 vs. pSS FS=2: 0,86% =+ 0,38 vs. 0,33% + 0,08). A klinikai adatok
feldolgozasa soran azt tapasztaltuk, hogy a betegség kezdetén nem diagnosztizaltak
extraglandularis tiineteket egyik betegnél sem, ellenben a korlefolyas idején kifejezetten a
FS=3 csoportban szisztémas pSS koérforma fejlédott ki. Az EGM-k a kovetkezdk voltak:
polyarthritis (n=3), Raynaud-jelenség (n=2), lymphadenopathia (n=1), pulmonalis fibrosis
(n=1) és asszocialt korképként primer biliaris cirrhosis (n=1), illetve primer szklerotizalo

cholangitis (n=1).

IV.2.2. A Kkisnyalmirigy biopszias mintak szovettani osztalyozasa a ,,focus score” és
periduktalis sejtes infiltratum gradus alapjan

meghataroztuk a FS értékeket, majd minden egyes gyulladasos limfocitas infiltratum
kiterjedtségének és strukturdlis felépitésének osztalyozasakor négy fokozatot kiilonitettiink el.
A szervezettségi szintek elkiilonitésének kritériumai a 15. Abran olvashatok. Eredményeink
alapjan, a FS=2 csoportba tartozd biopszids mintdkon csak az 1-, és 2-es gradusoknak
megfeleld sejtes beszlir6déseket figyeltink meg. A szervezettebb felépitésii limfocita

aggregatumok, amelyek a 3-, és 4-es gradus elrendezédéseket mutattak, kifejezetten csak a
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FS=3 csoportban tapasztaltunk. A 4-es gradusu gyulladasos infiltratum morfologidja a
masodlagos nyirokszovetekben megtaldlhato GC-okhoz hasonl6é jellemvonasokat mutatta, a
centralis régioban kiterjedt CD21 expresszidval, amely a FDC héldzat azonositd markere.
Azonban az utobbi elrendezddéssel rendelkezd aggregatumokat csak 3 biopszia esetében
sikeriilt diagnosztizalnunk. Jellemzéen a kisnyalmirigy biopszids mintdk egy metszeten
kiilonboz6 gradust infiltratumokat tartalmaztak, kiilondsképpen igaz volt ez a megfigyelés a

magasabb FS értékekkel rendelkezé mintakra.

CD4
CD20 . .
: 3 L
Gradus-1: Gradus-2: Gradus-3: Gradus-4:
elszortan, kevés kiterjedt teruletd, szervezettebb, elkulonilt T- és B
szamban kdézepes mértékben szeparalt T- és B sejt | sejtes teriletekbdl allo,
perivaszkularisan szervez6dott limfocitas | zonakbdl allé jol organizalt
elhelyezkedé limfocitak | besziirédés periduktalis limfocita periduktalisan lokalizalt
aggregatum gyulladasos infiltratum
pSS FS:2 (n=1) pSS FS:2 (n=2) pSS FS:2 (n=0) pSS FS:2 (n=0)
pSS FS:3 (n=3) pSS FS:3 (n=7) pSS FS:3 (n=6) pSS FS:3 (n=3)

15. Abra A Kisnyalmirigy biopszids mintak szévettani osztilyozasa a ,,focus score” és periduktalis sejtes
infiltratum gradus alapjan pSS-ban. THK moédszerrel CD4 és CD20 markerek segitségével vizsgaltuk a
limfocitas beszlirddés mértékét és szervezettségét. Eredményeink alapjan 4 kiilonboz6 gradust allapitottunk meg.
A digitalizalt targylemezek nagyitasa 10x, a méretarany vonal 200pum. FS: ,focus score” érték, n: olyan

biopszias mintak szama, amely az adott gradust elrendezédést mutatta.

1V.2.3. A gyulladasos infiltracié immunhisztokémiai jellemzése kisnyalmirigy biopszias
mintakon

A beszlir6dott sejtek specifikus markereinek eléfordulasat és denzitasat az aggregatumokban
sorozatmetszetek immunhisztokémiai festésével vizsgaltuk. A CD4, CD5, CD20, CD138, PD-

1, CD84 sejtfelszini molekulékat és Bcl-6 transzkripcids faktort expresszald sejteket mind a
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FS=2, mind a FS=3 betegcsoportban detektaltunk, de a markerek kifejezodésének stirtisége €s
a sejtek elhelyezkedése alapjan kiilonbségeket fedeztiink fel a két csoport kozott (16. Abra). A
FS=2 csoportba sorolt metszetek aggregatumaiban tobbnyire CD4, CDS5 és CD20 markereket
detektaltunk, mig a Tru-sejtekre jellemzé markerek, mint a CD84 és PD-1 expresszidja
alacsonyabbnak bizonyult. Az felsorolt markerek alapjan azonositott sejtek az infiltratumon
beliil elszort elrendezddést mutattak. A CD138 marker alapjan identifikalt plazmasejtek
kimondottan az infiltratumokon kiviil, szorvanyosan helyezkedtek el a biopszias minta teljes
feliiletén. Ezzel szemben, a FS=3 csoportban a sejt-specifikus markerek eloszlasa eltérd
mintazatot 4abrdzolt, amely Osszefliggésben allt az aggregitumok szervezettebb
lokalizalodtak és esetenként a sejtek, amelyek penetraltdk a ductusok epitéliumat, szintén
CD4 expressziot mutattak. A CDS markert elsésorban a T sejtes régidban az infiltratum kiilsé
teriiletén detektaltuk és a B sejtes zonaban csak kevés sejt bizonyult pozitivnak. A CD20* B
FS=2 csoportban észleltekhez, a CD138" plazmasejtek esetében az infiltratumon kiviil szintén
elszort mintazatot tapasztaltunk, de ebben a csoportban e sejteket kiilonds modon a fokuszon
beliil a B sejtes régio hataran is kimutattuk. A CD84 marker kifejez6dését diffuznak talaltuk,
ugyanakkor denzitdsa az aggregatum kozponti teriiletén akkumulalédott. A PD-1" sejteket,
kivaltképp a fejlettebb szervezddési infiltratumokban, nagyobbrészt a B sejtek
szomszédsagaban sikeriilt azonositanunk. A leglényegesebb eltérés a két csoport kozott a Bel-
6 expresszioban mutatkozott; ugyanis a markert kizarélag a FS=3 csoportban tudtuk
kimutatni. A csoporton beliil is kiilonbséget fedeztiink fel a kiilonb6z6 gradusba sorolhato
aggregatumok kozott; mig a 3-as gradust szervezddésben a Bcl-6* sejtek alacsonyabb

intenzitasu kifejezddést és elszort elrendezddést mutattak, addig a 4-es gradust gyulladésos
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16. Abra A gyulladasos infiltricié immunhisztokémiai jellemzése kisnyalmirigy biopszias mintikon pSS-
ban. A reprezentativ képek kontroll, 2-es gradusu és 4-es gradusu aggregatumokat 4abrazolnak.
Sorozatmetszeteket hematoxilin-eozin (HE) festés mellett IHK modszerrel vizsgaltuk, kiilonos tekintettel a Ten-
markerek expresszidjara. A digitalizalt metszetek kvantitativ kiértékelése a relativ fedett terillet (rfMA %)

meghatarozasaval tortént. Nagyitas mértéke 10x, a méretarany vonal 200um.
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fokuszokban erdteljesen expresszalodd és centrdlisan csoportosuld Bcl-6"  sejteket
detektaltunk. Kovetkez0 1épésben a sejt-Specifikus markerek denzitasanak pontosabb
megitélése céljabol digitalizalt targylemezeken kvantitativ méréseket végeztiikk. A limfocitas
aggregatumok atlagos mérete nagyobb volt a FS=3 csoportban a FS=2 csoporthoz képest
[median (minimum-maximum): 0,3114 mm? (0,095-0,642) vs. 0,1927 mm? (0,058-0,566)] és
a Tru-B sejt interakcioban résztvevé markerek expresszidja magasabbnak igazolodott a

nagyobb FS értékkel rendelkezé biopszias mintakban (16. Abra).

1V.2.4. Kettés immunfluoreszcens vizsgalat a Bcl-6 marker és a T-, vagy B-sejt marker
ko-expressziéjanak megerdésitésére kisnyalmirigy biopszias mintakon

Tanulmanyunk utolsé részében arra kerestiikk a valaszt, hogy a Bcl-6 expresszid csak a
beszlirédott CD20" B sejtekre jellemzd vagy kimutathato a CD3" T sejtekben is. Annak
igazolasara, hogy a CD3"Bcl-6" T sejtek megtalalhatok a kisnyalmirigy biopszias mintdkban
kialakul6 ektopias GC-ban, kettds immunfluoreszcens jelolést kiviteleztink Bel-6 és CD3
vagy CD20 markerekkel. Vizsgalatunkkal bebizonyitottuk, hogy az infiltradtumot alkoté T
sejtek egy része pozitiv Bel-6 transzkripcids faktorra és a két marker ko-expresszidjaval Trn
sejtek jelenlétét mutattuk ki az aggregatumban (17A. Abra). A Bcl-6 és CD20 markerek

crer

igazoltunk (17B. Abra).
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DAPI Bcl-6-TMR
10x

Egyesitett

CD3-FITC Egyesitett

DAPI Bcl-6-TMR Egyesitett
10x

CD20-FITC Egyesitett

17. Abra Kettés immunfluoreszcens vizsgialat a Bcl-6-CD3 és Bcl-6-CD20  ko-expressziéjanak
megerdsitésére pSS-as betegek kisnyalmirigy biopszias mintain. A reprezentativ minta egy FS=3 csoportba
tartozo 4-es gradust szervezettséget mutaté gyulladasos infiltratumot abrazol. (A) Bcl-6 Try-marker és CD3 T
sejt marker kettés IF jelolése. (B) Bel-6 Try-marker és CD20 B sejt marker kettds IF jelolése. A bekeretezett
teriiletek a jobb oldalon lathato kinagyitott képeket jelzik, abban a sorrendben, ahogy az egyesitett képen is

szerepelnek.
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V. MEGBESZELES

A pSS és SLE pathogenezise az immunrendszer mindkét agat — a velesziiletett és adaptiv
immunitast - érintd, komplex immunologiai folyamat. Az autoimmun betegségek egyik
jellemzé immunszabalyozasi zavara az autoreaktiv B sejtklonok felszaporodasa, amelynek
szerologiai megnyilvanuldsa az emelkedett immunglobulin szint és fokozott autoantitest
termel6dés, illetve patholdgias mértékii immunkomplex képzédés. Azonban a jellegzetes
laboratériumi paraméterek diagndzisa mellett szisztémas autoimmun korképekben a
kiilonb6z6 érési fazisban 1€vo B sejt alpopulacidk aranya is eltérést mutathat mind a periférias
vérben, mind a gyulladas helyszinén az egészséges személyekben tapasztalt megoszlashoz
képest. Fizioldgias koriilmények kozott, az autoreaktivitas elkeriilése végett, a B sejt fejlodés
soran a sajat strukturdk tulnyomo tobbségével szemben tolerancia alakul ki, ezaltalaz
autoreaktiv B sejtek jelentds része az ellenérzési pontok egyikén eliminalodik [129]. Az
immunrendszer érése soran a csontveldben zajlo centrdlis tolerancia kovetkeztében
funkcionalis BCR-ral rendelkez0, éretlen vagy tranzicionalis B sejtek keletkeznek, amelyek a
lépbe, illetve a periférias nyirokszovetekbe vandorolnak. Korai un. ,ellendrzési pont”
talalhatd a tranziciondlis és érett-naiv B sejt fejlédési szakaszban is, amely eldsegiti az
autoreaktiv/polireaktiv B sejtek redukalasat a periférian [130]. Ebben a stadiumban keringd
sejtek fejlédési programja ezt kovetden elagazik és MZB vagy FO alakulnak [121]. Utébbiak
a masodlagos nyirokszovetekbe vandorolnak ¢és az adaptiv immunvalasz kozponti
szerepldjeként Ujabb szelekcids folyamaton mennek keresztiil. Ez a kés6i periférias tolerancia
a masodlagos follikulusok GC-aban Trh sejtek €s FDC-ek kozremitkodésével zajlik, amelyek
szelekcios és taléld szigndlokat biztositanak a mar aktivalt B sejtek szamara, biztositva a
csirakdzpontban végbemend folyamatok lebonyolitasat [121, 131, 132]. Az immunrendszer

érése soran a sajat struktirdk tilnyomo tobbségével szemben tolerancia alakul ki, csakhogy az
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,ellendrzési pontokon™ fellépd regulacios zavarok — akar a Trn sejtek tulzott aktivacioja miatt,
ezen allapot megsziinését ¢€s genetikailag fogékony egyénekben autoimmun betegségek
kialakulasat eredményezhetik.

