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1. IRODALMI ATTEKINTES

1.1 A velesziiletett és adaptiv immunrendszer

Az immunoldgia a biologianak a szervezetben lejatszodo védekez6 folyamatokkal foglalkozo
aga. Az immunrendszer f6 feladata, hogy kiilonbséget tegyen sajat és nem sajat strukturak
kozott, illetve ezekre kiilonbozoképpen reagaljon. Az immunrendszer felismerd,
informaciotovabbito és effektor funkciokat lat el. A sajatnak felismert struktarakat az
immunrendszer megtiri, azaz toleranciaval valaszol ra, az idegenek immunvalaszt valtanak
ki. Utobbi az el6idéz6 agens semlegesitéséhez, eclpusztitasahoz és szervezetbdl valo

eltavolitasahoz vezet (GERGELY Es ERDEI; 2006)

Az adaptiv, mas néven Szerzett immunrendszer a torzsfejlédés folyaman raépiilt a

velesziiletett immunrendszerre. A szervezetbe bejutd patogén el6szor a velesziiletett

rom

immunrendszer elemeivel talalkozik, majd par nappal késébb az adaptiv immunrendszer is
aktivalodik. A velesziiletett immunrendszer sejtes elemei, és humoralis komponensei, a
makrofagok, dentritikus sejtek, természetes 616 sejtek (natural Killer, NK-sejtek),
granulocitak, hizosejtek, valamit a komplementrendszer és az antimikrobialis peptidek

azonnal miikodésbe Iépnek, és a karos anyagokat hatastalanitjak. (1. abra)
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1. Aabra A velesziiletett és adaptivimmunrendszer
és immunvalasz (GERGELY ES ERDEI; 2000)
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Az NK-sejtek az MHC | molekulakat nem, vagy nem megfelelé mennyiségben expresszald
sejteket képesek felismerni, majd elpusztitani. Az NK-sejtek effektor miikodését az MHC |
specifikus gatlo receptor (KIR) és az aktivalo receptor (KAR) egyenstlya hatarozza meg. A
testi sejtek felszinén 1évé o hisztokompatibilitasi komplex | (MHC I)-molekuldk szama
lecsokken virusos fertdzések és tumoros elvaltozasok hatasara. A KIR kapcsolodik az MHC |
molekulahoz, igy nem alakul ki NK-sejt aktivacio. Ha az MHC | molekula szama lecsokken,
KIR kotohelyek szabadulnak fel, igy az nem gatolja a KAR mikodését, és aktivalodnak az
NK-sejtek. (2. abra) Ezek a sejtek a limfocitaknal nagyobb méretiiek, citoplazmajukban tobb
granulum talalhat6. Ezekben a granulumokban 1évé perforin és proteaz anyagok végzik a sejt
eliminalasnanak citotoxikus részét. Ezzel parhuzamosan apoptotikus folyamatok is szerepet

jatszanak a célsejtek elpusztitasaban.
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2. abra Természetes 6lésejt (FAUCI ES MTSAI; 2005)

Az adaptiv immunrendszer sejtjeit foként a csontveloben keletkezé, majd a timuszban fejlodé
T- és a csontvel6ben kialakulo B-sejtek alkotjak. Ezek a sejtek az antigént, antigén felismerd
receptoruk segitségével, antigén-prezentalo sejteken keresztiil (T-sejtek), vagy kozvetleniil
(B-sejtek). ismerik fel. A kiviilrél bejutod antigének jelentds része, fertdzést okozd patogén —
virusok, baktériumok, gombak, protozoonok, férgek-, melyek egyben antigének is. A
korokozot, a szervezetbe jutds helyszinén antigén prezentald sejtek veszik fel, és enzimek
segitségével egy részét lebontjak, majd a megfeleld receptort hordozd T-sejtnek bemutatjak.
Ezek, a molekula egy kis részét, az epitopot ismerik fel. Csak akkor képesek a felismerésre,

ha a bemutatast megelézéen az APC molekula felszinén, az antigén a MHC I-gyel, MHC-
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antigén komplexet képezve jelenik meg. A Th-sejtek MHC II, mig a Tc-sejtek MHC |
molekulaval asszocialt peptidet ismernek csak fel. (3. abra)Csak azok a limfocitak
aktivalodnak a masodlagos nyirokszervekben, melyek felszinén jelen van az adott antigént

felismer6 receptor.(GERGELY ES ERDEI; 2006)

A T-sejtek esetében az antigén felismerd receptor (TCR) szerkezete alapjan két csoportba
sorolhatok a sejtek. Az els6 az a és P lancbol allo, a masodik a y és & lancbol allo heterodimer.
Az o és B TCR-t hordozo sejtek, a felszini marker szerint tovabbi két alcsoportra bonthatok. A
CD4+ segit6 (helper, Th) és a CD8+ citotoxikus T-sejtek (Tc). A Tc-sejtek a cellularis

immunvalasz sordn a korokozok kozvetlen elpusztitasara képesek.

A Th-sejtek két alpopulacidja, a Thl és Th2 sejtcsoport eltérd funkciot 1at el a védekezésben.
A Thl-sejtek elsdsorban a makrofagokat aktivald, gyulladasi és citotoxikus folyamatokban
szerepet jatsz6 limfokineket termelnek, példaul IL-2, IFN-y, TNF-a. Ezek foként az
intracellularis korokozok ellen védenek. A Th2-sejtek az IL-4, 5, 6, 10 limfokinek
termelésével aktivaljak a B-limfocitakat, és ellenanyag termeld sejtté vald alakulasaban
jatszanak szerepet, a humorélis immunvalaszt segitik. Igy féként az extracellularis korokozok

elleni védelemben hatékony. (ERDEI ES MTSAI; 2012)

A Thl és Th2 sejtektdl elkiiloniilé csoportot alkotnak a Thl7 és a follikularis Th-sejtek (TF)
valamint a regulatorikus T-sejtek. Elobbi az IL-17 citokin termelésével gatolja az IFN-y
jelatvitelt, igy fokozza a korokozok fejlodését és stlyosbithatja az autoimmunitast.
(HARRINGTON Es MTSAI; 2005) A TFH sejtek nagymennyiségben termelik az IL-21 citokint,
feladatuk a memoria B-sejtek és plazmasejtek differencialodasanak elésegitése (FAZILLEAU ES
MTSAI; 2009) (BARNETT ES MTSAI; 2014) Az adaptiv immunrendszer mikodését a

regulatorikus T-sejtek szabalyozzak. (ERDEI ES MTSAI; 2012)

A T-sejtek egy szubpopulacidjat alkotjak a természetes 616 T-sejtek (NKT-sejtek). Ezek
kiilonlegessége, hogy felszinliikon hordozzak a T-sejtekre jellemzé o és B TCR-t, és
expresszaljak a tipikusan NK-sejtekre jellemz6 felszini molekulakat, mint példaul az NK1-et.
Az NKT-sejtek két csoportja, az invarians TCR receptort hordozé (INKT/ I-es tipusa NKT-
sejtek) és a varians TCR-t hordozd, I1-es tipusi NKT-sejtek. EI6bbi receptora kiilonbozik a T-
sejtek altal ismert, o és B lanct T-sejt receptortol. A glikolipid természet(i antigén bemutatas
egy az MHC molekulahoz hasonld, CD1d nevezetli molekula altal torténik. Ezutan indul meg
a Thl és Th2 citokinek termelése, mely a naiv T-sejtek differenciaci6jara van hatassal.

