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1. Roviditések

anti-CCP — anticiklikus citrullinalt peptid
APC — allophycocianin

APC — antigén-prezentalo sejt

APS — antifoszfolipid szindroma

Bcl6 — B-sejtes limfoma-6

BSA — borjt szérum albumin

CD — Cluster of Differentation

DC — dendritikus sejt

DLE — Discoid lupus erythematosus
FDC — follikularis dendritikus sejt

FITC — fluoreszcein-izotiocianat

FL — fluorescens jel

FSC — forward scatter

GN — glomerulonephritis

HLA — human leukocita antigén

ICOS — inducible T cell costimulator
IFN — interferonok

KCS — keratoconjuntivitis sicca

NK — természetes 6l0sejt

PAMP — Pathogen Associated Molecular

Pattern

PBS — foszfat puffer

PE — phycoerythrin

PRR — Pattern Recognition Receptors
RA — Sheumatoid arthritis

RF — rheumatoid faktor

RIM — reggeli iziileti merevség

SAM - sejtfelszini adhézios molekuldk
SAP — szérumamiloid foszfor

SCLE — Subacut cutan lipus erythematosus
SE — shared epitope

sig. — szignifikancia szint

SLE — Szisztémas lupus erythematosus
SS — Sjogren-szindroma

SSC - side scatter

TBC — tuberkulozis

Tth — follikularis helper T-sejt

TGFp — transforming growth factor

Th — helper T-sejt

TNF — tumor nekrézis faktor

Treg — regulatorikus T-sejt

VVT — vorosvérsejt



2. lrodalmi bevezetés

2.1 Szervezet védelmi vonalai

A szervezet kiilonb6z6 mechanizmusokkal védi magat a kdrnyezet artalmaitol. A
legkiilsé védelem egy fizikai-kémiai barrier, ami probalja meggatolni a korokozok bejutasat.
Ilyen funkciot lat el a bor, bél, légutak epitélsejtjeinek a szoros zarddasa, bél normal
baktériumflorajanak antimikrobialis anyag (pl.: tejsav) termelése. Ha a kérokozo valamilyen
sérillésen keresztiil atjut ezeken a fizikai-kémiai barriereken, akkor talalkozik az els6
immunologiai védelmi vonallal, a velesziiletett immunitas elemeivel, amik allanddan jelen
vannak a szervezetben ¢és korokozot érzékelve azonnal aktivalodnak. A védekezés ilyen
modja nem fajlagos, igy szinte valogatds nélkiil elpusztitanak minden korokozot. A
velesziiletett immunrendszer sejtjei: monocitak, makrofagok, dendritikus sejtek (DC-k),
granulocitak, hizosejtek, follikularis dendritikus sejtek (FDC-K), természetes 6losejtek (NK-
sejtek). A monocitak, makrofagok, neutrofil granulocitak, dendritikus sejtek fagocitozisra
képesek. A velesziiletett immunrendszert kovetden az adaptiv immunrendszer aktivalodik,
amire jellemz6é a fajlagossag, diverzitas, memoria, klonalitas. A velesziiletett immunitas
elemei prezentdljdk az antigéneket, az altaluk termelt citokinek indukaljadk az adaptiv
immunrendszer sejtjeit, a B- és T-limfocitakat. Ezek antigénkotd receptorokkal rendelkeznek,
igy az antigén-prezentald sejtek (APC) segitségével kolcsonhatdsba tudnak keriilni az
antigénnel és aktivalodnak. Az adaptiv immunvalasz harom szakaszra tagolhat6: kezdeti —
felismerési, kozponti, végrehajtd. A kezdeti szakaszban torténik az antigén prezentélas,
limfocita aktivalodas, proliferacio, differencidlodas. A kdzponti szakaszban képzOddnek olyan
pusztitd hatasa citotoxikus T-sejtek, amik képesek a korokozot kozvetleniil elpusztitani. Ezt
nevezziikk cellularis immunvélasznak. A humordlis immunvélasz sordn olyan
immunglobulinok termelddnek, amik az antigént kozvetleniil nem tudjak elpusztitani, de
olyan effektor mechanizmusokat aktivalnak, amik képesek erre. A végrehajté szakaszban

torténik a korokozo elpusztitasa. (ERDEI és mtsi., 2012; GERGELY ¢és mitsi., 2006)

2.2 Limfocitak, sejtfelszini markerek

Egy 4tlagos, egészséges felnétt embernek 2*10* limfoid sejtje van. Naponta 10°
limfocita keletkezik, de a nagy része elpusztul, a maradék a keringésbe jut, azonban itt is
elpusztulnak néhany napon beliil, ha nem taldlkoznak antigénekkel. Felsziniikon kiilonb6z6
sejtfelszini molekulak talalhatok, amik segitségével a populdcidkat el lehet kiiloniteni. Ezek a

molekulak immunglobulinok, integrinek, szelektinek, proteoglikanok. Az immunglobulinok a
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fajlagos immunvéalaszban fontos szerepet jatszo fehérjék, egy vagy tobb immunglobulin-
domént tartalmaznak. Ilyenek példaul a TRC-, BRC-, MHC- és CD-molekulak. A CD-
molekuldk elnevezése CD- rovidités (Cluster of Differentation) és egy szadm. Harom tipusa
van. A sejtvonalmarkerek olyan molekulak, amik csak egy sejttipusra jellemzdek, példaul a
CD3 csak a T-limfocitakon jelenik meg. Az érési markerek egy sejttipus adott érettségi
allapotdban jelennek meg a sejten. Tovabba az aktivaciés markerek az aktivalt sejteken