A B sejt alcsoportok megoszlasa lényeges kiilonbségeket mutat pSS-as és SLE-s betegek
periférias vérében a kontroll adatokhoz viszonyitva. Eredményeink azt mutattak, hogy a
CD19°IgD*CD27" naiv B sejtek aranya mindkét betegségben emelkedett az egészséges
személyekben mért értékekhez képest, mely megfigyelés 6sszhangba hozhaté szamos korabbi
vizsgalattal [129, 133, 134]. Kovetkeztetéseink szerint, a centralis és korai periférias
tolerancia karosodasa soran az autoreaktiv/polireaktiv B sejtek eliminaldsa csokken, ezaltal
tobb sejt vandorol ki a csontvel6bdl és akkumulalodik a periférian [130, 135-137]. Periférias
vérben a B sejt fejlodés korai stddiumanak résztvevoi a tranziciondlis B sejtek is, melyeknek
altalaban csak kis hanyada talalhato a vérben mikdzben a masodlagos nyirokszovetek
iranyaba migralnak [138]. Korabban tapasztaltakhoz hasonléan [123, 138, 139],
munkacsoportunk is emelkedett CD19*CD38"CD24"CD27" tranzicionalis B sejtaranyt
igazolt SLE-ben, amely szoros Osszefliggést mutatott a betegség aktivitasaval. Ellentétben a
lupuszos betegnél megfigyelt eredményekkel, pSS-ban a tranziciondlis sejtek megoszlasa nem
mutatott eltérést a kontroll donorok adataihozképest abban az esetben, ha a betegpopulécio
felosztasat a klinikai tiinetek alapjan végeztiik. Azonban, ha a csoportositast az anti-SSA/Ro
autoantitest jelenléte alapjan hajtottuk végre, akkor magasabb sejtaranyt figyeltiink meg az
autoantitest pozitiv alpopulacidban. Tovabb4, a sejtek megoszlasa €s a szérumban mért IgG
szintje kozotti pozitiv korrelacid pSS-ban felveti e sejtpopuldcido koérosan megemelkedett
aranydnak jelent0ségét a B sejt fejlodés kovetkezd szakaszaira nézve. A nemzetkozi
tapasztalatok arra utalnak, hogy az éretlen B sejtek patologias felhalmozodasa a periférian a
csontvel6i szelekcid karosodasat vagy a masodlagos nyirokszovetekbe torténd gatolt

belépését jelezheti [138]. A B limfocita érés kovetkez6 fejlédési allomasa a felsziniikon
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funkcionalis immunglobulin molekulakat kifejez6 érett-naiv B sejtek kialakulasa, amelyek a
masodlagos nyirokszdvetek follikulusai felé vandorolnak és megfeleld antigén hatasara
aktivalodva extrafollikularis vagy GC valaszokat inditanak el [121, 140, 141]. Természetesen,
a korai periférids tolerancia defektusa szintén a fiziologias allapottdl eltérd, magasabb
autoreaktiv érett-naiv sejtaranyt eredményezhet [136]. Munkank soran, SLE-ben emelkedett
CD19°CD38"CD24" érett-naiv B sejt megoszlast észleltiink, amely markansabb kiilonbséget
mutatott az aktiv stadiumban 1évé betegeknél az egészséges donorokkal szemben. Ezt
kovetden a poszt-GC reakcidt kovetd eseményeket vizsgaltuk és a szakirodalomban leirtaknak
megfelelden [138, 142-146] azt tapasztaltuk, hogy mind a CD19*IgD*CD27* ,,un-switched”,
mind a CD19*IgD'CD27* ,switched” memoéria B sejtek szazalékos aranya mindkét
betegségben jelentdsen 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 szignifikéns 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 talzott expresszidjaval
magyarazhato [129, 130, 133, 147]. Kemotaxis vizsgalatok deritettek fényt arra, hogy a
CXCR3 ¢s CXCR4 kemokin receptorok kifejezddése noveli a memoria B sejtek migracios
képességét megfeleld ligandumaik felé, amelyek a limfoid szovetek mellett a gyulladas
teriiletén 1is expresszalodnak. Tovabba, az aktivacidos markerként szolgdlo CD95 és
kostimulatorikus molekulak (CD80, CD86) emelkedett expresszidja a memodria B sejtek
aktivalt allapotara €s a kovetkezetes hatékony T sejtes interakciora utalhat. Legtijabb irodalmi
adatok szerint, az SLE-s betegek ,un-switched” memodria B sejtjei magas szinten

expresszaljak az AID enzimet, melynek aktivitasa elengedhetetlen mind a SHM-k, mind az

75



izotipusvaltas létrejottéhez [129]. A fentieken kiviil a jelenség a,,switched” memoria B sejtek
alacsony aranya a nagymértékii plazmasejt irAnya differenciaciéval vagy pSS-ban a CD27
molekula sejtfelszinrél torténd levalassal is magyarazhatdo [146]. Kisérleteink soran
CD19'CD38'CD24"CD27* elsédleges memoria B sejteket is azonositottunk, melyek
eloszlasa SLE-ben hasonld tendenciat kovetett az ,,un-switched” memoria B sejtekkel és
mérsékeltebb ardnyuk korrelalt a betegség aktivitdsaval. A memodria B sejtek egy ujabb
csoportjat, az an. CD197IgD'CD27" kettds-negativ B sejtek ardnyat is tanulmanyoztuk a
betegek periférids vérében. A sejtek megoszlasa ellentétes képet mutatott a két betegségben,
mig SLE-ben a kettds-negativ B sejtek expanziojat, addig pSS-ban a sejtek szazalékos
aranyanak visszaesését észleltiik. Az egészséges donorok értékéhez viszonyitva a sejtarany
valtozas csak pSS-ban mutatott Osszefliggést a szisztémas manifesztaciok jelenlétével, az
SLE-s betegeknél nem taldltunk kapcsolatot a betegség aktivitdsaval. A kozelmultban
publikalt adatok alapjan, ezek a sejtek kiilonbozd sejtfelszini markerek kifejez6dése altal
heterogén csoportot alkotnak, de tobbnyire a CD95 molekulat expresszald csoport a
legelterjedtebb. A sejtek aktivalt allapotban vannak, azonban a CXCR3 receptor kizardlagos
expresszidja és a tobbi kemokin hidnya végett feltételezik, hogy jelenlétiik abnormalis
extrafollikularis differenciacio eredménye és tovabbi fejloddésiik T sejtektdl fiiggetleniil megy
végbe. Tovabba, a CXCR3 receptor kifejezddése végett a gyulladas teriiletére is
vandorolhatnak [129, 148, 149]. Végil, de nem utolsé sorban elemeztik a
CD19*CD38"CD27" plazmablasztok megoszlasat. Eredményeink szerint a plazmablasztok
szdzalékos aranya hatarozott csokkenést mutatott pSS-ban, kiilondsen a szisztémas tiinetekben
szenvedd betegekben, és emelkedett az aktiv szakaszban 1évé SLE-s betegekben. Az
ellentétes sejtarany hatterét indokolhatja az, hogy pSS-ban a plazmablasztok a memoria B

sejtekhez hasonldan magas szinten fejezik ki felsziniikon a CXCR3 és CXCR4 kemokineket,
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gyulladasos szovetekbe is [150]. Ezzel szemben SLE-ben a plazmasejtekkel kapcsolatban
karosodott ,,homing” folyamatot irtak le, tovabba a plazmasejt irdnyu differenciacio is joval
kifejezettebb, mint pSS-ban, amely indokolja a magasabb sejtaranyok kialakulasat [151]. A
plazmasejtté érés folyamatanak jelentdségét emeli ki az a megfigyelésiink is, miszerint a
plazmablasztok megoszlasa pozitivan korrelalt pSS-ban a szérumban mért IK titerrel, SLE-
ben pedig az anti-dsDNS autoantitest szintekkel.

B sejtes vizsgalataink utols6d 1épéseként analizaltuk az IL-10 termelé B sejtek (B10 és
B10rro) aranyat és fenotipusat hipometildlt CpG motivumot tartalmaz6 bakteridlis DNS-t
mimikalo ODN aktivacio hatasara. Eredendden, a Breg sejtek fontos szerepet jatszanak az
immunrendszer homeosztazisdnak fenntartasdban. Heterogén sejtpopulacidt alkotnak, de
rendszerint IL-10 termel6 képességiik alapjan azonosithatok [152]. A csoporton beliil, konkrét
fenotipus hidnyaban, szamos sejtfelszini marker alapjan azonosithatok. A human Breg
sejteket tobbségében CD19"CD38"CD24" ¢és CD19*CD24"CD27* B sejtként definialjak
[123, 153], amelyek kostimulaciot kovetéen IL-10 szekrécid utjan szuppresszaljak a target
sejtet [124]. Irodalmi adatok szerint, olyan szisztémas autoimmun korképekben, mint SLE és
RA, a sejtek szambeli és funkcionalis defektusat irtak le [123, 152, 154, 155].
Tanulmanyunkban, hasonl6an a nemzetkdzi munkacsoportokhoz, CpG-ODN kezelés hatasara
az IL-10" B sejtek expanziojat észleltik, de a betegek értékei alacsonyabbak maradtak az
egészséges személyek adatainal és esetiinkben a sejtek legféképp a CD19"CD38*CD24" B
sejtpopulacioban halmozodtak fel. A beteg és kontroll eredmények kozotti kiilonbségeket
csak a CD19'CD38"CD24" ¢s CD19*CD24"CD27* B sejteknél fedeztiink fel, az elbbi
csoportban emelkedett, mig az utobbiban csokkent az IL-10 termel6 B sejtek aranya a
betegekben. Viszont egyes kozlemények szerint, a B10 sejtek aranya novekedik autoimmun
betegségekben, s6t, MRL/Ipr egerekkel végzett kisérletek szerint az IL-21 citokin eldsegiti a

Breg sejtek IL-10 termelését [156]. Fontos megjegyezni, hogy e sejtek tanulmanyozasa
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napjaink kutatdsanak fokuszaban all €és tovabbi vizsgalatok sziikségesek az ellentmondésos
eredmények tisztazasara.

A nyirokszovetek masodlagos follikulusaiban tartozkodo TrH sejteknek kiemelt szerepe van a
T sejtektol fiiggd B sejt valaszok kialakulasaban és iranyitasaban. Mivel a GC TrH sejtek
vizsgalata a nyiroktiiszOkben human mintdkon nehezen kivitelezhetd, ezért e sejtekkel
folytatott kisérletek javarészt a periférias vérben keringd Trn-szerl sejtekre korlatozodnak.
Eredetiiket tekintve bizonyitott, hogy az effektor Trn sejtvonalbol szarmaznak, azonban még a
teljesen differencialt, érett Trn allapot elérése el6tt elhagyjak a GC-ot [109, 113, 157].
Legfrissebb tanulmanyok szerint, a cirkuldlo Trn-szerii sejtek memoéria CD4" T sejteknek
tekinthetok, amelyek kiilonboz6 fenotipust sejtekbol allo, heterogén csoportot alkotnak [111].
A periférian az ICOS/PD-1/CCR7 sejtfelszini markerek alapjan centralis vagy effektor
memoria sejt alosztalyokba, a CXCR3/CCR6 kemokin receptorok expresszidjaval pedig Trnl,
TrH2, illetve Trul7 sejt iranyba polarizalédo alcsoportokba sorolhatjuk a Trn-szeril sejteket.
Funkcidjukat a csirakézponton kiviil is megdrzik, tovabba igazoltdk, hogy a TrH2 és Trl7
alcsoport ICOS*PD-1**CCR7" fenotipust mutat6 sejtjei képesek leghatékonyabban tamogatni
a B sejt valaszokat [112, 113]. Az elmult évek intenziv kutatasainak kdszonhetéen mar human
vonatkozasban is emelkedett periféridas Tru-szerli sejtaranyt mutattak ki autoimmun
betegségben; nevezetesen SLE-ben, RA-ban, juvenilis dermatomyositisben, autoimmun
thyreoiditisben és myastenia gravisban [113, 158-161], azonban e sejtek mas immunsejtekhez
tiinetekkel még nem vizsgaltak. Tanulmanyunk soran, a CD4"CXCR5"ICOS™PD-1" Ten-szerii
sejtek emelkedett szazalékos aranyat figyeltik meg pSS-ban. Erdekes modon, csak az
extraglandularis manifesztacidkban szenvedd betegek értékei mutattak szignifikans eltérést,
mig a glandularis formakban megfigyelt adatok az egészséges személyekéhez hasonlitottak.