(KUMAR ES MTSAI;, 2014) Az NKT-sejt 0sszekotd funkcioji az adaptiv és természetes



immunrendszer kozott. (VOMHOF-DEKREY ES MTSAI; 2014) Foként tumorok kialakulasnal,

autoimmun betegségeknél, allergias reakcioknal jatszik szerepet. (3. abra)
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3. abra A helper, a citotoxikus T-sejt és az NKT-sejt antigén
felismerése (JILL ADAMS; 2005)

1.2 Immunolégiai tolerancia

Az immunrendszer sejtjeinek érése soran, a mikrokornyezeti antigének hatdsira a sajat
struktarak nagy részével szemben tolerancia alakul ki. Bizonyos genetikai hibak, vagy az
immunrendszer szabalyzasanak kisiklasa eldidézheti koros folyamatok kialakulasat. Ez

torténik az autoimmun betegségek és allergias reakcid soran.

A tolerancia két fajtaja kiilonboztethetd meg, ezek a centralis és a periférialis tolerancia. A
centralis tolerancia a kdzponti nyirokszervekben alakul ki; a T- és B-sejtek érése soran, a sajat
strukturat felismer6 receptorokkal rendelkez6 T- és B-sejtek nagy része eliminalodik, mivel a
receptornak megfeleld antigén nem, vagy csak kis mennyiségben talalhatd meg a
mikrokornyezetben. A T-sejt tolerancia soran a timuszban éré6 T-sejtek koziil csak azok
maradnak életben, melyek a sajat MHC —molekulat képesek felismerni. Ezt nevezik pozitiv
szelekcidnak. A negativ szelekcio soran pedig a sajat struktirat kotni képes T-sejtek
szelektalodnak ki. A sajat struktirat megkotni képes T-és B-sejtek egy része tuléli ezt a
folyamatot, és kijuthat a perifériara. Amennyiben itt sem talalkozik a megfelel$ antigénnel,

rovid idén beliil elpusztul. Ha azonban talalkozik olyan antigénnel, mely aktivalni képes az



autoreaktiv sejteket, a limfocita anergiaval valaszol. Ezen folyamatok vezetnek a periférias

tolerancia kialakulasahoz. (GERGELY ES ERDEI; 2006)

A klonalis delécid soran, az autoantigének hatasara, az autoreaktiv B- és T -—sejtek
apoptozissal elpusztulnak, az anergia soran a T- és B-sejtek autoantigén hatasara inaktiv
allapotba keriilnek, a szupresszios folyamatokban a regulatorikus T-sejtek jatszanak jelentds
szerepet. Ezek a sejtek az 1L10 és TGF-B citokinek termelésével gatoljak a T-sejtek

proliferaciojat. (ABUL K. ABBAS ES MTSAI; 2012)

1.3 Autoimmunitas, autoimmun betegségek

A jol szabalyozott autoreaktivitas nem jelent veszélyt a szervezetre. Autoreaktiv T- és B-
sejtek, autoantitestek illetve rovid ideig tartd autoimmunfolyamatok az egészséges
szervezetben is kimutathatok, ezt nevezziik fiziologias autoimmunitasnak. Az autoimmun
betegségekre a szervezet sajat struktarait pusztito kronikus gyulladas jellemz6. A karositd
folyamatok célpontja a szervezet szinte barmely szerve, szovete lehet. Ennek els6
jellegzetessége a szovetspecifikus autoantigének elleni antitestek és a T-sejtek képzodése. Ha
a betegség csak bizonyos szervet érint, akkor szerv specifikus, ha az egész szervezetet érinti,
akkor szisztémas autoimmun betegségrdol beszéliink. A szisztémas autoimmun betegségek

soran tobb szerv sejtjeire jellemzo autoantitestek jelennek meg. (GERGELY Es ERDEI; 2006)

Az autoimmun betegségek kivalté oka nem teljesen ismert, és nem vezetheté vissza egyetlen
tényezore. Szerepet jatszanak genetikai, valamint kornyezetei tényezok. Altalaban tobb gén
miik6dési zavaraval fligg 6ssze a betegség kialakulasa, de kiemelt szerepe van az MHC altal
kodolt géneknek. Legszorosabb osszefliggést az MHC |1 osztalyba tartozo allélokkal mutattak
ki, de az MHC | osztalyba tartozokkal is van osszefliggés. Az MHC haplotipus ¢ldsegiti a
megfeleld epitopok bemutatasat igy novelve a T-sejt aktivaciot. Az is lehetséges, hogy a
timuszban nem megfeleld a sajat peptidek prezentacioja, igy novekszik az agressziv T-sejtek

szama, ¢és csokken a regulatorikus T-sejtek szama.

A fent emlitett okokon kiviil fert6zések is szerepet jatszhatnak a betegségek kialakulasaban.
Ennek tobb féle oka lehet, példaul bizonyos koérokozok epitop mintazata megegyezhet az
autoantigénekével, illetve a korokozok altal kivaltott gyulladasos folyamat noveli az APC
felszinén jelen 1év6 kostimulacios molekuldk szamat, igy nagy mennyiségii T-Sejtet aktival,

ezzel novelve az autoreaktiv T-sejt aktivacio esélyét.



Az autoimmun folyamatok beinditasanal a T-sejteknek kiilonosen fontos szerepe van. A
tulzott mértékii Th aktivacio, nagy mennyiségii ellenanyag termelddéssel jar, mely karositja a

kornyez6 szoveteket. (ERDEI ES MTSAI; 2012)

A szisztémas autoimmun korképek patomechanizmusa valtozatos, de a kezdeti tiinetek igen
hasonloak. Leggyakrabban kozépkora ndket érint. A kotdszoveti betegségek kozott
népbetegségek is talalhatok. Ezek legfobb tiinetei a gyulladasos bértiinetek, Raynaud-
jelenség, az ismétlodo serositisek. A betegségek folyamatos vagy idészakos gyulladasos
jelenségekkel jarnak. Szisztémas autoimmun betegség gyantja meriil fel, tobb iziiletet
szimmetrikusan érinté gyulladas esetén, foként, ha a kéz kisiziiletei is érintettek. Ezen kiviil a
betegség jelenlétére utalo tiinetek a Raynaud-jelenség, a siccatiinetek (Szem és szajszarazsag),
fehérje vizelés, gyulladasos borjelenségek, szimmetrikus izomfajdalom vagy gyengeség, és az

antifoszfolipid szindroma. (DR. CZIRJAK LASzLO; 2006)
1.4 A szisztémas sclerosis (SSc)