talalhatok csak meg. (ERDEI és mtsi., 2012)
2.2.1 T-limfocitak

2.2.1.1 T-limfocitak jellemzdi

A T-limfocitak eldalakja a csontvelében képzddik, onnan vandorolnak a timusz kéreg
alatti zonajaba és a kiils6 kéregallomdnyba. Timocitaknak nevezziik dket, nincs TCR-, CD4-,
CD8-molekulajuk. Megfeleld hatasokra a kéregalloméanyba vandorolnak és érési folyamatok
indulnak be a timusz epitélsejtjei, makrofagjai, dendritikus sejtjei segitségével. (ERDEI és
mtsi., 2012) El6szor a TCR molekula expresszalodik, igy rendelkeznek az antigént fajlagosan
felismerni képes receptorokkal. majd a CD4- vagy CD8-marker. (ABBAS, 2011) Minden T-
limfocita rendelkezik CD3-markerrel. Az érést kovetéen a timusz veléallomanyaba
vandorolnak, majd a periférids nyirokszervekbe. Ellenanyagot nem képesek termelni, az
antigént is csak az APC-k membranjan megjelend MHC-molekulak kotott formajaban ismerik
fel. Az antigént felismerd strukturdjuk a TCR, ami a sejtmembranban nyolc polipeptidlancbol
alloé komplex. A T-sejtek a TCR szerkezetiik alapjan két csoportra oszthatok: az af-lacbol allo
TCR-rel rendelkezék (human periférias vér T-sejtjeinek 90-95%-a) és a yd-lancbol allo TCR-
rel rendelkez6k (human periférids vér T-sejtjeinek 5-10%-a). Egy T-sejten csak az egyik
szerkezetli TCR lehet jelen. Az af}-TCR egy a- és egy B-lancbol allé heterodimer, a lancok
erdsen glikolizaltak, diszulfid hid kapcsolja Oket Ossze. Mindkét lanc két extracellularis
résszel rendelkezik. A membrantdl tdvolabbi a varidbilis (V), a kdzelebbi a konstans (C). A
konstans részt egy transzmembran szakasz koti 0ssze az intracellularis résszel. (1. abra) A
variabilis rész 102-119 aminosavat tartalmaz, a benniink talalhatdé 2-2 cisztein miatt a lancon
beliil is kialakulnak diszulfid hidak, amik 1-1 hurkot képeznek. A lancok térszerkezete B-
reddzott lemez. Négy hipervaridbilis régidt tartalmaz, amibdl hdrom az antigén kotd hely, a
negyedik egyéb funkciot 1at el. A konstans régiok 138-179 aminosav hosszuak, itt is hurkok
alakulnak ki a diszulfid hidak miatt. Egy B-lemezt tartalmaz, igy rugalmassag jellemzi. A

transzmembran szakasz 20-24 aminosavbdl all, az a-lanc részén egy lizin, a B-lanc részén egy



lizin és egy arginin talalhatd, amelyek erdsen destabilizaljak a heterodimert. Ezért onmagéaban

a TCR struktira nem képes megjelenni, CD3 ¢és C-polipeptidekkel alakit ki kapcsolatot.
(ERDEI és mtsi., 2012)
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1. abra: TCR-molekula felépitése (http://studentreader.com/t-cell-receptor/)

A TCR-molekula nem alkalmas jelatvitelre, ezt a CD3-at felépité heterodimer és homodimer
molekulak végzik. (ERDEI és mtsi., 2012) Az of-TCR-t tartalmazé T-sejtek tovabbi

alcsoportokra oszthatok: CD4 " -segité (helper) és CD8"-616 (citotoxikus) sejtek. (2. 4bra)
(ABBAs, 2011)
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2. abra: Segitd T-sejt és citotoxikus T-sejt sejtfelszini markerei

(ERDEI és mtsi., 2012)
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Aranyuk a periférias vérben allando, elébbi a af}-TCR-sejtek kétharmadat teszi ki, mig utdbbi
az egyharmadat. A helper T-sejtek az MHC-II-, mig a citotoxikus T-sejtek az MHC-I-

molekulaval asszocialt antigéneket ismerik fel. (ERDEI és mtsi., 2012)

2.2.1.2 Helper T-sejtek

A helper T-sejtek (Th-sejtek) kialakulasa naiv T-sejtek aktivacioja utan, a timuszban
torténik, ahol kialakul a CD4-markerjiik, ilyenkor ThO-sejteknek nevezziik 6ket, majd ezutan
tovabbi differencialodas kovetkezik, az antitesttel vald talalkozas utan. Jellemzo ezekre a
Sejtekre a citokinek termelése, (ERDEI és mtsi., 2012) amik kis méretii glikoproteinek, (CRUSE,
gyulladésban fontos szerepet jatszé sejteket a helyszmre vonzzak. (ERDEI ¢és mtsi., 2012)
Citokin termelés alapjan tovabbi 6t csoportra osztjuk a helper T sejteket. (3. abra) Ezek az
alpopulaciok: Thl-sejtek, Th2-sejtek, Th17-sejtek, regulatorikus T-sejtek (Treg), follikularis
helper T sejtek (Tfh). (LUCKHEERAM és mtsi., 2012)
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3. abra: Helper T-sejtek tipusai (ZHANG és mtsi., 2013)

A Thl-sejtek IFN (interferon) ¢s TNF (tumornekrézis-faktor) citokineket termelnek, amiknek
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ellenes valaszreakciokban van fontos szerepiik. Igy a velesziiletett és szerzett immunitas
folyamataiban is fontos szerepet jatszanak. A Th2-sejtek IL-4, IL-5, IL-13 (interleukinek)
citokineket termelnek, leginkabb a B-sejtek aktivalasa a feladatuk. A Th17-sejtek I1L-17, IL-
21, IL-22 citokineket termelnek, amik a gyulladasi folyamatokat erdsitik fel. A Treg sejtek
TGFB-t (transforming growth factor) termelnek, aminek feladata Osszetett: immunvalasz
szabalyozasa, tolerancia fenntartasa, sejtproliferacio gatlasa, APC és T-sejtek gatlasa. (ERDEI

és mtsi., 2012)