Ha a betegeket az auotantitest jelenléte alapjan osztalyoztuk, akkor az anti-SSA/Ro és anti-
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SSB/La pozitiv csoportban magasabb sejtardnyt tapasztaltunk. Hasonld eredményeket
kaptunk SLE-ben is, miszerint az anti-dsDNS jelenlétével szoros Osszefiiggésben emelkedett
TrH-szert sejtaranyokat vizsgaltuk, azonban nem talaltunk szignifikdns eltérést a betegség
inaktiv €s aktiv stddiumai kozott.

A Try differencidcio egyik kardinalis citokinje az IL-21, amely a Vavl fehérjén és PI3K
szignal Gtvonalon keresztiil aktivalja a sejtet [99]. A citokin termelése az ICOS altal indukalt
c-Maf utvonalon keresztiil zajlik, amely tovabbi Trn markerek expresszidjat segiti eld,
tovabba a szekretalt IL-21 autokrin modon fokozza a Trx sejtek osztodasat és talélését. A
citokin legfontosabb szerepe viszont az, hogy szolubilis kostimulatorként segiti a GC B sejtek
tudataban vizsgaltuk a szolubilis IL-21 szintjét pSS-ban szenvedd betegekben és magasabb
TrH-szerl sejtaranyt taldltunk abban a betegpopulacidban, amelyben detektalhatdé mennyiségii
IL-21 citokint mértiink a szérumban, valamint eredményiink korrelalt az extraglandularis
panaszok jelenlétével. Egy fiiggetlen pSS-4s betegcsoportban elemeztik az IL-21R
kifejez6dését a CD19" B sejteken. Ismert tény, hogy a GC B sejtek maximalis Bcl-6
expresszidjahoz IL-21R szignal utvonalon keresztiili aktivacio sziikséges [163]. Munkank
soran igazoltuk, hogy a B sejteken fokozodik az IL-21 expresszido mértéke, amely raadasul
korrelal az EGM-k jelenlétével is. Tovabbi kisérleteink soran, mind pSS-ban, mind SLE-ben
megnovekedett az [L-21 termeld Trn-szerl sejtek aranya, mely megfigyelésiink 6sszhangban
van az irodalmi adatokkal [155, 164-169]. Megjegyzendd, hogy szignifikans emelkedést pSS-
ban kizardlag a szisztémads tlineteket és autoantitest pozitivitdst mutatd betegpopuldciokban
tapasztaltunk, mig SLE-ben a teljes betegcsoportban magasabb volt az 1L-21* Ten-szerii
sejtek megoszlasa, amellett, hogy ez a tendencia markansabbnak bizonyult az aktiv stadiumu
és anti-dsDNS pozitiv betegnél. Eddigi eredményeink ¢és az elmult években mas

kutatocsoportok altal publikalt adatokban eltérések lehetnek a Trn-szerli sejtek fenotipusat
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illetéen, de egyetértés van abban, hogy a periférias vérben keringd Tru-szerii sejtek
esszencialis szerepet toltenek be az autoimmun folyamatokban, tovabba emelkedett aranyuk a
betegség sulyossagat is tiikkrozi. A B-, és Trn sejtes kisérleteinkbdl szarmazd eredmények

grafikus 6sszefoglalasa a 18. Abran lathato.
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18. Abra Osszefoglalis a periférias vérben végzett kisérleteink eredményeirél primer Sjogren-
szindromaban és szisztémas lupusz erythematosusban. Fizioldgids koriilmények kozott a B sejt fejlodés
folyamataban szamos ,.ellendrzési pont” biztositja az autoreaktiv B sejtek eliminacidjat. A tolerancia karosodasa
¢és a Trh sejtek fokozott aktivacioja koros B sejt valaszok kialakulasahoz, majd autoimmun korkép kifejlddéséhez
vezet. Ezek a folyamatok abnormalis B sejt megoszlashoz és emelkedett Trr-szerli sejtaranyhoz vezetnek a

periférias vérben.
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Irodalmi adatok alapjan ismert, hogy a Tru sejtek differencidlodasa egy

integraltmodellelirhato le, amely a sejtek aktivaciojabol, az aktivalt allapot fenntartasabol és

crer
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vandorlo aktivalt DC-k szolgalnak. Habar az IL-12 4ltali aktivacio a STAT4 jelatviteli palyan
keresztiil fejti ki hatasat, szamos munkacsoport demonstralta, hogy human TrH sejtek esetében
ez a folyamat hatékonyabban valosul meg STAT3-fiiggé modon. Tovabba azt is sikeriilt
kimutatniuk, hogy az IL-12 képes fokozni nemcsak a CD40L és ICOS, hanem a CXCRS, Bcl-
6 és IL-21 expressziot is, elézmoditva a Try fenotipus kialakulasat [91, 90, 170]. Ennek
ismeretében megvizsgaltuk a pSS-as betegek szérumanak IL-12 citokin szintjét és azt
tapasztaltuk, hogy azoknal a betegeknél, akiknél az IL-12 szintje detektdlhatdé mennyiségben
volt jelen, a TrH-szerii sejtek aranya is magasabbnak bizonyult.

Munkénk sordn a Trn-szerll sejtek mellett széleskorlien vizsgaltuk az immunkompetens sejtek
¢s laboratoriumi paraméterek valtozasat is, ezaltal a nemzetk6zi irodalomban elséként
komplex képet kialakitva e sejtek szerepérél pSS-ban. Munkacsoportunk koradbban
demonstralta, hogy a korai-aktivalt T és Trl sejtek ardnya emelkedik pSS-as betegek
periférias vérében, sbt a szisztémas tiineteket mutatoknal ez a valtozas kifejezettebb [171,
172]. A pSS-as betegek Trn-Szerli sejtek és a korai-, illetve késoi-aktivalt T sejtek aranya
kozott pozitiv Osszefliggeést talaltunk, mely rdmutat az immunrendszer kronikusan aktiv
allapotara. A Tru-szerti sejtek és Trl sejtek megoszlasa kozott szintén pozitiv korrelaciot
figyeltiink meg. Utobbi sejttipus aranyanak novekedése egy fokozott ellenregulacids reakcio
részét képezheti, mely altal a szervezet a betegségre jellemzd abnormalis immunreaktivitas
visszaszoritasara torekszik. Tanulményunk tovabbi célja volt a Trn-szerl sejtek, kiilonbozé B

sejt alcsoportokkal fennalld kapcsolatanak feltérképezése pSS-as betegek periférias vérében.
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Az eltérd fejlodési szakaszban 1év0 B sejtek rendellenes megoszlasarol és lehetséges
magyarazatarol mar kordbban irtam. Megfigyeléseinket parhuzamba allitva a Trn-szerl sejtes
eredményeinkkel, elmondhatjuk, hogy a tranzicionalis B sejtekkel és érett-naiv B sejtekkel
mutatott pozitiv korrelaciobol a korai ¢és késOi periférids tolerancia defektusara
kovetkeztethetiink. A Tru-szert sejtek és az ,,un-switched”, illetve ,,switched” memoria B
sejtek kozotti negativ korrelacio is alatamasztja hipotézisiinket, miszerint a periférian talalhato
memoria B sejtek csokkenése a fokozott plazmasejt irdnyu differenciacioval vagy a sejtek
gyulladdsos szovetekbe torténd nagymértékii migracidos készségével értelmezhetd. Azért,
hogy tisztabb képet kaphassunk a Try-szerl sejtek pSS pathogenezisében betdltott szerepérol,
vizsgaltuk a sejtek és szerologiai paraméterek kozotti lehetséges kapcesolatot is. Pozitiv
korrelaciot talaltunk a Trn-szerii sejtek aranya és a szérumban mért anti-SSA/Ro, illetve anti-
SSB/La szintek kozott, tovabba a sejtarany emelkedése korrelalt az IgG és IK megndvekedett
titerével is. Az IL-21 termeld Trn-szerl sejtek ardnya és a szérum IK, illetve RF szintje kozott
IS pozitiv osszefliggést tapasztaltunk. Megfigyelésiink alapjan elmondhato, hogy a Trn-szerl
sejtarany novekedésével parhuzamosan feler6sddnek a GC-ban zajlo folyamatok, amelyek
kozvetetten a klinikai kép sulyosbodéasadhoz vezethetnek.

Kutatdsunk végsd szakaszaban arra kerestiik a valaszt, hogy pSS-ban a periférids vérben
megfigyelt elvaltozasok vajon Osszefiiggésben allhatnak-e a gyulladas teriiletén észlelt
patologias folyamatokkal. Tudjuk, hogy a betegség diagnosztikajaban rutinszeriien hasznalt
kisnyalmirigy biopszias mintak szoveti feldolgozasa idedlis lehetdséget jelent az ektopias GC-
ok analizalasara, ezért a szovetet infiltrald sejtek Osszetételének vizsgalatakor kiilonds
figyelmet forditottunk a Trn sejtek jelenlétére [173, 174]. Korabbi koézleményekben mar
foglalkoztak a kisnyalmirigyekben észlelhetd gyulladasos kornyezet sejtjeivel €s igazoltdk a T
¢és B sejtek, illetve kisebb ardanyban makrofagok és DC-ek jelenlétét pSS-as betegek mintaiban

[51, 175-177], melyek eloszlasa pozitivan korrelalt a gyulladas stlyossagaval. Kés6bb, a
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tovabbi sejttipusokat, mint példaul Foxp3™ és IL-17 termeld sejteket is sikeriilt detektdlni
[178, 179]. Egy kozelmultban publikalt tanulmanyban, Kang és munkatarsai kisnyalmirigy
mintakban az IL-21 és CXCRS5 ko-expresszidjat figyelték meg, amely felvetette a TrH Sejtek
jelenlétének tovabbi kutatasat [180]. Ezt kovet6en, Maehara és munkatarsai vizsgaltak a
besziirddott T limfocita alcsoportok fenotipusat és leirtdk, hogy Th2 és bizonyos Trn-
specifikus markerek expresszidja Osszefiiggést mutat az infiltracio mértékével, illetve az
ektopias GC-ok kialakulasaval [181]. Fontos megemliteni még Gong és munkatarsainak
munkajat is, amely in vitro koriilmények kozott bemutatta, hogy az epithelsejtek képesek a
kisnyalmirigy epithelsejteinek lehetséges pathologias szerepére [182]. Munkacsoportunk is a
Trn fenotipusra jellemzé markerek eloszlasat elemezte, de a szakirodalomban elsdként,
vizsgaltuk a kisnyalmirigy szdvetben észlelheté limfocita infiltratum kiilonb6z6 morfologiai
szakaszait és ezek kapcsolatat a betegség korlefolyasa soran megjelend lehetséges szisztémas
tiinetekkel. Eredményeink szerint, a kisnydlmirigy biopszids mintdk rendszerint tobb
kiilonb6zd gradust limfocita aggregatumot tartalmaztak és a legfejlettebb morfologiaja
periduktalis sejtes besziirddést jellemzéen a magasabb FS értékli, nevezetesen a FS=3
csoportban figyeltiikk meg. A periférias teriileten T sejtekbdl, centralis zonaban B sejtekbdl és
FDC-ekbol allo ektopias GC struktarakat kizardlag a FS=3 csoportban, 4-es gradust
infiltritumok esetében taldltunk. A Trq markerek, nevezetesen a CD84, PD-1 és Bcl-6
expresszioja markansabbnak bizonyult a FS=3 csoportban. Irodalmi adatokbol ismert, hogy a
SLAM receptor csaladba tartoz6 CD84 felelds a Tru-B sejtek kozotti szoros kontaktus
kialakitasaért, amely kapcsolat két sejt kozotti interakcid felerdsitését eredményezi [183]. A
TeH sejtek funkcidjanak Kiteljesedésében hasonloan fontos szerepe van a PD-1 receptornak is,
ugy, hogy szabalyozza a B sejtek szelekciojat és talélését a GC-ban [184]. A markerek