A szisztémas sclerosis (SSc), a szisztémas autoimmun betegségek egyike, mely
leggyakrabban a negyven éves kor feletti néket érinti. Nevét legjellemzobb tiinetérdl, a
bérmegvastagodasrol kapta, de gyakorlatilag minden szervet érint. Kialakulasaban szerepet
jatszhatnak genetikai eltérések, valamint kornyezeti tényezOk, mint példaul egyes
gyogyszerek és vegyi anyagok. Két formaja, a diffuz (dc) és a limitalt (Ic) SSc eltér egymastol
a klinikai tiinetek megnyilvanulasaban és a prognoézisban. A diffaz forma joval sulyosabb
lefolyasu, ennek a legmagasabb a mortalitasi és mobilitasi rataja. (FRECH ES MTSAI; 2013)

(DR. CZIRJAK LASzZLO; 2006)

A korkép el6terében a fibroblasztsejtek fokozott proliferacidja, a megnovekedett kollagén
illetve intercellularis matrix szintézis allnak. A betegség bOr és bizonyos belsé szervek
fibrozisaval ¢és késéi atrofiajaval, valamint obliterativ vaszkulopatiaval jellemezhetd.
(ZIMMERMANN ES MTSAI; 2013) Elsodleges jelenségek az ismeretlen eredetii vaszkularis
endothelialis 1ézio, kapillaris szam redukcio, és orias kapillarisok kialakulasa. A kisartériak
morfologiai karosodasa érinthetik a vese és arteria pulmonaris teriiletét. (DEMIR ES MTSAI;
2014) Az SSc érintheti a bért, mozgasszerv rendszert, a gasztrointesztinalis rendszert, a tiidét,

szivet, és akar a periférias, ritkan a kdzponti idegrendszert is. (PARKS ES MTSAI; 2013)

A bor és mozgasszervi tiineteknél leggyakoribbak az ujjak borének megvastagodasa, mely
jelen lehet az akralis részeken, leggyakrabban perioralisan, a fiilleken és orron. A torzs

borének érintettsége sulyosabb dcSSc-re utalhat. Gyakori tiinet az ujjbegy fekély, és a mar



korabban emlitett Raynaud-jelenség. (XU ES MTSAI; 2013) A gasztrointesztinalis rendszert
érintd tiinetek koziil a betegek 1/3-at érinti a csokkent nyal- és konnytermelés. A nyel6csd
manifesztacid gyakran reflux oesophagitis kialakulasahoz vezet. A gyomor és vékonybél
érintettség  sulyosabb esetben bels6 vérzést okoz. A haldlozasi okok kozott a
tidomanifesztacio a leglényegesebb, legtobb esetben tiidofibrozis tarsul a korképhez. Ez
domindldéan a tiid6 bazalis részein kezdddik, csokkent diffizids kapacitas és vitalkapacitas
jellemz6 a betegekre. Az IcScc csoportban el6fordul pulmonalis hypertonia. A kardialis
érintettség is igen gyakori, ennek kovetkezményeként ingervezetési-ingerképzési zavarok
lépnek fel. (NTUSI £ES MTSAI; 2014) Els6sorban a bal kamra diasztolés funkcioja karosodik. A

vese érintettsége altalaban a korai dcSSc-re jellemzd. (DR. CZIRJIAK LASZLO; 2006)

A humoralis immunvalasz eltérései koziil a leggyakoribb az antinuklearis antitestek
eléfordulasa 80-95%-0s. Az Scl-70 antigén elleni autoantitest a DNS topoizomeraz 1. ellen
iranyul, és a sulyosabb klinikai tiinetekkel jaré dcSSc-re jellemzd, a kutatasok szerint jelenléte
Osszefliggésbe hozhat6 a tiidéfibrozissal. (SUIAU Es MTSAI; 2014) Az anti-RNS polimeraz |-
[11. és antifibrillarin autoantitestek szintén a dc tipusnal vannak jelen. Az 1cSSc-nél az
anticentromer antitestek (ACA) jelenléte figyelheté meg. Eddigi adatok nem tamasztjak ala az

autoantitestek betegség patogenezisében betoltott szerepét. (HEIINEN ES MTSAL; 2013)

Bar tobb kisérlet is iranyult a SSc igen komplex patogenezisének és a betegség
hattérfolyamatainak megismerésére, eddig még nem sikeriilt olyan egységes hipotézist
elfogadni, mely minden szempontbol magyarazza az SSc kialakulasanak, és lefolyasanak
mechanizmusat. Korabbi vizsgalatok arra utalnak, hogy az immunrendszer aktivalédasa egy
kulcsfontossagt inger a fibrozis és a vaszkularis rendellenességek kialakulasaban. Eddig
bizonyitottan harom sejt tipus rendellenes mitkkodése felel6s a betegség klinikai és patologiai
megnyilvanulasaért. A fibroblaszt sejtek, az endothelialis sejtek, és az immunsejtek koziil
foként a T- és B- sejtek funkcionalis eltérése okozza az SSc-re jellemzd tiinet egyiittest,

(JIMENEZ ES MTSAI; 2004)

Az autoantitest termelés mellett a megvaltozott B-sejt funkcido is hozzajarul az SSc
kialakulasahoz. Anti-CD20 monoklonalis antitest terapia hatasossaga is bizonyitja a B-sejtek
szerepének fontossagat a betegség lefolyasaban. A B-sejtek is hozzajarulhatnak a fibrozis
kialakulasahoz. Allatmodellekben igazoltdk, hogy a CD19, B-sejt szignaltranszdukcios

molekula hianya csokkent fibrozist eredményez. (SAKKAS ES MTSAI; 2004)



Borbiopszias mintakban csokkent szamban talaltak NK-sejteket és megnovekedett szamban
talaltak CD4+ Th-sejteket. Ennek megfeleléen megfigyelték a Th2 sejtek altal termelt
citokinek —az IL-4, IL-10, IL-13, és IL-17- megemelkedett mennyiségét a szovetmintakban.
(KUROSAWA ES MTsAI; 2000)