2.2.1.3 Follikularis helper T-sejtek

Az utolso csoport a Tfh sejtek, ez a legfiatalabb csoport, nem rég kiilonitették el éket.
Szerepiik a humoralis immunvalaszban van a B-sejtek aktivacidjanak és differencidlodasanak
szabalyozasa révén. (LI és mitsi.,, 2013) Jellemz6 rajuk az IL-6, IL-21 citokin termelése
(WEINSTEIN és mtsi., 2012; ETO és mitsi.,, 2011) és STAT3, Bcl6 transzkripcios faktor
expresszidja. (LUCKHEERAM ¢és mitsi., 2012) Az IL-6 citokin a B-sejt differencialodasra, az

ellenanyag termelésére €s a Th-17 differencialédasra van hatassal. Az IL-21 szabalyozza a

B-sejt-limfoma-6, ami egy erésen konzervalt cink-ujj domént tartalmazo transzkripcios
represszor. Elosegiti a Tth sejteken a molekulak kifejezését, ami sziikséges a miikodésiikhoz.
(CRAFT, 2012; KROENKE és mtsi., 2012) A STAT3 egy jelatvivd és transzkripcids aktivator
molekula. (SPoLSKI és mitsi.,, 2009, MA és mtsi., 2012) A follikularis T helper sejtekre
jellemz6 sejfelszini markerek a CXCRS, ICOS, CD4 és a PD1. (CROTTY, 2010; LI és mtsi.,
2013; LAURENT ¢és mitsi., 2010) A CD4 egy sejtfelszini glikoprotein, ami jellemz6 a helper T-
sejtekre. A fajlagos immunvalasz szempontjabol a legfontosabb sejtfelszini fehérjék kozé
tartozik. Fontos szerepe van a T-sejtek aktivaciojaban. Ligandja az MHC-II molekula. A
CXCR5 molekula (CD185/BLR1) az 5-6s tipusti chemokin receptor, a helper T-sejteken kiviil
megtalalhatdo még a B-sejteken és a Burkitt limfoma sejteken. (CHEVALIER és mitsi., 2011) A
CD278 (ICOS, inducible T cell costimulator) az aktivalt T-sejteken fordul eld. Fontos szerepe
van a T-sejtek differencidlasaban, T- €s B-sejtek kolcsonhatdsaban a humoralis immunvalasz
(POHOLEK és mitsi., 2009; ROLF és mtsi., 2010) soran és az IL-4 citokin termelésben. A
CD279 (PD-1) molekulanak a jelentdsége a periférids tolerancidban és az autoimmun
betegségekben van. Aktivalt T- és B-sejteken fordul el6. Mivel a Tth sejteknek fontos szerepe
van a B-sejtek aktivalodasdban ¢€s igy az antitest termelésben is, ezért fontos szerepet
jatszanak az autoimmun folyamatokban, hozzajarulhatnak a kiillonb6z6 szisztémas autoimmun

korképek kialakuldsahoz, mint példaul Szisztémas lupus erythematosus, Sjogren-szindroma,
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Rheumatoid arthritis. Korabbi tanulméanyok szerint a Sjogren-szindromaban szenvedd betegek
periférias vérében emelkedett szamban vannak jelen a Tth sejtek. (CRAFT, 2012; MORITA és
mitsi., 2011)

2.3 Autoimmunitas

2.3.1 Autoimmun betegségek

Az immunrendszer miikddése problémakat is okozhat, amikor a védelmet biztositd
folyamatok a szervezet ellen fordulnak. Ez torténik az autoimmunbetegségek és az allergias
reakciok esetében. Az autoimmunbetegségek nagy része nehezen vagy nem is gyogyithato,
mert a folyamatot elindité autoantigén nem iktathato ki. A terapidk csak a betegség tlineteit
gyogyitjak, magat az autoimmun folyamatot csak enyhitik. Az autoimmunitds nagyon
gyakori, de altalaban enyhe, a sulyosabb tiinetek ritkabban alakulnak ki, altalaban fiatal
felndttek korében. (ERDEI és mtsi., 2012) Az autoimmunitas soran a szervezet sajat elemeit
tamadjak meg az immunrendszer sejtjei, ennek egyik oka az immuntolerancia megsziinése.
Az autoimmunbetegségek lehetnek szerv specifikusak vagy szisztémasak. (GERGELY és mtsi.,
2006) A szerv specifikusak esetében egy szervet érint a betegség, mert szovet specifikus
ellenanyagok, T-sejtek képzOdnek. A szisztémasak az egész szervezetet érintik, mert a
reakciok olyan autoantigének ellen iranyulnak, amik tobb szovetre is jellemzdek. Az
autoimmunbetegségekre  altalanosan  jellemz6, hogy  multifaktoriadlisak, tehat a
mechanizmusukban tobb tényezd is szerepet jatszik, elsddleges szerepiik van a genetikai
faktoroknak, de lényegesek a kornyezeti tényezok is, nem befolyasoljak a reproduktiv
képességet, szoval egy csaladban halmozottan el6fordulhatnak. Jelentdsebb szisztémas
autoimmun betegségek: Szisztémas lupus erythematosus (SLE), Rheumatoid arthritis (RA),
Sjogren-szindréma (SS), Szisztémas sclerosis (scleroderma), Vasculitisek (érfalgyulladasok).
(ERDEI és mtsi., 2012)