vizsgalata sordan azonban a legszembetlindbb eltérést a Bcl-6 esetében tapasztaltuk, melynek
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expresszioja csak a 4-es gradusu limfoid aggregatumokra korlatozddott és kolokalizaciot
mutatott a B sejt zondval. A 3-as gradusu infiltratumokban ugyan detektaltunk alacsony szintii
Bcl-6 expressziot, de elhelyezkedésiik mar nem abrazolt jellegzetes képet. Koztudott, hogy a
Bcl-6 molekula kiilonosen a GC B sejtek gyors osztodasakor, a sotét zonat alkotd
centroblasztokban expresszalodik, de részben a vilagos zondban taldlhatdo centrocitak is
kifejezik [185]. Irodalmi adatok alapjan, a BCL6 gén defektusa SHM és izotipusvaltas
hidnyaval jard, karosodott GC folyamatokhoz vezet, igy kiemelve a Bcl-6 jelentoségét a
csirakdzponthoz kotott immunvalaszban [86]. Human eredeti mintakkal folytatott
kisérletekben 1is sikeriilt igazolni a GC reakcid fenntartdsdban betdltott szerepét, tovabba
kimutattdk, hogy a fejletlenebb aggregatumokkal ellentétben csak a tényleges ektopias GC-
okban detektalhato a Bcl-6 [186, 187]. Eppen ezért, munkacsoportunk is kiilonds figyelmet
forditott a Bcl-6 molekula kifejezddésére kisnydlmirigy biopszids mintdkban. Kettds
immunfluoreszcens festéssel sikeriilt kimutatnunk, hogy a CD20Bcl-6" B sejtes régio
periféridjan talalhaté6 CD3" T limfocita koziil néhany expresszalja a Bcl-6 molekulat is, ezzel
alatamasztva azon elképzelésiinket, hogy a Trn sejtek megtalalhatok az ektopias GC B sejtes
zénajanak kozelében (19. Abra). Azonban, valodi GC-szerli struktirdkat csak a silyos
szovetdestrukcioval és kiterjedt gyulladasos infiltratummal rendelkezd, FS=3 csoportba sorolt
mintakban tudtunk azonositani. Eredményeink 0sszhangban vannak azzal a megfigyeléssel is,
miszerint pSS-as betegekbdl szarmazo kisnyalmirigy mintakban, a szervezettebb struktirajt
limfocita aggregatumok expresszaltdk az AID enzimet, amelynek aktivitasa a Bcl-6 altal
szabalyozodik és sziikséges a SHM-k és izotipusvaltas megvalosulasahoz [50]. Fontos
megjegyezni, hogy vizsgalatainkat olyan kisnyalmirigy biopszidas mintdkon végeztiik,
amelyeket még a diagndzis felallitdsakor, csak kezdeti glandularis tiineteket mutat6 betegektol
vettiink. A klinikai és laboratériumi paraméterek retrospektiv attekintését kovetden pozitiv

Osszefliggést talaltunk a diagnézis idejében gylijtott mintakban megjelend ektopias GC-0k, a
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19. Abra Primer Sjogren-szindromas betegek kisnyalmirigyében megfigyelheté ektépias germinalis
centrum képzédés folyamatanak grafikus abrazolasa. A gyulladas kezdeti stadiumaban aktivalt T sejtek, B
sejtek és DC-ek infiltralodnak a ductus koriil. A stromasejtek és az epithelsejtek altal szolgaltatott kemokin-,
illetve aktivacids szignalok egy szervezettebb morfologiaji limfoid aggregatum kifejlodését idézik eld. Az
egyértelmiien elkiilonithetd T- és B sejtes régiokbdl allo, jol organizalt periduktalis gyulladasos infiltratum,

amely centralisan Bcl-6" B sejtekbdl, Trn sejtekbdl és FDC haldzatbol all, ektopias GC-nak tekintjiik.

Trn sejtek jelenléte és a korlefolyas alatt jelentkezd extraglandularis manifesztaciok
kifejlodése kozott. Tovabba, azoknal a pSS-as betegeknél, akiknél a Trn markerek emelkedett
expressziojat detektaltunk az infiltratumban, az ezt kovetd periférids vizsgalatunkban is
magasabb Trn-Szerli sejtarany tapasztaltunk. Természetesen figyelembe kell venni, hogy a
szOvettani vizsgalatba bevonhatd alacsony betegszam miatt nem végezhettiink statisztikai
szamitasokat. Osszefoglalasként elmondhatd, hogy kisérleteink soran sikeriilt ravildgitanunk a
Trh sejtek autoimmun folyamatokban betoltott pathologias szerepére, amely hozzajarul mind
a pSS, mind az SLE pathomechanizmuséara jellemzd abnormalis B sejt valaszok és a
jellegzetes diagnosztikai paraméterek kialakulasahoz. A Trny sejtek immunbiologiajanak
megértése napjaink kutatasdnak fokuszaban all, de reményeink szerint a fejlodésiikkel és
funkcidjukkal kapcsolatos tovabbi vizsgalatok értékes informaciokat nyujthatnak, hogy a

jovében potencialis terapids célpontként szolgaljanak az autoimmun korképek gyodgyitasaban.
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VI. OSSZEFOGLALAS

A pSS és SLE pathogenezise kompleX, az immunrendszer mindkét agat, a velesziiletett és
adaptiv immunitast érinté folyamat. Az autoimmun betegségek kulcsfontossagu
jellegzetessége a B sejtek hiperaktivitdsa. A masodlagos limfoid follikulusokban talalhatd Trn
sejtek kritikus szerepet toltenek be az immunfolyamatok szabalyozasaban azaltal, hogy
koordinaljak a B sejtek memoria €s plazmasejt iranyt differncidlodasat. Mivel az abnormalis
humoralis immunvalasz mindkét betegség kulcskérdése, igy munkank célja a periférias Trn
sejtek és B sejtek kozotti patholdgias kapcesolat feltérképezése volt. Mindkét betegségben
magas naiv B sejtaranyt, mig alacsony “un-switched” és ,,switched” memoéria B sejtaranyt
figyeltink meg. A Kkettds-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 Trn-szerti
sejtek ¢és az IL-21 termelés ardnya. Tovabba, a Trn-szerli sejtek aranyanak novekedése
pozitivan korrelalt az antitesttermeléshez kapcsolodod paraméterekkel, ugymint szérum IgG,
IK-ek és autoantitestek. Megfigyeléseink szerint az intenziv keringd Tru-szerli sejtarany
emelkedés és emelkedett IL-21 szekrécid, tovabba ezzel kapcsolatos abnormalis periféridas B
sejt megoszlas, mind pSS-ban és SLE-ben a Try sejtek kulcsfontossagli szerepét emeli ki a B
sejt szelekcid szabdlyozésdban. A tovabbiakban vizsgaltuk a limfocitds infiltratum
Osszetételét pSS-as betegek kisnyalmirigy biopszidiban, kiilonds figyelmet forditva a B és Trn
sejtekre. A Trn markerek tilnyomodan a magasabb FS értékkel rendelkezd, szervezettebb
adatainak retrospektiv értékelésekor dsszefliggést talaltunk a Trh sejtek jelenléte €s a betegség
sulyossaga kozott. Eredményeink szerint a Trn sejtek fontos szerepet jatszanak az autoreaktiv
B-sejt képzddésben az infiltratumokban és hozzdjarulhatnak a késdbbi szisztémads tlinetek

kialakulasaban.
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SUMMARY

The immunopathogenesis of pSS and SLE are highly complex and are associated with both
the adaptive and innate branches of the immune system. Pronounced B-cell hyperactivity
appears to be the hallmark of diseases. Trn cells have a crucial role in regulating immune
responses within secondary lymphoid follicles by directing B cell differentiation toward
memory B cells and plasma cells. Since abnormal humoral responses are key features in both
diseases, the aim of this study was to profile the pathological connection between peripheral
Trn cells and B cells. We observed higher percentages of naive B cells in both diseases, while
non-switched and switched memory B cells showed decreased frequencies. The proportions
of DN B cells and plasmablasts were elevated in SLE and decreased in pSS. The percentages
of transitional B cells and mature-naive B cells were higher in SLE. Patients with more severe
disease course had elevated ratio of Trx-like cells and increased IL-21 production. Moreover,
expansion of Trx-like cells correlated positively with parameters related to antibody secretion,
including serum IgG, ICs and autoantibodies. Our observations onthe profound expansion of
circulating Trn-like cells and their IL-21 production along with the characteristic aberrant
peripheral B cell distribution in both pSS and SLE indicate the prominent role of Trn cell in
the regulation of B cell selection. Furthermore, weexamined the composition of lymphocyte
infiltration in labial salivary gland (LSG) biopsies from patients with pSS, focusing on the
presence of B and Trw cells. Trn cell markers are predominantly occurred in more organized
lymphocyte infiltrates with higher focus scores. Interestingly, upon assessing the clinical data
of patients retrospectively, we found association between the presence of Trn cells in LSGs at
onset and the severity of clinical course. Our results suggest that Trn cells play important role
in the generation of autoreactive B cells in glandular infiltrations and may contribute to the

subsequent systemic manifestations as well.

87



VII. IRODALOMJEGYZEK

VI1I1.1. Hivatkozott kozlemények jegyzéke

1. Wandstrat A, Wakeland E. The genetics of complex autoimmune diseases: non-MHC
susceptibility genes. Nat Immunol 2001;2(9):802-9.

2. Hewagama A, Richardson B. The genetics and epigenetics of autoimmune diseases. J
Autoimmun. 2009;33(1):3-11.

3. Alarcon-Riquelme ME. Recent advances in the genetics of autoimmune diseases. Ann N Y
Acad Sci 2007;1110:1-9.

4. Temajo NO, Howard N. The mosaic of environment involvement in autoimmunity: the
abrogation of viral latency by stress, a non-infectious environmental agent, is an intrinsic
prerequisite prelude before viruses can rank as infectious environmental agents that trigger
autoimmune diseases. Autoimmun Rev. 2014;13(6):635-40.

5. Picascia A, Grimaldi V, Pignalosa O, De Pascale MR, Schiano C, Napoli C. Epigenetic
control of autoimmune diseases: from bench to bedside. Clin Immunol 2015;157(1):1-15. .

6. Ahmed SA, Hissong BD, Verthelyi D, Donner K, Becker K, Karpuzoglu-Sahin E. Gender
and risk of autoimmune diseases: possible role of estrogenic compounds. Environ Health
Perspect 1999;107 (Suppl 5):681-6.

7. Hughes GC, Choubey D. Modulation of autoimmune rheumatic diseases by oestrogen and
progesterone. Nat Rev Rheumatol. 2014;10(12):740-51.

8. Abbas AK, Lichtman AH, Pillai S. Cellular and Molecular Immunology, 8th Edition.
Elsevier; 2014.

9. Jonsson R, Moen K, Vestrheim D, Szodoray P. Current issues in Sjogren's syndrome. Oral
Dis. 2002;8(3):130-40.

10. Zeher M. Sjogren’s syndrome. In: Zeher M, Szodoray P, editors. Sjogren’s syndrome and
associated disorders. Kerala, India: Transworld Research Network; 2009. p. 1-25.

11. Tulassay Z. A belgydgyaszat alapjai 2. Medicina Konyvkiad6 Zrt.; 2011.

12. Voulgarelis M, Tzioufas AG. Current Aspects of Pathogenesis in Sjogren's Syndrome.
Ther Adv Musculoskelet Dis 2010;2(6):325-34.

88



13. Theander E, Henriksson G, Ljungberg O, Mandl T, Manthorpe R, Jacobsson LT.
Lymphoma and other malignancies in primary Sjogren's syndrome: a cohort study on cancer
incidence and lymphoma predictors. Ann Rheum Dis 2006;65(6):796-803.

14. Bolstad Al, Roland Jonsson R. Genetic aspects of Sjogren's syndrome. Arthritis Res.
2002;4(6):353-9.

15. Kerttula TO, Collin P, Polvi A, Korpela M, Partanen J, Méki M. Distinct immunologic
features of Finnish Sjogren's syndrome patients with HLA alleles DRB1*0301, DQA1*0501,
and DQB1*0201. Alterations in circulating T cell receptor gamma/delta subsets. Arthritis
Rheum. 1996;39(10):1733-9.

16. Bolstad Al, Wassmuth R, Haga HJ, Jonsson R. HLA markers and clinical characteristics
in Caucasians with primary Sjogren's syndrome. J Rheumatol 2001;28(7):1554-62.