Az SSc 16 fibrogén citokinje az IL-4 és a TGF-B. Az IL-4 fokozza a fibroblasztok kollagén
termelését, illetve a TGF-B szintézisét indukalja az SSc-s betegekben. A TGF-B stimulalja a
fibronektin és a proteoglikanok termelését, és gatolja az extracellularis matrix lebontasat, a
matrix metalloproteinazok (MMP) szintézisének csokkentésével, valamint azaltal, hogy
noveli az MMP szoveti inhibitoranak mennyiségét. A Th2 sejtek IL-4 termelésével
stimulaljak a kollagén szintézist, mig a Thl sejtek IFN-y termelésével gatoljak a kollagén
szintézist. (VALENTINI; 2001) A fent emlitett citokineken kiviil az IL-1, IL-6 ¢és CTGF
(connective tissue growth factor) is megnovekedett mennyiségben talalhatdo az érintett
szovetekben és a szérumban. Az emlitett medidtorok egyiittesen vesznek részt az SSc
patomechanizmusanak kialakitasaban, a fibroblasztok, endothelialis sejtek és makrofagok

mitk6désének befolyasolasaval. (J.-P. ZUBER, F. SPERTINI; 2006)

Periférias vérben torténd vizsgalat soran kimutattak a CD3- és CD56+ NK-sejtek csokkent
mennyiségét. Ezen kiviil az NK-sejtek receptoranak cs6kkent mikodése, foként
tiid6fibrozisos SSc-s betegekben arra utal, hogy a tiinetek megnyilvanulasaban szerepet
jatszik a receptorok csokkent miikodése. (SALIM ES MTSAI; 2013) (PUXEDDU ES MTSAL; 2012)
Ezzel ellentétben egy 2011-es magyar kutatas szerint az NK-sejtek és a Th-sejtek (Th17)
aranya nétt, mig az NKT-, Thl, 1-es tipusa regulatorikus T-sejtek (Trl), és CD4 + CD25 +
regulatorikus T-sejtek aranya csokken a betegekben. (PAPP ES MTSAI; 2011) Tovabbi adatok
alapjan az NK-sejtek aranya a késé stadiumban még tovabb cs6kken. A betegség
sulyossagaval is 6sszefliggést mutat, mivel a stlyosabb dcSSc-ben alacsonyabb NK-sejt arany

figyelhet6 meg, mint az IcSSc-ben. (ERCOLE-LP; 2003)

Szintén betegek periférias vérmintajanak vizsgalata soran irtak le az SSc-ben megemelkedett
CDA4+ T-sejt szamot (BESLIU £S MTSAI; 2011) és CD8+ sejt mennyiséget. (ARTLETT ES MTSAI,
2002) A dcSSc-ben, tiidéfibrozissal és ujjbegy fekéllyel szenvedd betegekben csokkent T-sejt
szamot irtak le. A tlidofibrozisos egyéneknél a CD8+, valamint CD56+ sejtek szama is
csokkent. Funkciojukat tekintve, az effektor sejtek aranya megndtt, mig a naiv és memoria

sejtek aranya csokkent a CD8+ és CD4+ sejteken beliil. Ez a valtozas kiilondsen az ujjbegy
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fekéllyel és tidofibrozissal rendelkezé egyéneknél volt megfigyelhet6. (CARVALHEIRO ES
MTSAI; 2014)

Egerekben végzett kisérletben bizonyitottak, hogy a specifikus glikolipiddel torténé NKT-sejt
aktivacio megvédte a kisérleti allatokat az autoimmun folyamatok kialakulasatol. Ezen kiviil
megfigyelték, hogy az NKT-sejtek mennyiségének csokkenése a betegség stlyosbodasaval
jar, azaz az NKT-sejtek szerepet jatszanak az autoimmunitas elnyomasaban. (WU ES MTSAI;
2009)
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2. CELKITUZESEK

Korabbi tanulmanyok alapjan feltételezhetd az NK-, NKT-, Th- és Tc-sejtek zavaranak
szerepe az SSc-ben. A korabbi vizsgalatok foleg szoveti mintakbol torténtek, periférias vérbol
szarmazo6 eredmények ellentmondasosak, ezért célunk a periférias vérében jelen 1évo T-sejtek,
ezen beliil a Th- és Tc-sejtek, NK- valamint NKT-sejtek aranyanak és mennyiségének
vizsgalata SSc-ben szenvedd betegekben és egészséges egyénekben, illetve az SSc-s betegek

klinikai szempontok szerint kialakitott kiilonb6z6 csoportjaiban.

12



3. ANYAG ES MODSZER

3.1 Sejtfelszini markerek

Az egyes sejtpopulaciok kiilonbozo, glikolipid és glikoprotein természetli sejtfelszini
markereket hordoznak a felsziniikon, melyek hianya vagy jelenléte alapjan azonosithatok.
Ezeknek a molekulaknak az elkiilonitésére, egységes rendszert hoztak Iétre, mely a ,,CD”
(cluster of differentitaion) roviditésbdl és egy szambol all. A CD marker meglétét "+ jelzi,
hianyat pedig ’-’. Harom csoportja kiilonithetd el ezeknek: a sejtvonal, az érési és az
aktivacios CD markerek. Az els6 kizardlag egyes sejt tipusokon jelenik meg (pl. CD3, CD19),
a masodik a sejtek csak egy bizonyos érettségi allapotara jellemz6 (pl. CD10), mig az utolséd
nyugvo sejteken nem, vagy alig expresszalodik, azonban aktivalt sejtek felszinén nagy
mennyiségben fejezddik ki (pl. CD25). (ERDEI ES MTSAI; 2012)

A CD4 molekula, egy 55 kDa tomegti, egyetlen polipeptidlancbol all6 glikoprotein molekula.
Ez 4 extracellularis immunoglobulinszerti doménbdl, egy hidrofob transzmembran szakaszbdl
€s egy erdsen bazikus, de rovid citoplazmatikus részbdl all. A CD4 az MHC 11 molekulahoz
kapcsolodik a Th-sejtek antigén felismerése soran. A CD4 antigén nagy mennyiségben
expresszalddik a Th-sejteken és timocitakon, de alacsonyabb szadmban a monocitakon és

dentritikus sejtek felszinén is megtalalhat6. (GERGELY ES ERDEI; 2006)

A CD8 molekula egy 34 kDa tomegii molekula polipeptidlanc, mely diszulfid hiddal
0sszekapcsolt dimert alkot. Ez lehet CD8 o homodimer, vagy CD8 o/f heterodimer. A Tc-
sejtek szdmara torténd antigén bemutatas soran a CD8 az MHC I molekuldhoz kapcsolodik. A
CD8 antigén nagy mennyiségben expresszalddik a Tc-sejteken €s timocitakon, €és szintén

megtalalhat6 az NK sejtek egy részének felszinén is. (Erdei és mtsai; 2012)

A CD3 antigén 5 kiilonboz6 lancboél all. Ezekbdl harom polipeptidlanc (y, o, €) nem kovalens
kotéssel kapcsolodik egymdashoz. Ehhez kapcsolodik a két E-1acbol allo6 homodimer, vagy egy
& és egy A-lancbol allo heterodimer. Mindhdrom ldnc egy N-terminalis, immunglobulin tipust
extracellularis domént, egy rovid kapcsolédo peptidszakaszt, egy transzmembran illetve egy
citoplazmatikus részt tartalmaz. A TCR-hez tud kapcsolodni, és a szignal transzdukcios
folyamatokért felelés. A CD3 antigén a timocitakon, az érett T-sejtek és NKT-sejtek felszinén
talalhatd. (GERGELY ES ERDEI; 2006)