2.3.2 Sjogren-szindroma

A Sjogren-szindroma (SS) a kiilsé elvalasztasi mirigyeket, leginkabb a nyal- és
konnymirigyeket érintd autoimmun gyulladdsos betegség. Szinonimdi: Mikulicz-betegség,
Gougerot-szindroma, Sicca-szindroma, autoimmun exocrinopathia. (CzIRJAK, 2006) 100

emberbdl 1 szenved ebben a betegségben, (http://immunkozpont.hu/) leginkabb a 40-50 éves

noket érinti. 10 SS-s betegbdl csak 1 férfi. Magyarorszag dél-dunantuli részében 1,2%-0S

gyakorisaggal fordul eld. Lassan alakul ki, akar tobb év kell a tlinetek megjelenéséhez. Fébb


http://immunkozpont.hu/

klinikai jellemzdi a nyalkahartydk szarazsdga, xerostomia (szajszarazsag), xerotrachea
(légcs6szarazsag), szemszarazsag, vaginalis szarazsag, nagy nyalmirigyek duzzanata, non-
erosiv polyarthritis (t6bb iziilet egy ideji gyulladasa), tiidé-, vese-, maj epithelialis
(SzABO ¢és mitsi., 2013) Immunpatolégiajara jellemzé, hogy a nyalmirigyekben fokalis
limfocitagyiilem alakul ki, legalabb 50 limfocita 4 mm®es teriiletén a szovetnek, ez egy
fokusznak felel meg. A gyulladéas fokozddasaval a fokuszok szamanak novekedése egyenesen
aranyos. A felszaporodo sejtek leginkabb helper T-sejtek, de akadnak koztiik B-sejtek és
makrofagok is. A betegség kialakulasahoz harom f6 tényezd jarul hozza: az autoimmun
gyulladasos folyamat, ami kornyezeti tényez6k és a genetikai hajlam egyiittes
kovetkezménye, az autoimmun reaktivitds kialakuldsa, végiil szovetkarosodasok a gyulladas
miatt. A betegség kialakulasanak masodik szakaszaban a betegek vérszérumara jellemz6 a
hypergammaglobulinaemia, ami azt jelenti, hogy a szérum emelkedett autoantitestet
tartalmaz. A betegség jellegzetes antitestjei a cellularis ribonukleoprotein antigének (Ro /A/,
La /B/) ellen termelddnek. Ezek az antitestek ritkdn mas betegségekben is el6fordulnak, de az
anti-Ss-B  a SS-ra kifejezetten sepcifikus. A Ro0(Ss-A) antigének a hY-RNA-k
ribonukleoprotein részei, a f6 autoimmun targetet képezik. A La(Ss-B)-ek intracellularis
proteinek, az ezek ellen termelt antitestek a betegek 80%-nal megjelennek. Az antigén az
RNS-polimeraz III termékeibdl és proteinrészecskékbdl €piil fel. Génje a 2-es kromoszoéman
talalhato. Az exokrin mirigyekbe felgyiilemld limfocitak okozzadk a gyulladast, majd ezzel a
harmadik szakaszt, a szovetkarosodast. Ezek a limfocitak aktivaltak, 70%-uk helper T-
limfocita. A T-sejtek aktivaciojat mutatja az IL-2 termelés. Mivel az IL-2 citokin egyik f6
felszaporodnak a mirigyekben. A betegség kimutatasara hasznalhato, hogy a nyalmirigyekben
megnovekszik a citokinek (IL-1a, IL-6, TNF-0, INF-y, IL-4, TGF-B) mennyisége és az, hogy
IgM ¢és IgG immunglobulinok talalhaték benne, az egészséges mirigyekkel szemben, ahol
IgA-t figyelhetiink meg. A betegség jeleként sok tiintet megfigyelhetd. Szemészeti tiinetek a
konnytermelés mennyiségi és mindségi valtozasa, szaruhartya szaraddsa, ami a cornea ¢€s a
bubaris conjuctiva epithelsejtjeinek karosodasdhoz vezethet (keratoconjuctivitis sicca/KCS).
Ezeket ¢g6 szemfijdalom és idegentest érzés kiséri. Oropharyngealis tiinetek a szdjszarazsag
— a nyalmirigyek csokkent szekrécidja miatt, parotis és submandibularis nyalmirigyek
duzzadasa (betegek 30%-nal), szajnyalkahartya-égés, izérzésvaltozas, lepedékes nyelvfelszin
— gombas fertdzés okozza a szervezet védekezoképességének csokkenése miatt. Gyakori az

orrszarazsag, bronchusok nyalkahartyajanak szarazsaga, tiidok gyulladdsa, amit kohogés
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kisér, tovabba bor és vaginalis szarazsag. Ezeket a tiineteket a glanduldris tiinetek kozé
soroljuk. Az extraglandularis tiineket kozé tartoznak példaul a gastrointestinalis ¢és
hepatobiliaris tiinetek. Az oropharynx nyalkahartyajanak szarazsdga miatt neheziil a nyelés,
hanyinger és epigastrialis fajdalom jelenik meg. Jellemz6 a gastritis, ami a gyomor, foleg a
mucosa gyulladasa és a hypochlorhydria, a korosan kevés sdsav a gyomorban. A pancreatitis
ritka, de a szerv érintettségét jelezheti az emelkedett amilaz jelenléte. Altalaban az SS
kapcsolatban all majbetegségekkel, ez enyhe hepatomegaliaval jar. Veseérintettség csak az
SS-s betegek 5%-nal alakul ki intersitialis nephritis, ritkibban glomerulonephritis formaban.
Jellemzd a renalis tubularis acidosis, ami a vese csokkent vizelet savanyitd képessége, ekkor a
plazmaban alacsony a bikarbonat szint, de magas a hidrogén- és kloridion koncentracio.
Tovabba jellemzd a hypokalamia, ami koérdsan kevés kaliumiont jelent a vérben, ez a vese
mikodésének romlasat vagy vesekoképzddést okozhat. A betegek 5-10%-nél fordul el a
vasculitis, ami a kis és kozepes ereket érinti, purpura (bdérbevérzés), urticaria (viszketd
kitités), borfekély okozdja. Gyakran mas autoimmunbetegségekkel egyiitt fordul eld, példaul
RA, SLE szisztémas sclerosis. Legjellemzébb a RA-szel valo tarsulas, ez a betegek 60%-nal
eléfordul. Az arthritis megjelenése myalgia (izomfajdalom), arthralgia (iziileti fajdalom),

izlileti merevség formajaban jelenik meg. (CZIRJAK, 2006)

2.3.3 Rheumatoid arthritis

crer

majd mozgaskorlatozottsaggal jard gyulladasos betegség. Kezelés hidnyaban az iziiletek
tonkre mehetnek, tartds rokkantsagot okozhat. (CZIRJAK, 2006) Gyakori betegség, a lakossag
3%-a szenved benne, leginkabb 20-50 éves ndk, jellemzé ra a csaladi halmozddas.