17. Cruz-Tapias P, Rojas-Villarraga A, Maier-Moore S, Anaya JM. HLA and Sjogren's
syndrome susceptibility. A meta-analysis of worldwide studies. Autoimmun Rev
2012;11(4):281-7.

18. Lessard CJ, Li H, Adrianto I, Ice JA, Rasmussen A, Grundahl KM et al. Variants at
multiple loci implicated in both innate and adaptive immune responses are associated with
Sjogren's syndrome. Nat Genet. 2013;45(11):1284-92.

19. Nordmark G, Kristjansdottir G, Theander E, Appel S, Eriksson P, Vasaitis L et al.
Association of EBF1, FAM167A(C8orf13)-BLK and TNFSF4 gene variants with primary
Sjogren's syndrome. Genes Immun 2011;12(2):100-9.

20. Yin H, Zhao M, Wu X, Gao F, Luo Y, Ma L et al. Hypomethylation and overexpression
of CD70 (TNFSF7) in CD4+ T cells of patients with primary Sjogren's syndrome. J Dermatol
Sci 2010;59(3):198-203.

21. Sharma R, Deshmukh US, Zheng L, Fu SM, Ju ST. X-linked Foxp3 (Scurfy) mutation
dominantly inhibits submandibular gland development and inflammation respectively through
adaptive and innate immune mechanisms. J Immunol 2009;183(5):3212-8.

22. Pauley KM, Stewart CM, Gauna AE, Dupre LC, Kuklani R, Chan AL et al. Altered miR-
146a expression in Sjogren's syndrome and its functional role in innate immunity. Eur J
Immunol 2011;41(7):2029-39.

23. Alevizos 1, Alexander S, Turner RJ, lllei GG. MicroRNA expression profiles as
biomarkers of minor salivary gland inflammation and dysfunction in Sjogren's syndrome.
Arthritis Rheum 2011;63(2):535-44.

89



24. Kapsogeorgou EK, Gourzi VC, Manoussakis MN, Moutsopoulos HM, Tzioufas AG.
Cellular microRNAs (miRNAs) and Sjogren's syndrome: candidate regulators of autoimmune
response and autoantigen expression. J Autoimmun 2011;37(2):129-35.

25. Pflugfelder SC, Crouse CA, Monroy D, Yen M, Rowe M, Atherton SS. Epstein-Barr virus
and the lacrimal gland pathology of Sjogren's syndrome. Am J Pathol 1993;143(1):49-64.

26. Green JE, Hinrichs SH, Vogel J, Jay G. Exocrinopathy resembling Sjogren's syndrome in
HTLV-1 tax transgenic mice. Nature. 1989;341(6237):72-4.

27. lwakiri D, Zhou L, Samanta M, Matsumoto M, Ebihara T, Seya T et al. Epstein-Barr virus
(EBV)-encoded small RNA is released from EBV-infected cells and activates signaling from
Toll-like receptor 3. J Exp Med 2. 2009;206(10):2091-9.

28. Zheng L, Zhang Z, Yu C, Yang C. Expression of Toll-like receptors 7, 8, and 9 in primary
Sjogren's syndrome. Oral Surg Oral Med Oral Pathol Oral Radiol Endod 2010;109(6):844-50.
29. Spachidou MP, Bourazopoulou E, Maratheftis Cl, Kapsogeorgou EK, Moutsopoulos HM,
Tzioufas AG et al. Expression of functional Toll-like receptors by salivary gland epithelial
cells: increased mMRNA expression in cells derived from patients with primary Sjogren's
syndrome. Clin Exp Immunol 2007;147(3):497-503.

30. Shim GJ, Warner M, Kim HJ, Andersson S, Liu L, Ekman J et al. Aromatase-deficient
mice spontaneously develop a lymphoproliferative autoimmune disease resembling Sjogren's
syndrome. Proc Natl Acad Sci U S A 2004;101(34):12628-33.

31. Ishimaru N, Arakaki R, Yoshida S, Yamada A, Noji S, Hayashi Y. Expression of the
retinoblastoma protein RbAp48 in exocrine glands leads to Sjogren's syndrome-like
autoimmune exocrinopathy. J Exp Med 2008;205(12):2915-27.

32. Christodoulou MI, Kapsogeorgou EK, Moutsopoulos HM. Characteristics of the minor
salivary gland infiltrates in Sjogren's syndrome. J Autoimmun 2010;34(4):400-7.

33. Theander E, Vasaitis L, Baecklund E, Nordmark G, Warfvinge G, Liedholm R et al.
Lymphoid organisation in labial salivary gland biopsies is a possible predictor for the
development of malignant lymphoma in primary Sjogren's syndrome. Ann Rheum Dis.
2011;70:1363-8.

34. Manoussakis MN, Kapsogeorgou EK. The role of intrinsic epithelial activation in the
pathogenesis of Sjogren's syndrome. J Autoimmun. 2010;35(3):219-24.

35. Manoussakis MN, Spachidou MP, Maratheftis CI. Salivary epithelial cells from Sjogren's
syndrome patients are highly sensitive to anoikis induced by TLR-3 ligation. J Autoimmun.
2010;35(3):212-8

90



36. Ohlsson M, Jonsson R, Brokstad KA. Subcellular redistribution and surface exposure of
the Ro52, Ro60 and La48 autoantigens during apoptosis in human ductal epithelial cells: a
possible mechanism in the pathogenesis of Sjogren's syndrome. Scand J Immunol.
2002;56(5):456-69.

37. Piccinini AM, Midwood KS. DAMPening Inflammation by Modulating TLR Signalling.
Mediators of Inflammation. 2010;Article ID 672395,.

38. Kramer JM. Early events in Sjogren's Syndrome pathogenesis: The importance of innate
immunity in disease initiation. Cytokine. 2014;67(2).

39. Brkica Z, Versnel MA. Type I IFN signature in primary Sjogren’s syndrome patients.
Expert Review of Clinical Immunology. 2014;10(4). doi:10.1586/1744666X.2014.876364.
40. Bave U, Nordmark G, Lovgren T, Ronnelid J, Cajander S, Eloranta ML et al. Activation
of the type I interferon system in primary Sjogren's syndrome: a possible etiopathogenic
mechanism. Arthritis Rheum 2005;52(4):1185-95.

41. Nocturne G, Mariette X. Advances in understanding the pathogenesis of primary Sjogren's
syndrome. Nat Rev Rheumatol. 2013;9:544-56.

42. Ittah M, Miceli-Richard C, Gottenberg JE, Sellam J, Eid P, Lebon P et al. Viruses induce
high expression of BAFF by salivary gland epithelial cells through TLR- and type-1 IFN-
dependent and -independent pathways. Eur J Immunol 2008;38(4):1058-64.

43. Daridon C, Devauchelle V, Hutin P, Le Berre R, Martins-Carvalho C, Bendaoud B et al.
Aberrant expression of BAFF by B lymphocytes infiltrating the salivary glands of patients
with primary Sjogren's syndrome. Arthritis Rheum. 2007;56(4):1134-44.

44, Lavie F, Miceli-Richard C, Ittah M, Sellam J, Gottenberg JE, Mariette X. B-cell activating
factor of the tumour necrosis factor family expression in blood monocytes and T cells from
patients with primary Sjogren's syndrome. Scand J Immunol. 2008;67(2):185-92.

45. Do RK, Hatada E, Lee H, Tourigny MR, Hilbert D, Chen-Kiang S. Attenuation of
apoptosis underlies B lymphocyte stimulator enhancement of humoral immune response. J
Exp Med. 2000;197(7):953-64.

46. Groom J, Kalled SL, Cutler AH, Olson C, Woodcock SA, Schneider P et al. Association
of BAFF/BLyS overexpression and altered B cell differentiation with Sjogren's syndrome. J
Clin Invest 2002;109(1):59-68.

47. Allen CD, Ansel KM, Low C, Lesley R, Tamamura H, Fujii N et al. Germinal center dark
and light zone organization is mediated by CXCR4 and CXCR5. Nat Immunol.
2004;5(9):943-52.

91



48. Kramer JM, Klimatcheva E, Rothstein TL. CXCL13 is elevated in Sjogren's syndrome in
mice and humans and is implicated in disease pathogenesis. J Leukoc Biol. 2013;94(5):1079-
89.

49. Muramatsu M, Kinoshita K, Fagarasan S, Yamada S, Shinkai Y, Honjo T. Class switch
recombination and hypermutation require activation-induced cytidine deaminase (AID), a
potential RNA editing enzyme. Cell 2000;102(5):553-63.

50. Bombardieri M, Barone F, Humby F, Kelly S, McGurk M, Morgan P et al. Activation-
induced cytidine deaminase expression in follicular dendritic cell networks and interfollicular
large B cells supports functionality of ectopic lymphoid neogenesis in autoimmune
sialoadenitis and MALT lymphoma in Sjogren's syndrome. J Immunol. 2007;179(7):4929-38.
51. Salomonsson S, Jonsson M, Skarstein K, Brokstad K, Hjelmstrom P, Wahren-Herlenius
M et al. Cellular basis of ectopic germinal center formation and autoantibody production in
the target organ of patients with Sjogren's syndrome. Arthritis Rheum. 2003;48:3187-201.

52. Kyriakidis NC, Kapsogeorgou EK, Tzioufas AG. A comprehensive review of
autoantibodies in primary Sjogren's syndrome: -clinical phenotypes and regulatory
mechanisms. J Autoimmun 2014;51:67-74.

53. Saxena R, Mahajan T, Mohan C. Lupus nephritis: current update. Arthritis Res Ther.
2011;13(5):240

54. Mohan C, Putterman C. Genetics and pathogenesis of systemic lupus erythematosus and
lupus nephritis. Nat Rev Nephrol. 2015;11(6):329-41.

55. Niewold TB, Kelly JA, Flesch MH, Espinoza LR, Harley JB, Crow MK. Association of
the IRF5 risk haplotype with high serum interferon-alpha activity in systemic lupus
erythematosus patients. Arthritis Rheum 2008;58(8):2481-7.

56. Fu Q, Zhao J, Qian X, Wong JL, Kaufman KM, Yu CY et al. Association of a functional
IRF7 variant with systemic lupus erythematosus. Arthritis Rheum 2011;63(3):749-54.

57. Caster DJ, Korte EA, Nanda SK, McLeish KR, Oliver RK, G'sell RT et al. ABIN1
dysfunction as a genetic basis for lupus nephritis. J Am Soc Nephrol. 2013;24(11):1743-54
58. Bates JS, Lessard CJ, Leon JM, Nguyen T, Battiest LJ, Rodgers J et al. Meta-analysis and
imputation identifies a 109 kb risk haplotype spanning TNFAIP3 associated with lupus
nephritis and hematologic manifestations. Genes Immun. 2009;10(5):470-7.

59. Karassa FB, Trikalinos TA, loannidis JP, investigators. FgR-Sm-a. The Fc gamma RIIIA-
F158 allele is a risk factor for the development of lupus nephritis: a meta-analysis. Kidney Int.
2003;63(4):1475-82.

92



60. Floto RA, Clatworthy MR, Heilbronn KR, Rosner DR, MacAry PA, Rankin A et al. Loss
of function of a lupus-associated FcgammaRIIb polymorphism through exclusion from lipid
rafts. Nat Med 2005;11(10):1056-8.

61. Ghodke-Puranik Y, Niewold TB. Immunogenetics of systemic lupus erythematosus: A
comprehensive review. J Autoimmun 2015;64:125-36.

62. Leffler J, Bengtsson AA, Blom AM. The complement system in systemic lupus
erythematosus: an update. Ann Rheum Dis. 2014;73(9):1601-6.

63. Marto N, Bertolaccini ML, Calabuig E, Hughes GR, Khamashta MA. Anti-C1q antibodies
in nephritis: correlation between titres and renal disease activity and positive predictive value
in systemic lupus erythematosus. Ann Rheum Dis 2005;64(3):444-8.

64. Casciola-Rosen LA, Anhalt G, Rosen A. Autoantigens targeted in systemic lupus
erythematosus are clustered in two populations of surface structures on apoptotic
keratinocytes. J Exp Med. 1994;179(4):1317-30.

65. Rekvig OP, Van der Vlag J. The pathogenesis and diagnosis of systemic lupus
erythematosus: still not resolved. Semin Immunopathol 2014;36(3):301-11.