A CD56 az immunglobulin szupergén csaladba tartozd molekula; 140 kDa tomegii

transzmembran glikoprotein. Az extracellularis részét 5 Ig-szerli domén, és kettd fibronektin
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Il-es tipust domén alkotja. A CD56 antigén az NK és NKT-sejtek felszinén talalhatdo meg.
(ERDEI ES MTSAI; 2012)

Mindezek alapjan az altalunk vizsgalt Th- és Tc-sejtek, NK-sejtek, illetve NKT-sejtek
elkiilonitése lehetséges négy sejtfelszini marker alapjan. Mindharom T-sejt alcsoport felszinén
megtalalhaté6 a CD3 molekula, azonban a CD4 molekula csak a Th-, a CD8 molekula pedig
csak a Tc-sejtek felszinén van jelen. Az NK-sejtek elkiilonitése a CD56 molekulaval
lehetséges. (GERGELY ES ERDEI; 2006) (1. tablazat)

1. tablazat: Kiilonb6z6 sejt tipusok elkiilonitése sejtfelszini marker alapjan

sejt tipus sejtfelszini marker
NKT-sejt CD3, CD56
NK-sejt CD56
citotoxikus T-sejt CD3, CDS8,
helper T-sejt CD3, CD4,
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3.2 Antitestek

A felsorolt sejtfelszini molekulak, antigén tulajdonsaguak, igy a kiilonb6zé sejtpopulaciok
elkiilonitését a sejtfelszini molekulakat specifikus felismerd, monoklonalis antitestek teszik
lehetévé. Az antitestekhez kovalensen vannak kdtve olyan aromas gytiriis molekulak, illetve
fehérjék, amelyek bizonyos hullamhosszt fénnyel megvilagitva, szekunder fluoreszcens fényt
bocsatanak ki. Tobb, egyideji jelolés esetén olyan molekulakat kell valasztani, melyek
emisszios hullaimhossza nem fed at, igy lesz lehetdségiink a kiilonb6z6 tipust sejteket
egyidejlileg detektalasara. Az altalunk hasznalt antitestek az anti-CD4-FITC, anti-CD3-PE,
anti-CD56-PE-Cy5, és az anti-CD8-APC. (2. tablazat) A kisérlet soran az antitestekkel
tortént jelolést kovetden a sejteket aramlasi citométer segitségével analizaltuk. (PALINKAS ES
MTSAI; 2005)

3.3 Protokoll, jelolés menete

26 beteg és 14 egészséges egyén periférias vérmintajaval végeztiink sejtfelszini jelolést, majd

vizsgaltuk aramlasi citométerrel a sejteket.

A sejtek jelolését protokoll szerint végeztiik. (Current protocols in immonology, Volume 5,

JOHN E. COLIGEN ES MTSAI, 2009)
1. Antitest és minta bemérése

Mintanként két jelolé csében végeztiik a kisérletet. Az els6be nem tettiink antitestet, mivel ez
autofluoreszcens kontrollként szolgal az aramlasi citométerrel torténé mérés soran. A masik
cs6be automatapipettaval bemértiink 2,5ul anti-CD4-FITC antitestet, 10ul anti-CD3-PE
antitestet, 10 ul anti-CD56-PE-Cy5 antitestet és 10 ul anti-CD8-APC antitestet. Ezutan
mindkét jelol csébe bemértiink 5 pl-t a vizsgalni kivant alvadasgatolt human vérmintabol.
Ennél a két 1épésnél fontos, hogy a vér illetve az antitest ne keriiljon a cs6 falara, mert akkor
az antitestek nem tudnak a sejtek felszinéhez kotddni, és ez téves eredményhez vezet a mérés

soran.
2. Inkubdlas

Miutan a vért és az antitesteket is bemértiikk a csovekbe, vortex-el 6sszekevertiik, majd
sotétben 30 percig inkubaltuk. Az inkubalast mindig sotétben kell végezni, mivel a fluorofor
anyagok, amelyekkel az antitestek vannak jelolve fényérzékenyek. Az inkubalasi id6 betartasa

fontos, hogy az antitestnek legyen ideje specifikus kotést kialakitani a megfelel6 antigénnel.
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3. Lizdlas
FACS lizis puffert, az eléirt moédon tizszeresére higitottuk, és mindkét csére 1 ml-t mértiink.
4. Inkubdlas

Ovatosan Osszeraztuk, majd sotétben 10 percig inkubaltuk a csoveket. A lizis puffer 15%
formaldehidet és 50% dietilén-glikolt tartalmaz, megy gyenge hipotonias kozeget teremtve

bomlasztja a vorosvértesteket. Ekdzben a fehérvérsejteket nem karositja.
5. Mosas

Kovetkez6 1épésként 2 ml PBS/BSA/NaNs-val mostuk a mintainkat, majd 5 percig 1000 rpm-
en centrifugaltuk. Ennek soran, kimostuk a nem kotédott antitesteket, az elpusztult
vorosvértesteket, illetve a lizis puffert a mintabol. Centrifugalas kozben a jelolt fehérvérsejtek
leiilepednek a jelolé csovek aljara, a feliiluszoban pedig megtalalhaté, minden eltavolitani

kivant anyag.
6. Fixadlds
A feliiliszot leontottiik, és 350 pl FACSFix-et mértiink a csdvekbe, majd vortexxel

Osszekevertiik a sejteket a fixalo oldattal. A FACSFix 35%-0s formaldehidet és PBS-t

tartalmaz, mely a sejtek felszinéhez kotott antitestek fixalasahoz sziikséges.

7. Mérés aramlasi citométerrel

3.4 Aramlasi citometria

A sejtek detektalasa, aramlasi citométerrel tortént. Az aramlasi citométer egy olyan eljaras,
mely alkalmas kiilonb6z6 sejtcsoportok elkiilonitésére, azok nagysaga és granularitasa
alapjan, valamint egy sejt-szinten tobb hullamhosszon azok fluoreszcens jelének
detektalasara. A késziilék folyadék, optikai, és elektronikus rendszerekbdl épiil fel. A
folyadék rendszerben a sejtszuszpenziét a kopenyfolyadék a kapillarisba aramoltatja. A
kopenyfolyadék koncentrikus korokben veszi koriil a mintafolyadékot, igy hidrodinamikai
fokuszalassal az aramlasi fej kozepére fokuszalja a mintat. Ennek célja, hogy ott haladjanak a
sejtek, ahol a lézer megvilagitja ¢ket. A hidrodinamikai fokuszalas soran pizoelektromos

kristaly rezgése bontja kiilonallo sejtekre a kopenyfolyadékot. (BROWN & WITTWER; 2000)