(http://immunkozpont.hu/) Kialakulasa a genetikai hajlamtol és mikrobaktol fiigg. Utobbiak a

kovetkezOk lehetnek: Mycobacterium spp., Proteus spp., Chlamydia spp., herpeszvirusok,
parovirus B19, rubeola, HIV-virus. A betegséget kezdetben levertség, faradékonysag,
étvagytalansag, fogyas jellemzi, majd honapok elteltével megjelennek az iziileti gyulladasok.
Legel6szor a csuklok, kéz kisiziileteinek szimmetrikus arthritise. A beteg kézdsszeszoritaskor
fajdalmat érez. Késobb a térd iziilete lesz nyomas érzékeny, beduzzad, passziv mozgataskor
fajdalom jelentkezik. Egyik {0 tiinet a reggeli iziileti merevség (RIM), ami akar ordkig is
eltarthat. Id6 elteltével iziileti deformitas alakul ki. (CzIRJAK, 2006) A betegek kozott a
rheumatoid csomoé 20-30%-nal, mig a valddi tobb szervet érintd csak 5-10%-nal jelentkezik.
A rheumatoid csomok fibroid nekrozist mutatd centrummal jelentkezd granulomak, legkiviil

egy limfocita-plazmasejt réteggel. (ERDEI és mtsi.,, 2012) A RA-s betegeknél el6fordul a
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rheumatoid vasculitis, ami abban nyilvanul meg, hogy a koéromagy barnas fekete lesz és
labszarfekély alakul ki. Gyakori a pleuritis, ritkdn rheumatoid csomok jelennek meg a
tiidében tumort vagy tuberkul6zist (TBC) utanozva. Neurologiai szovodményként a periférias
idegek karosodhatnak. A betegek 60-70%-nal osteoporosis alakul ki. A RA nem tekinthet
teljes mértékben autoimmun betegségnek, mert a harom fazisa koziil, csak a kdzpontiban van
autoimmun folyamat. (CzirRJAK, 2006) Nem jellemz6 a specifikus autoantitest sem, csak a
rheumatoid faktor (RF) és az utobbi id6ben leirt anticiklikus citrullinalt peptid (anti-CCP).
(CHAKERA ¢és mtsi.,, 2012) Utobbi a betegség korai szakaszaiban a betegek 60-70%-ban
megtalalhat6. (CzIRJAK, 2006)

2.3.4 Szisztémas lupus erythematosus

A Szisztémas lupus erythematosus (SLE) tobb szervet érinté autoimmunbetegség.

10000 emberbdl 5-t érint, (http://immunkozpont.hu/) leginkabb a reproduktiv korban (16-40)

1év6 ndknél fordul eld. A betegségre jellemzd az akut és kronikus, visszatérd periddusokbol
allo gyulladasos allapot. A tiinetek nem egységesek, megjelenésiik fiigg nemtdl, kortol, szervi
lokalizaciotol. Kialakuldsdban szerepet jatszik a genetika — csalddi halmozodast mutat,
hormonok — néi dominancia, kornyezeti faktorok, példaul bizonyos virusok, ultraibolya
sugarzas, stressz, gyogyszerek. A SLE az immunrendszer komplex zavara miatt alakul ki,
patomechanizmusanak legfontosabb elemei a tolerancia megsziinése, autoantigének
kinalatanak novekedése, sejttormelék eltakaritdo funkcid hibaja. Autoreaktiv T- és B-sejtek
jonnek 1étre, sokszorozddnak, fokozodik az autoantitest termelés. A képzddott autoantitestek
direkt szervkarosodasokat okoznak. A helyszinen gyulladdsos mediatorok szabadulnak fel,
gyulladasos kaszkad indul el, ami komplementaktivaciobol, fibrindepoziciobol és tovabbi
sejtek odavonzéasabdl és aktivalasabol all. Ez a folyamat tartdsan fennall. Specifikus €s nem
specifikus tiinetek alakulnak ki. Utobbiak a gyengeség, faradsag, laz, fogyas. Kialakuldsuknak
tobb egyiittes oka lehet, a gyulladdsok, az autoantitestek direkt hatdsa, gyogyszer
mellékhatdsok. A specidlis tlinetek tobb kiilonb6zd szerven jelentkeznek. A boér és
nyalkahartya érintettség megjelenése a fényérzékenység, pillangdszarny-erythmia, petechia,
ami a tihegyt6l a gombostiifej nagysaguig terjedd kis bevérzett foltokat jelent a béron,
tovabba borfekély, urticaria, teleangiectasia (hajszalértagulat), panniculitis, ami a subcutan
zsirszovet gyulladasa. Eléfordulhat livedo reticularis antifoszfolipid antitestek jelenléte
esetén. Ilyenkor fixen, nem csak hideghatdsra marvany vagy villimcsapas rajzolat-szeru

borelvaltozas jelentkezik. A nyalkahartya problémak altaldban fajdalmatlanok, csak a