66. Hedberg A, Mortensen ES, Rekvig OP. Chromatin as a target antigen in human and
murine lupus nephritis. Arthritis Res Ther. 2011;13(2):214.

67. Garcia-Romo GS, Caielli S, Vega B, Connolly J, Allantaz F, Xu Z et al. Netting
neutrophils are major inducers of type | IFN production in pediatric systemic lupus
erythematosus. Sci Transl Med 2011;3(73):73ra20.

68. Hakkim A, Fiirnrohr BG, Amann K, Laube B, Abed UA, Brinkmann V et al. Impairment
of neutrophil extracellular trap degradation is associated with lupus nephritis. Proc Natl Acad
Sci U S A. 2010;107(21):9813-8.

69. Urbonaviciute V, Flirnrohr BG, Meister S, Munoz L, Heyder P, De Marchis F et al.
Induction of inflammatory and immune responses by HMGB1-nucleosome complexes:
implications for the pathogenesis of SLE. J Exp Med. 2008;205(13):3007-18.

70. Fransen JH, Hilbrands LB, Jacobs CW, Adema GJ, Berden JH, Van der Vlag J. Both early
and late apoptotic blebs are taken up by DC and induce IL-6 production. Autoimmunity
2009;42(4):325-7.

71. Ding H, Wang L, Wu X, Yan J, He Y, Ni B et al. Blockade of B-cell-activating factor
suppresses lupus-like syndrome in autoimmune BXSB mice. J Cell Mol Med
2010;14(6B):1717-25.

93



72. Chu VT, Enghard P, Schiirer S, Steinhauser G, Rudolph B, Riemekasten G et al. Systemic
activation of the immune system induces aberrant BAFF and APRIL expression in B cells in
patients with systemic lupus erythematosus. Arthritis Rheum. 2009;60(7):2083-93.

73. Chang A, Henderson SG, Brandt D, Liu N, Guttikonda R, Hsieh C et al. In situ B cell-
mediated immune responses and tubulointerstitial inflammation in human lupus nephritis. J
Immunol. 2011;186(3):1849-60.

74. Neusser MA, Lindenmeyer MT, Edenhofer I, Gaiser S, Kretzler M, Regele H et al.
Intrarenal production of B-cell survival factors in human lupus nephritis. Mod Pathol
2011;24(1):98-107.

75. Bijl M, Reefman E, Horst G, Limburg PC, Kallenberg CG. Reduced uptake of apoptotic
cells by macrophages in systemic lupus erythematosus: correlates with decreased serum levels
of complement. Ann Rheum Dis 2006;65(1):57-63.

76. Navratil JS, Korb LC, Ahearn JM. Systemic lupus erythematosus and complement
deficiency: clues to a novel role for the classical complement pathway in the maintenance of
immune tolerance. Immunopharmacology 1999;42(1-3):47-52.

77. Schaerli P, Willimann K, Lang AB, Lipp M, Loetscher P, Moser B. CXC chemokine
receptor 5 expression defines follicular homing T cells with B cell helper function. J Exp
Med. 2000;192:1553-62.

78. Nurieva R, Chung Y, Hwang D, Yang X, Kang H, Ma L et al. Generation of T follicular
helper cells is mediated by interleukin-21 but independent of T helper 1, 2, or 17 cell lineages.
. Immunity. 2008;29:138-49.

79. Chtanova T, Tangye SG, Newton R, Frank N, Hodge MR, Rolph MS et al. T follicular
helper cells express a distinctive transcriptional profile, reflecting their role as non-Th1/Th2
effector cells that provide help for B cells. J Immunol. 2004;173(1):68-78.

80. Lu KT, Kanno Y, Cannons JL, Handon R, Bible P, Elkahloun AG et al. Functional and
Epigenetic Analyses of In Vitro-generated and In Vivo-derived Interleukin-21-Producing
Follicular T helper-like cells. Immunity 2011;35 (4):622-32.

81. Lithje K, Kallies A, Shimohakamada Y, Belz G, Light A, Tarlinton D et al. The
development and fate of follicular helper T cells defined by an IL-21 reporter mouse. Nat
Immunol. 2012;13:491-8.

82. Zaretsky A, Taylor J, King I, Marshall F, Mohrs M, Pearce E. T follicular helper cells
differentiate from Th2 cells in response to helminth antigens. J Exp Med. 2009;206:991-9.

94



83. Chung Y, Tanaka S, Chu F, Nurieva R, Martinez G, Rawal S et al. Follicular regulatory T
cells expressing Foxp3 and Bcl-6 suppress germinal center reactions. Nat Med. 2011;17:983-
8.

84. Johnston R, Poholek A, DiToro D, Yusuf I, Eto D, Barnett B et al. Bcl6 and Blimp-1 are
reciprocal and antagonistic regulators of T follicular helper cell differentiation. Science.
2009;325:1006-10.

85. Yu D, Rao S, Tsai L, Lee S, He Y, Sutcliffe E et al. The transcriptional repressor Bcl-6
directs T follicular helper cell lineage commitment. Immunity. 2009;31:457-68.

86. Ye BH, Lista F, Lo Coco F, Knowles DM, Offit K, Chaganti RS et al. Alterations of a
zinc finger-encoding gene, BCL-6, in diffuse large-cell lymphoma. Science. 1993;262:747-
50.

87. Ye B, Cattoretti G, Shen Q, Zhang J, Hawe N, de Waard R et al. The BCL-6 proto-
oncogene controls germinal-centre formation and Th2-type inflammation. Nat Genet.
1997;16:161-70.

88. Nurieva R, Chung Y, Martinez G, Yang X, Tanaka S, Matskevitch T et al. Bcl6 mediates
the development of T follicular helper cells. Science. 2009;325:1001-5.

89. Hiramatsu Y, Suto A, Kashiwakuma D, Kanari H, Kagami S, lkeda K et al. c-Maf
activates the promoter and enhancer of the IL-21 gene, and TGF-beta inhibits c-Maf-induced
IL-21 production in CD4+ T cells. J Leukoc Biol. 2010;87:703-12.

90. Ma C, Avery D, Chan A, Batten M, Bustamante J, Boisson-Dupuis S et al. Functional
STATS3 deficiency compromises the generation of human T follicular helper cells. Blood.
2012;119(17):3997-4008.

91. Schmitt N, Morita R, Bourdery L, Bentebibel S, Zurawski S, Banchereau J et al. Human
dendritic cells induce the differentiation of interleukin-21-producing T follicular helper-like
cells through interleukin-12. Immunity. 2009;31:158-69.

92. Diehl S, Schmidlin H, Nagasawa M, Blom B, Spits H. IL-6 Triggers IL-21 production by
human CDA4(+) T cells to drive STAT3-dependent plasma cell differentiation in B cells.
Immunol Cell Biol. 2012;90(8):802-11.

93. Batten M, Ramamoorthi N, Kljavin N, Ma C, Cox J, Dengler H et al. IL-27 supports
germinal center function by enhancing IL-21 production and the function of T follicular
helper cells. J Exp Med. 2010;207:2895-906.

94. Kroenke M, Eto D, Locci M, Cho M, Davidson T, Haddad E et al. Bcl6 and Maf
cooperate to instruct human follicular helper CD4 T cell differentiation. J Immunol
2012;188(8):3734-44.

95



95. Eto D, Lao C, DiToro D, Barnett B, Escobar T, Kageyama R et al. IL-21 and IL-6 are
critical for different aspects of B cell immunity and redundantly induce optimal follicular
helper CD4 T cell (Tfh) differentiation. PLoS One. 2011;6:e17739.

96. Ise W, Kohyama M, Schraml BU, Zhang T, Schwer B, Basu U et al. The transcription
factor BATF controls the global regulators of class-switch recombination in both B cells and
T cells. Nat Immunol. 2011;6:536-43.

97. Johnston R, Choi Y, Diamond J, Yang J, Crotty S. STAT5 is a potent negative regulator
of TFH cell differentiation. J Exp Med. 2012;209:243-50.

98. Nurieva RI, Podd A, Chen Y, Alekseev AM, Yu M, Qi X et al. STATS5 protein negatively
regulates T follicular helper (Tfh) cell generation and function. J Biol Chem.
2012;287:11234-9.

99. Vogelzang A, McGuire H, Yu D, Sprent J, Mackay C, King C. A fundamental role for
interleukin-21 in the generation of T follicular helper cells. Immunity. 2008;29:127-37.

100. Kim CH, Rott LS, Clark-Lewis I, Campbell DJ, Wu LC, Butcher E. Subspecialization of
CXCR5+ T cells: B helper activity is focused in a germinal center-localized subset of
CXCR5+ T cells. J Exp Med. 2001;193:1373-81.

101. Hardtke S, Ohl L, Forster R. Balanced expression of CXCR5 and CCR7 on follicular T
helper cells determines their transient positioning to lymph node follicles and is essential for
efficient B-cell help. Blood. 2005;106:1924-31.

102. Arnold CN, Campbell DJ, Lipp M, Butcher EC. The germinal center response is
impaired in the absence of T cell-expressed CXCR5. Eur J Immunol 2007;37:100-9.

103. Crotty S. Follicular Helper CD4 T Cells (TFH). Annu Rev Immunol. 2011;29:621-63.
104. Chen M, Guo Z, Ju W, Ryffel B, He X, Zheng SG. The development and function of
follicular helper T cells in immune responses. Cell Mol Immunol. 2012;9(5):375-9.

105. Cannons JL, Qi H, Lu KT, Dutta M, Gomez-Rodriguez J, Cheng J et al. Optimal
germinal center responses require a multistage T cell:B cell adhesion process involving
integrins, SLAM-associated protein, and CD84. Immunity. 2010;32:253-65.

106. Basso K, Dalla-Favera R. Germinal centres and B cell lymphomagenesis. Nat Rev
Immunol. 2015;15(3):172-84.

107. Dominguez-Sola D, Victora GD, Ying CY, Phan RT, Saito M, Nussenzweig MC et al.
The proto-oncogene MYC is required for selection in the germinal center and cyclic reentry.
Nat Immunol 2012;13(11):1083-91.

108. De Silva NS, Simonetti G, Heise N, Klein U. The diverse roles of IRF4 in late germinal
center B-cell differentiation. Immunol Rev. 2012;247:73-92.

96



109. Tsai LM, Yu D. Follicular helper T-cell memory: establishing new frontiers during
antibody response. Immunol Cell Biol. 2014;92(1):57-63.

110. Breitfeld D, Ohl L, Kremmer E, Ellwart J, Sallusto F, Lipp M et al. Follicular B helper T
cells express CXC chemokine receptor 5, localize to B cell follicles, and support
immunoglobulin production. J Exp Med. 2000;192:1545-52.

111. Schmitt N, Bentebibel SE, Ueno H. Phenotype and functions of memory Tfh cells in
human blood. Trends Immunol. 2014;35(9):436-42.

112. He J, Tsai LM, Leong YA, Hu X, Ma CS, Chevalier N et al. Circulating precursor
CCR7(lo)PD-1(hi) CXCR5* CD4" T cells indicate Tfh cell activity and promote antibody
responses upon antigen reexposure. Immunity. 2013;39(4):770-81.

113. Morita R, Schmitt N, Bentebibel S, Ranganathan R, Bourdery L, Zurawski G et al.
Human blood CXCR5(+)CD4(+) T cells are counterparts of T follicular cells and contain
specific subsets that differentially support antibody secretion. Immunity. 2011;34:108-21.

114. Hale JS, Youngblood B, Latner DR, Mohammed AU, Ye L, Akondy RS et al. Distinct
memory CD4+ T cells with commitment to T follicular helper- and T helper 1-cell lineages
are generated after acute viral infection. Immunity 2013;38(4):805-17.

115. Jung D, Giallourakis C, Mostoslavsky R, Alt FW. Mechanism and control of V(D)J
recombination at the immunoglobulin heavy chain locus. Annu Rev Immunol. 2006;24:541-
70.

116. Erdei A, Sarmai G, Prechl J. Immunologia. Budapest: Medicina Konyvkiad6 Zrt.; 2012.
117. Melchers F. Checkpoints that control B cell development. J Clin Invest
2015;125(6):2203-10.

118. von Boehmer H, Melchers F. Checkpoints in lymphocyte development and autoimmune
disease. Nat Immunol. 2010;11(1):14-20.