A sejtek egyesével jutnak ezutan az optikai rendszerbe. Az aramlasi cellaba, 1ézerfény
gerjeszti a sejtek felszinéhez kotott antitesteken 1évo fluorokromokat. A fluorokém energiat

vesz fel a 1ézer fényébol, majd nagyobb hullamhosszon bocsatja Ki a felvett energiat, amelyek
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kiilonb6zé emisszios csatornakban detektalhatoak (2. tablazat). Az emittalt fluoreszcencia
intenzitas aranyos a gerjesztett festék molekulak szamaval. A fény elérefelé szorodasa (FCS=
forward scatter) a sejtek nagysagarol ad informaciot. A fénysugar oldalirany( szorddasa
(SSC=side scatter) a sejtek granularitasaval aranyos. (VIRGO & G1BBS; 2011)

Az emittalt fény eljut az elektronsokszorozoba, majd a jeleket két detektor érzékeli, melyek
digitalis jellé alakitasa az elektronikus rendszerben torténik. (4. abra) A jeleket egy
szamitogépes program hisztogramon illetve dot plot-on jeleniti meg. A dot ploton minden sejt
egy pontként abrazolodik. A vizsgalni kivant sejteket un. kapuval kijelolhetjik, igy
lehetéséglink nyilik arra, hogy az egy adott kapuban 1évo sejteket az egyéb sejtektdl
elkiilonitve vizsgaljuk. Igy meg tudjuk hatarozni, hogy a limfocitdk hany szazalékanak
felszinén expresszalodnak a vizsgalt molekulak. Megtudhatjuk, hogy morfologiailag melyik
populaciohoz tartozik a pozitiv populacid, és ha sziikséges a fluoreszcencia intenzitasbol
kiszamithato, hogy a vizsgalt molekula milyen mennyiségben jelenik meg az egyes sejtek

felszinén. (PALINKAS ES MTSAI; 2005)

2. tablazat: Jelolésre hasznalt festékek és antitestek (PALINKAS ES MTSAI; 2005)

fluoreszcens festék ' o jeloléshez hasznalt
roviditése emisszids csatorna ]
neve antitest

Fluorescein 5 (6)-
o FITC FL-1 CD4

isothiocyanate
R-Phycoerythrin PE FL-2 CD3

R-Phycoerythrin-

PE-Cy5 FL-3 CD56
Chyhrome

Allophycocyanin APC FL-4 CD8
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Sample

weans s|i2d

7

Cell Sorter
Deflection
plates

Waste

4. abra Az aramlasi citométer miikodési elve
(http://utbiorad.casaccia.enea.it/facs-flow-cytometry.html)

3.5 Adatok feldolgozasa

Az aramlasi citométerrel (tipusa: BD FACSCalibur) lemért sejteket, az FCS Express 4

programmal analizaltuk. A mérés soran 10000 sejtet mértiink le mintanként.

10* 3

L] 258 512 a8 1024
FSC

5. abra Kiilonbozo fehérvérsejt populaciok
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A dot ploton a periférias vérben talalhatd sejtpopulaciok nagysdg €s granularitas alapjan
abrazolva lathatoak. Kapuzassal kiemeltiik a limfocita populaciodt, innentdl kezdve a tobbi
diagramon csak az ebben a kapuban 1év6 sejteket vizsgalja a program. A dot plotokon
szerepld szazalékos érték a limfocitdkon belil a kiilonbozé markerekkel jelolt sejtek

szazalékos aranyat mutatja. (5. abra)

10* 3

CD3+ CD4+ sejtek

ch4

6. abra CD3+ CD4+ helper T-sejtek

Az abran a CD3+ és CD4+ sejtek lathatok. Az X tengelyen az anti-CD3-PE-, az y tengelyen
pedig anti-CD4-FITC jelintenzitasa lathato logaritmus skalan. A dot plotra kvadransokat
helyezve négy részre bonthato a tér. Ezek elnevezése angol réviditésiik alapjan torténik. A bal
fels6 kvadransban (upper left = UL) a CD4+ és CD3-, a bal als6 kvadransban (lower left=LL)
a kettOs negativ, a jobb alsé kvadransban (upper lefi= UL) a CD3+, és CD4- mig a jobb felsd
kvadransban (UR) a kettOs pozitiv sejtek talalhatok. A CD3+ T-sejtek (UR+LR) kvadransban
talalhatok. A tobbi dot plotrol ehhez hasonloan olvashatok le az adatok, a tengelyfeliratok

segitségével. (6. abra)
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7 CD3+ CDE+ sejtek

cog

10° 10
co3
7. abra CD3+ CD8+ citotoxikus T-sejtek

A CD3+ T-sejteket az (UR+LR), a CD3+ és CD8+ Tc-sejtek (UR) kvadransban talaljuk. (7.

abra)

Ch3- Chig+| CD3+ CDog+
| segtel sejtek

C D56

8. abra CD3- CD56+ NK-sejtek és CD3+ CD56+ NKT-sejtek

A CD3- CD56+ NK-sejteket az UL, mig a CD3+ CD56+ NKT-sejteket az UR kvadrans

mutatja. (8. abra)
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Az analizis utan a betegek adatait tartalmazo Excel tablazatba irtuk ki a Th-, Tc-sejtek, NKT-
sejtek, és NK-sejtek szazalékos értékét. Ezutan a fehérvérsejtszam (giga/l), és a limfocita
szazalékos értékének ismeretében kiszamitottuk a betegek limfocita szamat (giga/l). A dot
plotok-rol leolvasott szazalékos aranyok segitségével kiszamoltuk az altalunk vizsgalt
sejtcsoportok abszolit szamat (giga/l).

3.6 Statisztikai analizis

Kovetkezé Iépésként kiilonbozé csoportba soroltuk a vizsgalt egyéneket, majd az SPSS
Statistics program segitségével Gsszehasonlitottuk a kiilonboz6 csoportokban a Th- és Tc-
sejtek, NK-sejtek, valamint NKT-sejtek aranyat, és mennyiségét. ElsOként az egészséges
egyéneket és az SSc-s betegeket, majd az SSc-seket klinikai szempontok alapjan hasonlitottuk

Ossze egymassal. A betegcsoportok kialakitasa a kovetkezé szempontok alapjan tortént:

e Dbetegség formaja: dcSSc vagy IcSSc

e Dbetegség fennallasanak id6tartama: kevesebb, mint harom éve kezdddott, vagy harom
évnél régebb oOta tart

e Dbetegség aktivitasa: aktiv-nem aktiv

e Dbetegek neme

o fontosabb antitestek jelenléte: anti-Scl-70 antitest, ACA, anti-RNS polimeraz I11 antitest

e Dbels6é szervek érintettsége: veseérintettség, tiidéfibrozis fennallasa, sziv érintettség, és
gasztrointesztinalis érintettség,

e Uujjbegy fekély

e hypokomplementaemia

e siillyedés: kisebb vagy nagyobb, mint 30 mm/h

El6szor normalitas vizsgalatot végeztiink, melynél azt kaptuk eredményiil, hogy adataink nem
normal eloszlasuak. Ezért nemparaméteres teszttel dolgoztunk tovabb. Mivel minden esetben
két csoport értékeit hasonlitottuk Gssze, a Mann-Whitney probat alkalmaztuk. A kapott
kiilonbségeket szignifikansnak tekintettiik, ha p<0,05.
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4. EREDMENYEK

Az eredményeket box-plot diagramon abrazoltuk az SPSS Statistics program segitségével. A
szignifikans eltéréseket abrazold box-okat csillaggal jeloltiik a diagramokon. Az egyes
csoportok elemszamat (n), valamint a szignifikans kiilonbségeket (p) zardjelben tiintettiik fel

az abrak alatt.