12


http://immunkozpont.hu/

betegség kezdetén jelentkeznek. A betegek 90%-nal jelentkezik nem eroziv polyarthritis,
esetleg tendinitis (inhiivelygyulladéds), myositis (izomgyulladas), csontelhalds. A SLE-re
jellemz6 a tiid6 manifesztaci6. Leggyakoribbak a pleuritis (mellhartyagyulladas), az alveolitis
(alveolusok gyulladdsa), haemoptoe (véres kopet). Ezek ventilaciés zavart, csokkent
vitalkapacitast, diffaziés kapacitast és végiil pulmonalis hypertensiot okozhatnak. Sziv
¢érintettség esetén a tiinetek a pericardiumot, myocardiumot, endocardiumot, ingeriiletvezetd
és -képzd rendszert, billentyliket ¢és a coronaria ereket is érinthetik. Leggyakrabban
pericarditis — a pericardium gyulladisa fordul elé. A billentylik érintettsége leginkabb a
Libmann-Sacks-féle nonbacterialis verrucosus endocarditis fomajaban jelenik meg. A
billentyiik kifekélyesedett felszinén fibrinosus rogok jelennek meg. Ez az antifoszfolipid
antitestek jelenlétével fligg Ossze. Gyakori jelenségek az antifoszfolipid szindroma (APS)
altal okozott vascularis tiinetek is. Ilyenek az alsé végtagban mélyvénds thrombosis és a
thrombocytopenia — csékkent trombocita szam. SLE-s betegeknél az idegrendszer barmelyik
része érintett lehet. A betegek 20%-nal fordul elé pszichoorganikus szindroéma, ami a kognitiv
funkciok karosodésat, tdjékozodasi és érzékelési zavart jelent. Mentélis és viselkedészavar
(psychosis) a betegek 10%-nal, epilepszias rohamok a 15%-nal fordulnak elé. Megjelenhet
cranialis és periférias vagy akar kevert neuropathia is. A veseérintettség valtozékony, de a
betegek 50%-nal eléfordul, és ezek koziil terapia nélkil az 5-22%-nal végstadiumu
veseelégtelenséghez vezethet. A lupus nephritisnek harom fébb klinikai forméja van:
protenuria ¢és microhaematuria, nephrosis szindroma (40-60%-nal, a vese tubularis

epitheliumanak degeneraciojat jelenti), progressziv vesebetegség. (CZIRJAK, 2006)
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3. Célkitiizések:

Korabbi tanulményok szerint a Sjogren-szindromaban szenvedd betegek periférias vérében
jellemz6 a fokozott follikularis helper T-sejt megjelenése. Mivel ezek a sejtek fontos szerepet
jatszanak a B-sejtek aktivalodasaban ¢€s differencidlodasaban, ezért fontos szerepiik lehet a
patogén autoellenanyagok termelésében, igy az autoimmun betegségek kialakulasaban.
(SzABO és mtsi., 2013) Célunk ezért Sjogren-szindromas periférias vérben talalhato Tth sejtek
aranyat hasonlitani egészséges mintdkhoz képest, tovabba a klinikai adatok alapjan
Osszehasonlitani a glanularis és extraglandularis tlinetekkel rendelkezd betegek vérének Tth
sejtjeinek aranyat és az anti-Ss-A és anti-Ss-B pozitiv és negativ betegek vérének Tth
sejtjeinek aranyat egymashoz és az egészséges kontrollokhoz képest. Emellett vizsgaljuk a
Szisztémas lupus erythematosusos és a Rheumatoid arthritises betegek vérében is a Tfh sejtek
aranyanak valtozasat kontrollhoz és SS-hez képest, mert vannak leirdsok arrdl is, hogy
ezekben a betegségekben is megnovekedett a Tth sejtek szama. (MA és mtsi., 2012; LE Coz
¢és mtsi., 2013)

4. Anyag és modszer:

A kutatds sordn autoimmun betegek ¢és egészséges egyének periférias vérmintdjat
vizsgaltuk meg. A mintakat 5 kiilonb6z6 csoportba soroltuk: kontroll, SS-ban, SLE-ben, RA-
ben szenveddk és az egyéb kategériaba vegyesen mas autoimmunbetegségben szenvedd
betegek keriiltek. A megvizsgalt mintak szama 40. Ebb6l a kontrollok szama 12 db, a SS-ben
szenvedd betegek szama 7, RA-esek szama 10 db, SLE-s 4 db és egyéb autoimmun
betegségben szenvedok szama pedig 7 db. A SS-es betegeket tovabbi csoportokra osztottuk.
A glanduléris tiinetekkel rendelkezd betegek szdma 3, az extraglandularis tlinetekkel

rendelkezOoké 4. Anti-Ss-A ¢€s anti-Ss-B pozitiv betegek 3 db, negativ pedig 4 db.
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darabszam

kontroll 12
beteg mintak 28
SS 7
antitest pozitiv 3

antitest negativ 4
glanduldris tiinetek 3
extraglandularis tlinetek 4

SLE 4
RA 10
egyéb 7
0sszesen 40

A periférias vérmintakban a follikularis helper T-sejtek aranyat vizsgaltuk. Ezek
azonositadsara a rajuk jellemzo sejtfelszini molekuldkat (CD4, CXCRS, CD278, CD279)

hasznaltuk fel, fluoreszcens festékkel megjeldlt ellenanyagok segitségével. (2. tablazat) A

korabbi

1. tdblazat: Mintak csoportositasa

kutatasokban felhasznalt follikularis

sejtfelszini molekulakat alkalmaztuk.. (SZABO és mtsi., 2013)

Antitest | Fluoreszcens | Optikai
festék csatorna
anti-CD4 PerCP FL-3
anti-CXCR5 FITC FL-1
anti-CD278 PE FL-2
anti-CD279 PE FL-3

helper T-sejtek azonositasara alkalmas

2. tablazat: Sejtfelszini jeloléshez hasznalt antitestek, hozzajuk kotott fluoreszcens festék