119. LeBien TW, Tedder TF. B lymphocytes: how they develop and function. Blood.
2008;112(5):1570-80.

120. Kalampokis I, Yoshizaki A, Tedder TF. IL-10-producing regulatory B cells (B10 cells)
in autoimmune disease. Arthritis Res Ther. 2013;15(Suppl 1):S1.

121. Browning JL. B cells move to centre stage: novel opportunities for autoimmune disease
treatment. Nat Rev Drug Discov. 2006;5(7):564-76.

122. Kaminski DA, Wei C, Qian Y, Rosenberg AF, Sanz I. Advances in human B cell
phenotypic profiling. Front Immunol 2012;3:302.

123. Blair PA, Norena LY, Flores-Borja F, Rawlings DJ, Isenberg DA, Ehrenstein MR et al.
CD19(+)CD24(hi)CD38(hi) B cells exhibit regulatory capacity in healthy individuals but are

97



functionally impaired in systemic Lupus Erythematosus patients. Immunity. 2010;32(1):129-
40.

124. Miyagaki T, Fujimoto M, Sato S. Regulatory B cells in human inflammatory and
autoimmune diseases: from mouse models to clinical research. Int Immunol.
2015;27(10):495-504.

125. Vitali C, Bombardieri S, Jonsson R, Moutsopoulos H, Alexander E, Carsons S et al.
Classification criteria for Sjogren's syndrome: a revised version of the European criteria
proposed by the American-European Consensus Group. Ann Rheum Dis. 2002;61:554-8.

126. Hochberg MC. Updating the American College of Rheumatology revised criteria for the
classification of systemic lupus erythematosus. Arthritis Rheum 1997;40(9):1725.

127. Petri M, Orbai AM, Alarcon GS, Gordon C, Merrill JT, Fortin PR et al. Derivation and
validation of the Systemic Lupus International Collaborating Clinics classification criteria for
systemic lupus erythematosus. Arthritis Rheum. 2012;64(8):2677-86.

128. Scardina G, Spand G, Carini F, Spicola M, Valenza V, Messina P et al. Diagnostic
evaluation of serial sections of labial salivary gland biopsies in Sjégren's syndrome. Med Oral
Patol Oral Cir Bucal. 2007;12:E565-8.

129. Rodriguez-Bayona B, Ramos-Amaya A, Pérez-Venegas JJ, Rodriguez C, Brieva JA.
Decreased frequency and activated phenotype of blood CD27 IgD IgM B lymphocytes is a
permanent abnormality in systemic lupus erythematosus patients. Arthritis Res Ther
2010;12(3):R108.

130. Corsiero E, Sutcliffe N, Pitzalis C, M. B. Accumulation of Self-Reactive Naive and
Memory B Cell Reveals Sequential Defects in B Cell Tolerance Checkpoints in Sjogren’s
Syndrome. PL0S One. 2014;9(12).

131. Guerrier T, Youinou P, Pers JO, Jamin C. TLR9 drives the development of transitional B
cells towards the marginal zone pathway and promotes autoimmunity. J Autoimmun.
2012;39(3):173-9.

132. Tiller T, Tsuiji M, Yurasov S, Velinzon K, Nussenzweig MC, Wardemann H.
Autoreactivity in human IgG+ memory B cells. Immunity. 2007;26(2):205-13.

133. Hansen A, Odendahl M, Reiter K, Jacobi A, Feist E, Scholze J et al. Diminished
peripheral blood memory B cells and accumulation of memory B cells in the salivary glands
of patients with Sjogren's syndrome. Arthritis Rheum. 2002;46:2160-71.

134. Bohnhorst J, Bjergan MB, Thoen JE, Natvig JB, Thompson KM. Bml-Bm5

classification of peripheral blood B cells reveals circulating germinal center founder cells in

98



healthy individuals and disturbance in the B cell subpopulations in patients with primary
Sjogren's syndrome. J Immunol. 2001;167(7):3610-8.

135. Mietzner B, Tsuiji M, Scheid J, Velinzon K, Tiller T, Abraham K et al. Autoreactive IgG
memory antibodies in patients with systemic lupus erythematosus arise from nonreactive and
polyreactive precursors. Proc Natl Acad Sci U S A. 2008;105(28):9727-32.

136. Yurasov S, Wardemann H, Hammersen J, Tsuiji M, Meffre E, Pascual V et al. Defective
B cell tolerance checkpoints in systemic lupus erythematosus. J Exp Med 2005;201(5):703-
11.

137. Yurasov S, Tiller T, Tsuiji M, Velinzon K, Pascual V, Wardemann H et al. Persistent
expression of autoantibodies in SLE patients in remission. J Exp Med. 2006;203(10):2255-61.
138. Wehr C, Eibel H, Masilamani M, lllges H, Schlesier M, Peter HH et al. A new CD21low
B cell population in the peripheral blood of patients with SLE. Clin Immunol
2004;113(2):161-71.

139. Sims GP, Ettinger R, Shirota Y, Yarboro CH, lllei GG, Lipsky PE. Identification and
characterization of circulating human transitional B cells. Blood. 2005;105(11):4390-8.

140. Dorner T, Jacobi AM, Lee J, Lipsky PE. Abnormalities of B cell subsets in patients with
systemic lupus erythematosus. J Immunol Methods 2011;363(2):187-97.

141. Luu VP, Vazquez MI, Zlotnik A. B cells participate in tolerance and autoimmunity
through cytokine production. Autoimmunity. 2014;47(1):1-12.

142. Odendahl M, Jacobi AM, Hansen A, Feist E, Hiepe F, Burmester GR et al. Disturbed
peripheral B lymphocyte homeostasis in systemic lupus erythematosus. J Immunol.
2000;165(10):5970-9.

143. Bohnhorst J, Thoen J, Natvig J, Thompson K. Significantly depressed percentage of
CD27+ (memory) B cells among peripheral blood B cells in patients with primary Sjogren's
syndrome. Scand J Immunol. 2001;54:421-7.

144, Korganow AS, Knapp AM, Nehme-Schuster H, Soulas-Sprauel P, Poindron V, Pasquali
JL et al. Peripheral B cell abnormalities in patients with systemic lupus erythematosus in
quiescent phase: decreased memory B cells and membrane CD19 expression. J Autoimmun.
2010;34(4):426-34.

145. Hansen A, Jacobi A, Pruss A, Kaufmann O, Scholze J, Lipsky P et al. Comparison of
immunoglobulin heavy chain rearrangements between peripheral and glandular B cells in a
patient with primary Sjogren's syndrome. Scand J Immunol. 2003;57:470-9.

146. Bohnhorst J, Bjergan M, Thoen J, Jonsson R, Natvig J, Thompson K. Abnormal B cell

differentiation in primary Sjogren's syndrome results in a depressed percentage of circulating

99



memory B cells and elevated levels of soluble CD27 that correlate with Serum 1gG
concentration. Clin Immunol. 2002;103:79-88.

147. Hansen A, Reiter K, Ziprian T, Jacobi A, Hoffmann A, Gosemann M et al.
Dysregulation of chemokine receptor expression and function by B cells of patients with
primary Sjogren's syndrome. Arthritis Rheum. 2005;52(7):2109-109.

148. Jacobi AM, Reiter K, Mackay M, Aranow C, Hiepe F, Radbruch A et al. Activated
memory B cell subsets correlate with disease activity in systemic lupus erythematosus:
delineation by expression of CD27, 1gD, and CD95. Arthritis Rheum 2008;58(6):1762-73.
149. Wei C, Anolik J, Cappione A, Zheng B, Pugh-Bernard A, Brooks J et al. A new
population of cells lacking expression of CD27 represents a notable component of the B cell
memory compartment in systemic lupus erythematosus. J Immunol 2007;178(10):6624-33.
150. Szyszko EA, Brun JG, Skarstein K, Peck AB, Jonsson R, Brokstad KA. Phenotypic
diversity of peripheral blood plasma cells in primary Sjogren's syndrome. Scand J Immunol.
2011;73(1):18-28.

151. Jacobi AM, Odendahl M, Reiter K, Bruns A, Burmester GR, Radbruch A et al.
Correlation between circulating CD27high plasma cells and disease activity in patients with
systemic lupus erythematosus. Arthritis Rheum 2003;48(5):1332-42.

152. Mauri C, Menon M. The expanding family of regulatory B cells. Int Immunol.
2015;27(10):479-86.

153. lwata Y, Matsushita T, Horikawa M, Dilillo DJ, Yanaba K, Venturi GM et al.
Characterization of a rare 1L-10-competent B-cell subset in humans that parallels mouse
regulatory B10 cells. Blood. 2011;117(2):530-41.

154. Flores-Borja F, Bosma A, Ng D, Reddy V, Ehrenstein MR, Isenberg DA et al.
CD19+CD24hiCD38hi B cells maintain regulatory T cells while limiting TH1 and TH17
differentiation. Sci Transl Med 2013;5(173):173ra23.

155. Wang L, Zhao P, Ma L, Shan Y, Jiang Z, Wang J et al. Increased interleukin 21 and
follicular helper T-like cells and reduced interleukin 10+ B cells in patients with new-onset
systemic lupus erythematosus. J Rheumatol. 2014;41(9):1781-92.

156. Yang X, Yang J, Chu Y, Wang J, Guan M, Zhu X et al. T follicular helper cells mediate
expansion of regulatory B cells via IL-21 in Lupus-prone MRL/Ipr mice. PLoS One.
2013;8(4):e62855.

157. Deenick EK, Chan A, Ma CS, Gatto D, Schwartzberg PL, Brink R et al. Follicular helper
T cell differentiation requires continuous antigen presentation that is independent of unique B
cell signaling. Immunity. 2010;33(2):241-53.

100



158. Simpson N, Gatenby P, Wilson A, Malik S, Fulcher D, Tangye S et al. Expansion of
circulating T cells resembling follicular helper T cells is a fixed phenotype that identifies a
subset of severe systemic lupus erythematosus. Arthritis Rheum. 2010;62:234-44.

159. Ma J, Zhu C, Ma B, Tian J, Baidoo S, Mao C et al. Increased frequency of circulating
follicular helper T cells in patients with rheumatoid arthritis. Clin Dev Immunol 2012.

160. Zhu C, Ma J, Liu Y, Tong J, Tian J, Chen J et al. Increased frequency of follicular helper
T cells in patients with autoimmune thyroid disease. J Clin Endocrinol Metab. 2012;97:943-
50.

161. Luo C, Li Y, Liu W, Feng H, Wang H, Huang X et al. Expansion of circulating
counterparts of follicular helper T cells in patients with myasthenia gravis. J Neuroimmunol.
2012;256:55-61.

162. Bauquet A, Jin H, Paterson A, Mitsdoerffer M, Ho |, Sharpe A et al. The costimulatory
molecule ICOS regulates the expression of c-Maf and IL-21 in the development of follicular
T helper cells and TH-17 cells. Nat Immunol. 2009;10:167-75.

163. Linterman MA, Beaton L, Yu D, Ramiscal RR, Srivastava M, Hogan JJ et al. IL-21 acts
directly on B cells to regulate Bcl-6 expression and germinal center responses. J Exp Med
2010;207(2):353-63.

164. Terrier B, Costedoat-Chalumeau N, Garrido M, Geri G, Rosenzwajg M, Musset L et al.
Interleukin 21 correlates with T cell and B cell subset alterations in systemic lupus
erythematosus. J Rheumatol. 2012;39(9):1819-28.

165. Xu H, Liu J, Cui X, Zuo Y, Zhang Z, Li Y et al. Increased frequency of circulating
follicular helper T cells in lupus patients is associated with autoantibody production in a
CD40L-dependent manner. Cell Immunol. 2015;295(1):46-51.

166. Zhang X, Lindwall E, Gauthier C, Lyman J, Spencer N, Alarakhia A et al. Circulating
CXCR5+CD4+helper T cells in systemic lupus erythematosus patients share phenotypic
properties with germinal center follicular helper T cells and promote antibody production.
Lupus 2015;pii: 0961203314567750.

167. Li X, Wu Z, Ding J, Zheng Z, Li X, Chen L et al. Role of the frequency of blood CD4(+)
CXCRS5(+) CCR6(+) T cells in autoimmunity in patients with Sjogren's syndrome. Biochem
Biophys Res Commun. 2012;422(2):238-44.

168. Choi JY, Ho JH, Pasoto SG, Bunin V, Kim ST, Carrasco S et al. Circulating follicular
helper-like T cells in systemic lupus erythematosus: association with disease activity. Arthritis
Rheumatol. 2015;67(4):988-99.