BETEG ES KONTROLL CSOPORT
CD4
CDS8
801 INK
INKT %
[Icp3

601
401

201

;a* i-}*

BETEG CSOPORT KONTROLL CSOPORT

BETEG ES KONTROLL CSOPORT

NK
l * *

NKT %
BETEG CSOPORT KONTROLL CSOPORT

el

10. abra Beteg és kontroll csoport ésszehasonlitasa

(n beteg csoport:26; N kontroll csoport:14; p=0,049)
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A beteg és egészséges egyénekbdl allo kontroll csoportokat osszehasonlitva, a kontroll
csoportban szignifikansan magasabb volt az NKT-sejtek aranya. (10. abra)

BETEGSEG IDOTARTAMA
CD4 (giga/l)
2,07 CD8(giga/l)
INK(giga/l) *
l INKT(giga/l)
[ICD3 (giga)
1,57
1.07 *
0.5 I
* ﬁ
i *
0,01 - e

3LVNELREGEBBOTA  MAXIMUM 3 EVE TART
TART

11. abra Betegség idotartama szerinti dsszehasonlitasa |.

(n 3 évnél régebb ota tart:8; N maximum 3 éve tart=l8; D:O,018)

BETEGSEG IDOTARTAMA

1001 Eggg

NEKx

INKT

[cp3
801
601
201

? )
o - ; =

3 EVNEL REGEBBOTA  MAXIMUM 3 EVE TART
TART
12. abra Betegség id6tartama szerinti dsszehasonlitasa 11.

(n 3 évnél régebb Ota tan:8; N maximum 3 éve tan:18; p:O|032)
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A Kklinikai manifesztaciok alapjan kialakitott csoportokban szignifikansan alacsonyabb NK-
sejt szam és arany talalhato azoknal a betegeknél, ahol az SSc kevesebb, mint 3 éve
kezd6dott. (11-12. abra)

1cSSc AKTIVITASA
D4 *
1007 Ecps
WNK
WNKT
[Jcps
801
601 =
* *
=
401
201
- i
| = -
AKTIV LIMITALT NEM AKTIV LIMITALT

13. abra IcSSc aktivitas szerinti vizsgalata

(N aktiv 1imital=3; N nem aktiv limitaie= 8; P=0,041)

Tovabba az IcSSc-ket vizsgalva az aktiv stadiumban 1évé betegek mintajaban szignifikansan

magasabb a CD4+ sejtek aranya, a nem aktiv stadiumban 1évéhoz képest. (15. abra)

NEM AKTIV dc és 1¢SSc

CD4 (giga/l)
3,00 CD8(giga/l) *
NK(giga/l)
NKT(giga/l)
2] *  [ICD3 (giga/l) %
2,01
*
1,57
*
1,00
*
0,51
0,01 - - ; -

NEM ;—\KTiV DIFFUZ NEM AKTI’\‘-' LIMITALT
14. abra Nem aktiv dc és IcSSc gsszehasonlitasa
(N nem aktiv diffiz=7; N nem aktiv limitak= 8; P=0,046)
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A dc és 1cSSc kozott a nem aktiv csoporton beliil talaltam szignifikans eltérést. A nem aktiv
dcSSc-s betegeknél szignifikansan alacsonyabb a CD3+ és CD8 + sejtek szama a nem aktiv
IcSSc betegekéhez képest. (16. abra)

ANTI-SCL-70 ANTITEST JELENLETE
Wcp4
1001 [cps
BNk
WlNKT

[cp3
80 é

a0 *
-/
- i -

NINCS VAN

18. abra anti-Scl-70 antitest vizsgalata

(n nincs anti-Scl-70= 18; n van anti-scl-70= 7)

ACA ANTITEST JELENLETE
CD4
1007 D8
NK
NKT

[Jco3

;

B. .

NINCS VAN

19. 4bra ACA antitest jelenlétének vizsgalata II.

(n nincs ACA=19; N van ACA= 7)
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dcSSe

Bcp4

1001 Ecpg
WNK
ENKT
[Jcp3

801

601

401

201

. = g

NINCS VAN

20. abra Betegség formaja szerinti 6sszehasonlitas

(N desse=15; N 1essc=11)

TUDOFIBROZIS
Wcn4

100 HEcos

BENKT
80 é

[Clcp3
60

40

m :
LI ﬁ-

NINCS VAN

21. abra Tiidofibrozis jelenlétének vizsgalata

(N pines tidsfibrozis= 19; N van tidéfibrozis= 1)

A betegség sulyossagaval Osszefiiggd 4 jellemz6t- dcSSc, tiid6fibrozis tiinetei, anti-Scl-70
antitest pozitivitas és ACA negativitas elemezve megfigyeltiik, hogy mind a négy esetben
megemelkedett CD3+, és CD4+ sejt arany talalhatd. (18.-19.-20.-21. abra)
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5. EREDMENYEK MEGBESZELESE

Eredményeink alatamasztjadk a korabbi tanulmanyokban leirtakat, miszerint az SSc-ben
szignifikansan alacsonyabb az NKT-sejtek aranya, mint az egészséges egyének vérében. (WU
ES MTSAI; 2009) Bar az NK-sejtek aranyanak valtozasarol ellentmondasos eredményeket irtak
le. (PAPP ES MTSAI; 2011) (SALIM ES MTSAI; 2013) (PUXEDDU ES MTSAI; 2012) eredményeink

szerint az SSc-ben csokkent az NK-sejtek aranya a kontroll csoporthoz képest.

Korabbi vizsgalatok (ERCOLE-LP, 2003) (J.-P. ZUBER, F. SPERTINI; 2006) a korai és késd
stadiumot Gsszehasonlitva azt talaltak, hogy a késéi SSc-ben szignifikansan csokkent NK-sejt
arany, amit a mi eredményeink is igazoltak. Ezek szerint a betegség elrehaladtaval

folyamatosan csokken az NK-sejtek mennyisége.