A megjelolt mintdkat dramlasi citométerrel (flow cytometer) mértiik le, ami képes a
sejtek detektalasara tobb tulajdonsag alapjan, majd az igy kapott eredményeket a CellQuest
programmal analizaltuk, majd az SPSS statisztikai programmal értékeltiik azokat. Normalitas

vizsgalat utan Kruskal-Wallis, majd Mann-Whitney teszteket hasznaltunk, végiil boxploton

abrazoltuk az eredményeket.
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4.1 Jelolési protokoll

e Antitestek, minta bemérése

A mintak sejtfelszini jelolése egy kotott protokoll alapjan tortént (COLIGAN és mitsi,
2009), fliggetleniil attdl, hogy beteg vagy egészséges mintat jeldltiink. Harom FACS
kémcsovet hasznaltunk, amit a legelején feliratoztunk. Az elsé kémcsd az autofluorescens
kémcs6, amibe nem keriil ellenanyag, a masodik kémcsé tartalma anti-CD4-PerCP/anti-
CXCR5-FITC/anti-CD278-PE. A harmadik kémcsé tartalma anti-CD4-PerCP/anti-CXCR5-
FITC/anti-CD279-PE. El6szor az ellenanyagokat mértiikk a kémcsébe. anti-CD4-PerCP-bdl
5ul-t, anti-CXCR5-FITC-bdl 2 ul-t és anti-CD278-PE, anti-CD279-PE-bdl 10-10ul-t. Ezutan
bemértiik a vérmintat, S0ul-t, igyelve, hogy a kémcs6 falara ne keriiljon, mert akkor a falon
ragadt vércseppekben 1éve sejtek nem jelolddnek és a tovabbi 1épéseknél, mérésnél is

problémat okozhatnak.

e Inkubalas
A mintdkat felvortexeltiik, letakartuk, 30 percig, sotétben inkubaltuk, hogy a
fluoreszcens festékek ne karosodjanak.
e Lizalas
Az inkubalas ideje alatt a FACS lizispuffert tizszeresére higitottunk, majd a 30 perc
lejarta utdn 1-1 ml-t adtunk a mintakhoz. Ennek a puffernek a célja a vords vértestek (VVT)
szétroncsolasa hipotonias kozeg 1étrehozasa révén. Ha a lizis nem megfelel6 a VVT-K a

citométeres mérés soran zavaroak lesznek, az analizis nem lesz pontos.

e Inkubalas

A lizispuffer hozzdadésa utdn a mintakat 6sszeraztuk, majd 15 percig inkubaltuk.

e Mosas
A kovetkezd 1épés, hogy mintanként 2 ml PBS/BSA/NAN3-t adtunk hozz4, majd 5
percig 1000 rpm-en centrifugaltuk. Célja a szétroncsolt VVT-k, nem ko6tédott ellenanyagok
kimosasa. A megjelolt sejtek a centrifugalas sordn a kémcs6 aljara keriilnek. Ezt kdvetden a
feltiluszot ledntottiik, az utolsd cseppeket pipettaval leszivtuk.
o Fixalas
350ul FACSFIX-t adtunk hozza, ami PBS-t és formaldehidet tartalmaz — az
antitestekkel jelolt sejtek fixalasahoz. A mintdkat letakarva, hideg helyen taroltuk a mérés

idejéig. (HAY és mtsi., 2002)
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4.2 Aramlasi citometria

A mintak mérése aramlasi citométerrel tortént, esetiinkben 1998-as BD FACS Calibur
tipusu eszkoézzel. Ez a multiparaméteres sejtanalizis eszkoze, mert alkalmas vegyes
sejtpopulacidokban az egyes sejtcsoportok elkiilonitésre a nagysaguk, granulaltsaguk alapjan és
sejt szinten tobb hullamhosszon azok fluoreszcens jelének detektalasara. A sejtekrol szorodod
fényt detektald sejtszamlald késziilékek (Coulter-szamlald) tovabbfejlesztésének eredménye.
Egyre tobb kutatas teriileten elterjedt, példaul az alapkutatdsokban ¢és a klinikumban is.
Elonyei, hogy egy adott sejtpopulédcio tobbtulajdonsaga is vizsgalhato egyidejiileg, perceként
akdar 10000 sejtrdl is nyerhetd informacio, fixalt mintdkat és €16 sejtet is hasznédlhatunk és
lehetséges a heterogén sejtpopulaciok vizsgalata is. Az aramlasi citométer felépitése: (4. dbra)
a mintacsObdl a sejtek az aramldsi rendszerbe keriilnek (linearis sejtdram), amin keresztiil
jutnak a mérdcellaba (kapillaris), hol megvilagitja 6ket a 1ézer. A szorodd fényeket a
dikroikus tiikrok és optikai szlirok segitségével a detektorok konvertaljak analogbol digitalis
jelekké, amik a szamitégépbe jutnak. A feleslegessé valt mintdk a hulladéktartalyba folynak.
(Givan, 2001)

Sample

Cell Sorter
Deflection
plates

4. 4abra: Citométer felépitése

(http://utbiorad.casaccia.enea.it/facs-flow-cytometry.html)
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A citométer pontos miikkddése, hogy a vizsgalandd sejtek szuszpenzidjat egy zart, kettOs
keringési rendszerben a mintat koncentrikusan korbefogd kopenyfolyadékkal egy mérdcella
szik nyildsa koncentralja. Az aramlas sebességét a nyomadskiilonbség valtoztatasaval
allithatjuk. A nyilas atméréje és a hidrodinamikai fokuszalds biztositja, hogy a sejtek
kozépen, egyesével aramoljanak. (SHAPIRO, 2003) A kapillarisban a sejteket 1ézerek vilagitjak
meg, a sejtek a lézerfényt elnyelik és szorjak, aminek eredményeként harom féle jel
keletkezik, eldre irdnyuld fényszoras, oldalirany( fényszords, fluoreszcencia. Az eldre
iranyul6 fényszoras (forward scatter-FSC) igy jon létre, hogy a 1ézernyalab a kopenyfolyadék
¢s a sejt hataran, az eltéré optikai sajatossagok miatt megtorik €s szorddik. Ezt a szor6do
fényt a lézerrel egy irdnyba 4llo fotodioda érzékeli. A jel erdssége aranyos a sejt méretével €s
alakjaval. Az oldaliranyu fényszoéras (side scatter-SSC) a sejtbe bejutd, sejtalkotokon
megtord, majd a sejtet elhagyd és ismét megtord 1ézernyaldb hozza 1étre. A fotondetektor a
1ézerrel merdlegesen all. A jel aranyos a sejtek granulaltsagaval, Osszetételével, optikai
striségével. A fluoreszcens jel (FL) kialakuldsanak elve, hogy a sejthez kotodo fluoreszcens
ellenanyag a 1ézerfény hatdsra gerjesztddik és egy magasabb hulldmhosszu, fluoreszcens fényt
bocsat ki. (3. tablazat) Ezt a fotoelektron-sokszorozok érzékelik, amik merdlegesen allnak a
1ézerrel. Citométer fajtajatol fliggden 3-9 kiilonbozé hulldmhosszi fluoreszcens fény is
detektalhatd egyidejiileg kiilon optikai csatornakban (FL-1, FL-2, FL-3, sth.). Az optikai
csatorndk szétvalasztdsa dikroikus tiikrok és a csatorndk eldtt elhelyezett emisszids optikai
szlir6k segitségéve torténik. A keletkezett jel a sejtek fluoreszcencidjanak intenzitasaval
aranyos. Ezutan a sejtekrdl érkezd fotonok szamaval ardnyos analog elektromos jeleket
erdsiti, digitalizalja, majd a szamitogép feldolgozza és tarolja. (ERDEI, 2006; BERKI és mtsi.,
2005)
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) gerjesztési emisszios o
jelzett optiali
festék lézer hullamhossz hullamhossz
molekula csatorna
(nm) (nm