101



169. Le Coz C, Joublin A, Pasquali JL, Korganow AS, Dumortier H, Monneaux F.
Circulating TFH subset distribution is strongly affected in lupus patients with an active
disease. PL0oS One. 2013;8(9):e75319.

170. Ma C, Suryani S, Avery D, Chan A, Nanan R, Santner-Nanan B et al. Early commitment
of naive human CD4(+) T cells to the T follicular helper (T(FH)) cell lineage is induced by
IL-12. Immunol Cell Biol. 2009;87:590-600.

171. Szodoray P, Papp G, Horvath I, Barath S, Sipka S, Nakken B et al. Cells with regulatory
function of the innate and adaptive immune system in primary Sjogren's syndrome. Clin Exp
Immunol. 2009;157:343-9.

172. Szodoray P, Gal I, Barath S, Aleksza M, Horvath I, Gergely P et al. Immunological
alterations in newly diagnosed primary Sjogren's syndrome characterized by skewed
peripheral T-cell subsets and inflammatory cytokines. Scand J Rheumatol. 2008;37:205-12.
173. Rasmussen A, Ice J, Li H, Grundahl K, Kelly J, Radfar L et al. Comparison of the
American-European Consensus Group Sjogren's syndrome classification criteria to newly
proposed American College of Rheumatology criteria in a large, carefully characterised sicca
cohort. Ann Rheum Dis 2013. doi: doi: 10.1136/annrheumdis-2013-203845.

174. Tavoni A, Baldini C, Bencivelli W, Cavazzini L, Covelli M, De Vita S et al. Minor
salivary gland biopsy and Sjogren's syndrome: comparative analysis of biopsies among
different Italian rheumatologic centers. Clin Exp Rheumatol. 2012;30(6):929-33.

175. Larsson A, Bredberg A, Henriksson G, Manthorpe R, Sallmyr A. Immunohistochemistry
of the B-cell component in lower lip salivary glands of Sjogren's syndrome and healthy
subjects. Scand J Immunol 2004;61:98-107.

176. Prochorec-Sobieszek M, Wagner T, Loukas M, Chwalinska-Sadowska H, Olesinska M.
Histopathological and immunohistochemical analysis of lymphoid follicles in labial salivary
glands in primary and secondary Sjogren's syndrome. Med Sci Monit. 2004;10:BR115-21.
177. Christodoulou M, Kapsogeorgou E, Moutsopoulos H. Characteristics of the minor
salivary gland infiltrates in Sjogren's syndrome. J Autoimmun. 2010;34:400-7.

178. Christodoulou M, Kapsogeorgou E, Moutsopoulos N, Moutsopoulos H. Foxp3+ T-
regulatory cells in Sjogren's syndrome: correlation with the grade of the autoimmune lesion
and certain adverse prognostic factors. Am J Pathol 2008;173:1389-96.

179. Katsifis G, Rekka S, Moutsopoulos N, Pillemer S, Wahl S. Systemic and local
interleukin-17 and linked cytokines associated with Sjogren's syndrome immunopathogenesis.
Am J Pathol. 2009;175:1167-77.

102



180. Kang K, Kim H, Kwok S, Ju J, Park K, Sun D et al. Impact of interleukin-21 in the
pathogenesis of primary Sjogren's syndrome: increased serum levels of interleukin-21 and its
expression in the labial salivary glands. Arthritis Res Ther. 2011;13:R179.

181. Maehara T, Moriyama M, Hayashida J, Tanaka A, Shinozaki S, Kubo Y et al. Selective
localization of T helper subsets in labial salivary glands from primary Sjogren's syndrome
patients. Clin Exp Immunol. 2012;169:89-99.

182. Gong Y, Nititham J, Taylor K, Miceli-Richard C, Sordet C, Wachsmann D et al.
Differentiation of follicular helper T cells by salivary gland epithelial cells in primary
Sjogren's syndrome. J Autoimmun. 2014. doi:10.1016/j.jaut.2013.11.003.

183. Qi H, Cannons J, Klauschen F, Schwartzberg P, Germain R. SAP-controlled T-B cell
interactions underlie germinal centre formation. Nature. 2008;455:764-9.

184. Good-Jacobson K, Szumilas C, Chen L, Sharpe A, Tomayko M, Shlomchik M. PD-1
regulates germinal center B cell survival and the formation and affinity of long-lived plasma
cells. Nat Immunol. 2010;11:535-42.

185. Klein U, Dalla-Favera R. Germinal centres: role in B-cell physiology and malignancy.
Nat Rev Immunol. 2008;8:22-33.

186. Guerrier T, Le Pottier L, Devauchelle V, Pers J, Jamin C, Youinou P. Role of Toll-like
receptors in primary Sjogren's syndrome with a special emphasis on B-cell maturation within
exocrine tissues. J Autoimmun. 2012;39:69-76.

187. Le Pottier L, Devauchelle V, Fautrel A, Daridon C, Saraux A, Youinou P et al. Ectopic
germinal centers are rare in Sjogren's syndrome salivary glands and do not exclude
autoreactive B cells. J Immunol. 2009;182:3540-7.

103



VI1.2. A Kenézy Elettudomanyi Konyvtar altal ellenérzott kozlemények jegyzéke

( DEBRECENI EGYETEM [I y ]
Ip) EGYETEMI £ES NEMZETI KONYVTAR DD‘

Nyilvantartési szam:  DEENK/15/2016.PL
Targy: PhD Publikaciés Lista

Jelolt: Szabd Krisztina

Neptun kéd: GJX1AG

Doktori Iskola: Petranyi Gyula Klinikai Immunbiolégiai és Allergolégiai Doktori Iskola
MTMT azonositd: 10043545

A PhD értekezés alapjaul szolgalo kozlemények

1. Papp, G., Gyimesi, E., Szabé, K., Zold, E., Zeher, M.: Increased IL-21 Expression Induces
Granzyme B in Peripheral CD5+ B Cells as a Potential Counter-Regulatory Effect in Primary
Sjogren's Syndrome.

Mediat. Inflamm. 2016, 1-8, 2016.
DOI: http://dx.doi.org/10.1155/2016/4328372
IF:3.236 (2014)

2. Szabé¢, K., Papp, G, Szanté, A, Tarr, T., Zeher, M.: A comprehensive investigation on the
distribution of circulating follicular T helper cells and B cell subsets in primary Sjégren's
syndrome and systemic lupus erythematosus.

Clin. Exp. Immunol. Epub, 2015.
DOI: http://dx.doi.org/10.1111/cei. 12703
IF:3.037 (2014)

3. Szabé¢, K., Papp, G, Dezs6, B., Zeher, M.: The histopathology of labial salivary glands in primary
Sjogren's syndrome: Focusing on follicular helper T cells in the inflammatory infiltrates.
Mediat. Inflamm. 2014, 11 p., 2014.
DOI: hitp://dx.doi.org/10.1155/2014/631787
IF:3.236

4. Szab¢, K., Papp, G, Barath, S., Gyimesi, E., Szanto, A,, Zeher,' M.: Follicular helper T cells may
play an important role in the severity of primary Sjogren's:syndrorie.
Clin. Immunol. 147 (2), 95-104, 2013.
IF:3.992

Tovabbi kozlemények

Cim: 4032 Debrecen, Egyetem tér 1. # Postacim: 4010 Debrecen, Pf. 39. & Tel.: (52) 410-443
E-mail: publikaciok(@]lib.unideb.hu # Honlap: www.lib.unideb.hu

104



(”,f' DEBRECENI EGYETEM [I ; ]
B EGYETEMI £ES NEMZETI KONYVTAR DD(

5. Csillag, A., Kumar, B.V., Szabé, K., Szilasi, M., Papp, Z., Szilasi, M.E., Pazmandi, K., Boldogh, .,
Rajnavolgyi, E., Bécsi, A., LaszI6, F.J.: Exposure to inhomogeneous static magnetic field
beneficially affects allergic inflammation in @ murine model.

J. R. Soc. Interface. 11 (95), 20140097-20140097, 2014.
DOI: http://dx.doi.org/10.1098/rsif.2014.0097
IF:3.917

6. Szab¢ K., Zeher M.: A follicularis T-helper-sejtek jellegzetességei és lehetséges szerepuk az
autoimmun és immunhianyos kérképekben.
Immunol. Szle. 5 (3), 48-55, 2013.

7. Pazmandi, K., Kumar, B.V., Szabé, K., Boldogh, |., Szoér, A., Vereb, G, Veres, A., Lanyi, A,
Rajnavolgyi, E., Bacsi, A.: Ragweed subpollen particles of respirable size activate human
dendritic cells.

PL0S One. 7 (12), €52085, 2012.
DOI: http://dx.doi.org/10.1371/journal. pone.0052085
IF:3.73

A kozl6 folydiratok osszesitett impakt faktora: 21,148
A kozl6 folydiratok dsszesitett impakt faktora (az értekezés alapjaul szolgalé kdézleményekre):
13,501

A DEENK a Jelolt altal az iDEa Tudéstérbe feltoltott adatok bibliogréfiai és tudomanymetriai
ellendrzését a tudomanyos adatbazisok és a Journal Citation Reports Impact Factor lista alapjan

elvégezte.

Debrecen, 2016.01.21.

Cim: 4032 Debrecen, Egyetem tér 1. # Postacim: 4010 Debrecen, Pf. 39. & Tel.: (52) 410-443
E-mail: publikaciok(@]lib.unideb.hu # Honlap: www.lib.unideb.hu

105



VIIl. TARGYSZAVAK

Autoimmun betegségek, follikularis T helper sejt, B sejt alcsoportok, primer Sjogren-

szindroéma, szisztémas lupus erythematosus, autoantitestek, immunkomplexek

KEYWORDS

Autoimmune diseases, follicular T helper cell, B cell subsets, primary Sjogren’s syndrome,

systemic lupus erythematosus, autoantibodies, immune complexes

106



IX. KOSZONETNYILVANITAS

Szeretném halas koszonetemet kifejezni témavezetémnek, Dr. Zeher Margit professzornének,
aki kiemelkedd szakmai tudasaval az elmult évek soran segitette munkdmat, akihez barmikor
fordulhattam segitségért és nélkiilozhetetlen tamogatast nyujtott eredményeim eléréséhez.
Koszonom folyamatos figyelmét, tiirelmét és utmutatiasat, amely biztositotta szakmai

fejlédésem eldremozditasat.

Ko6szonom Dr. Sipka Sandor professzor urnak a szakmai tanacsait, biztatasat és a szellemi
»utravalokat”, melyekkel laboratoriumi munkémat tamogatta. Szeretném koszOnetemet
kifejezni kozeli munkatarsamnak, Dr. Papp Gabornak, aki palydm kezdetén szarnyai alé vett
¢s mindig feltétel nélkiil segitette munkamat. Kiilon koszondom Gébor humorat és

optimizmusat, amely nagymértékben hozzajarult kutatbmunkam sikerességéhez.

Ezaton szeretnék koszonetet mondani Dr. Dezs6é Balazsnak, aki lehet6vé tette szadmomra,
hogy az értekezéshez tartozo kisérleteim egy részét a Pathologiai Intézetben végezhessem, €s
aki szakmai tandcsaival segitette munkdmat. K6szoném Besenyei Maria asszisztensnonek a

szOvettani vizsgalatokban nyujtott lelkes segitségét.

Ko6szonettel tartozom a volt Regiondlis Immunologiai Laboratorium dolgozoéinak, kiilondsen
Dr. Barath Sandornak, aki i1d6t és faradsagot nem kimélve egyengette laboratoriumi
tevékenységemet, akihez barmikor fordulhattam kérdéseimmel ¢€s hasznos tanécsaival
segitette kisérleteim megtervezését. Kiilon koszonom Dr. Gyimesi Editnek, hogy onzetleniil
tamogatta szakmai fejlodésemet. Halaval tartozom az immunlabor tovabbi dolgozoinak, hogy
baratsagos légkort teremtettek és koszondom segitségiiket, melyet a laboratériumban toltott

évek soran nyujtottak.
Végiil, de nem utolsd sorban szeretném megkdszonni csalaidomnak €s paromnak, illetve

barataimnak, akik szeretete, tiirelme ¢&s biztatdsa erdt adott és hozzdjarult céljaim

megvalositasahoz.
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X. FUGGELEK

Az értekezés alapjaul szolgdlo, impakt faktorral rendelkezd sajat publikdciok gylijteménye

108