Az aktivitas vizsgalatara nem talaltunk korabbi adatokat, igy els6ként mi irhatjuk le az aktiv
¢és nem aktiv csoportok kozotti eltéréseket. Eredményeink szerint az aktiv IcSSc-ben a CD4+
Th-sejtek aranya volt szignifikansan emelkedett. A nem aktiv csoporton beliil a dcSSc-ben
szignifikans mértékben csokkent CD3+ T-sejt és CD8+ Tc-sejt szam talalhat6. Ezek alapjan

valosziniisitheté a T-sejtek, elsésorban a Th-sejtek szerepe az SSc aktivitasaban.

Az SSc-ben szerepet jatszo antitestek pozitivitasat nézve, az anti-Scl-70 pozitiv betegeknél
szignifikansan magasabb CD3+ T-sejt arany talalhato. Az SSc stulyossaga 6sszefliggést mutat,
az anti-Scl-70 antitest pozitivitassal, az ACA antitest negativitassal, a tiid6fibrozis
fennallasaval, illetve a diffiz formaval. (SUJAU Es MTSAI; 2014) Mind a négy szempont szerint
analizalva az adatokat, a CD3+ T-sejtek, és ezen beliil a CD4+ Th-sejtek aranya emelkedett
volt. Eredményeink azt mutatjak, hogy a T-sejtek aranyanak, kiilondsen a Th-sejtek

aranyanak valtozasa 6sszefliggést mutathat az SSc sulyossagaval.

A kutatas eredményei hozzajarulhatnak a betegség patomechanizmusanak megértéséhez,
segitséget nyujthatnak az SSc aktivitds ¢és sllyossdg megitélésében ¢és a vizsgilt
betegcsoportok elkiilonitésében.

A tovabbiakban munkdnk célja a mintaszdmok ndvelése, valamint vizsgélataink kiterjesztése

a naiv és memoria T-sejtek valamint aktivalt Th- és Tc-sejtek aranyanak és abszolut szdmanak

vizsgalatara.
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6. OSSZEFOGLALAS

A szisztémas sclerosis (SSc), egy olyan szisztémas autoimmun betegség, mely a bor és
bizonyos belsd szervek fibrozisaval, késoéi atrofidval, valamint vaszkularis kdrosodassal jar.
Két fajtaja a diffuz (dc) és limitalt (Ic) SSc, mely a klinikai tiinetekben és a progndzisban is
eltér egymastol. A betegség sulyossagat jelzi a dc forma, az anti-Scl-70 antitestre valod
pozitivitdas, ACA negativitas, valamint tiidofibrozis fennallasa. Korabbi tanulméanyok alapjan
feltételezheté a NK-, NKT-, és T-sejt csoportok —citotoxikus (Tc) és helper T-sejtek (Th)-

mennyiségének és aranyanak eltérése az SSc-s betegekben.

Munkank célja az SSc betegek és egészséges egyének (kontroll) periférias vérében jelen 1évo
T-sejtek, ezen belill a Th- és Tc sejtek, NK- valamint NKT-sejtek aranyanak vizsgalata,
illetve az SSc betegek adatainak a Kklinikai manifesztaciok alapjan torténd tovabbi analizise
volt. A periférias vérmintakat fluoreszcens molekulaval jelolt monoklonalis antitestekkel
jeloltik. A T-sejteket anti-CD3-PE, ezen beliil a Th-sejteket anti-CD4-FITC, a Tc-sejteket
anti-CD8-APC, az NK-sejteket anti-CD56-PE-Cy5, az NKT-sejteket pedig anti-CD3-PE és
anti-CD56-PE-Cy5 antitestekkel kiilonitettiik el. A sejteket aramlasi citométerrel vizsgaltuk.
Statisztikai analizist normalitds vizsgalatot kdvetden Mann-Whitney teszttel végeztiik az

SPSS program segitségével. Eredményeinket box-plot diagramokon abrazoltuk.

Eredményeink szerint az SSc-seknél szignifikansan alacsonyabb volt az NKT-sejt ardny, mint
a kontroll csoportban. A dc-lc csoportot vizsgalva szignifikans kiilonbséget a nem aktiv
betegeknél talaltunk. A nem aktiv dcSSc-s betegeknél szignifikansan alacsonyabb a CD3+ T-
sejt és CD8+ Tc-sejt szam a nem aktiv 1cSSc-s betegekéhez képest. A betegség aktivitasat
vizsgalva az 1cSSc-n beliil talaltunk kiilonbséget. Az aktiv 1cSSc-s betegekben szignifikdnsan
magasabb a CD4+ Th-sejt arany, mint a nem aktiv stddiumban lévOkében. Tovabba
szignifikdnsan alacsonyabb NK-sejt szdm és ardny taldlhatd azokndl a betegeknél, ahol a
betegség kevesebb, mint 3 éve kezd6dott. Nem szignifikanst mértékben nétt a CD3+ és CD4+

sejt arany a dc forma, az anti-Scl-70 pozitiv, ACA negativ, és tiid6fibrozisos SSc estében.

Eredményeinket 0sszegezve megallapithatd, hogy az SSc kialakulasaban a NKT-sejt arany
csokkenése, mig a betegség aktivitasaban és stilyosabba valasaban a T-sejtek, els6sorban Th-
¢és Tc-sejtek aranyanak valtozasa jatszhat szerepet. Az NK-sejtek a betegség idétartamaval

mutatnak 6sszefliggést.
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8. ROVIDITES JEGYZEK

ACA
anti-Scl-70
APC
APC
BSA

CD
dcSSc
FCS
FITC
IFN

IL
iINKT-sejt
KAR
KIR
IcSSc
MHC
MMP
NaN3
NK-sejt
NKT-sejt
PBS

PE
PE-Cy
SSc

SSC
Tc-sejt
TCR
TGF
Th-sejt
THF
TNF
Treg-sejt

anticentromer antitest

anti-DNS topoizomeraz |. antitest
Allophycocyanin

antigén prezentalo sejt

borja szérum albumin,

cluster of differentation

diffiiz szisztémas sclerosis

forward scatter; fény elorefelé szorodasa
Fluorescein 5 (6)-isothiocyanate
interferon

interleukin

invarians természetes 616 T-sejt
természetes 0losejt aktivalo receptor
természetes 610sejt specifikus gatld receptor
limitalt szisztémas sclerosis
fohisztokompatibilitasi komplex
matrix metalloproteinazok
natrium-azid

természetes 0losejt

természetes 616 T-sejt

foszfat-puffer

R-Phycoerythrin
R-Phycoerythrin-Chyhrome
szisztémas sclerosis

side scatter; fénysugar oldaliranya szorddasa
citotoxikus T-sejt

T-sejt receptor

transzformald novekedési faktor
helper T-sejt

follikularis helper T-sejt

tumor nekrozis faktor

regulatorikus T-sejt
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