Fluoreszcein-

izotiocianat fehérje Ar-ion 488 525 FL-1
(FITC)
Phycoerythrin ]
fehérje Ar-ion 488 575 FL-2
(PE)
PerCP fehérje Ar-ion 488 680 FL-3

3. tablazat: A mérés soran hasznalt festékek és 1ézerek (ERDEI és mtsi., 2012; BERKI és
mtsi., 2005)

4.3 Mintak analizise

A szamitégépben tarolt adatok megjelenitésének tobb modja van. Az egy paraméteres
gyakorisdgi hisztogram, az izometrikus és a kétparaméteres adatmegjelenités. Az
egyparaméteres gyakorisagi hisztogram esetében a vizszintes tengelyen a sejt valamelyik
tulajdonsagara utalo jelet (FSC, SSC, FL-1, stb.) allitjuk be, mig a fliggblegesen a
tulajdonsaggal rendelkezd sejtek szamat. fgy egy eloszlasi hisztogram alakul ki. Az
izometrikus adatmegjelenitéskor a program a két paraméteres abrazolast haromdimenzidsra
terjeszti ki és ugy jeleniti meg. A két paraméteres adatmegjelenités soran dot-ploton
abrazoljuk a sejteket, ugy, hogy két tetszéleges tulajdonsagot allitunk be a vizszintes és
fliggbleges tengelyen egymas fliggvényében. Minden sejt, mint egy pont (dot) a diagramon a
jelnagysaganak megfelelden dbrazoldédik. A mintdink analizise soran mi a két paraméteres
abrazolast hasznaltuk. Az analizis soran sziikség van bizonyos sejtek kizdrasara, ha csak
bizonyos alpopulacidkra vagyunk kivancsiak. Ezt a kapuzés (gating) funkcioval érhetjiik el. A
kapuzés lehet negativ vagy pozitiv, a mi esetiinkben a pozitiv kapuzasra volt sziikség. A
sejtmintakbol készitett két paraméteres dot-plot diagramon (tengelyek: FSC, SSC) kapuval
program. A sejtek analizise sordn fenotipusmarkerek szerint osztilyozzuk Oket, aminek
modszere a kvadransanalizis. A két paraméteres fluoreszcencia megjelenitésekor kijeldljiik a

negativ és pozitiv hatarokat a két tengelyen. Igy a dot-plot mezé négy részre osztodik, ezeket
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kvadransoknak nevezziik. Kialakul egy darab dupla negativ, egy darab dupla pozitiv és két

darab egyseresen pozitiv kvadrans. (5. dbra)

'y
v

5. abra: Dot-plot diagram kvadransanalizise

A kétszeresen pozitiv kvadransba azok sejtek esnek, amelyekre mindkét fluoreszcencia
jellemzd, az egyszeresen pozitivba, amelyekre csak az egyik, a kétszeresen negativba meg
azok a sejtek keriilnek, amelyekre egyik tulajdonsag sem jellemzé. Igy megkapjuk az egyes
kvadransokba talalhato sejtek aranyat, az alapjan, hogy a diagramon szerepld Osszes sejt a
100%. Lényeges, hogy az antigének jelolése olyan fluoreszcens festékkel konjugalt
ellenanyaggal torténjen, amelyek elkiiloniilnek egymastol, tehat az emisszios spektrumuk ne
fedjen at. Az atfedést kompenzécios eljarassal meg lehet oldani, gy, hogy a két optikai
csatorna jeleinek atfedését elektronikusan egyenlitjiilk ki a két csatorna erdsitési aranyait
szabalyozva. Ehhez egyszeresen jelolt mintakra van sziikség a beallitaskor. (ERDEI 2006)

Az analizishez a CellQuest nevill programot hasznaltuk. A mintdk megjelenitése két
paraméteres dot-ploton tortént. E16szor a fliggbleges tengelyen az oldalirdnyl szorodast (tehat
a sejtek granuléltsagat), vizszintes tengelyen az eldre iranyulod szoroddést (a sejtek méretét)
allitottuk be. Ezen a diagramon megjelentek a periférias vérben elkiiloniild sejtpopulaciok, a
granulocitak, a monocitak és a limfocitak. Itt a limfocita populéciora kapuztunk, helyzetiiket
korabbi tanulméanyok alapjan tudtuk meghatarozni. (6.1 abra) A kovetkezé diagramon a
fliggbleges tengely maradt az SSC, a vizszintes tengelyre az FL-3-t llitottuk be, ami a CD4
pozitiv sejteket jeloli. El is kiiloniilt egy populacid, amire szintén kaput helyeztiink. (6.2 dbra)
A tovabbiakban mar csak ezeket a sejteket vizsgaltjuk, tehat a CD4 pozitiv limfocitékat,
amelyek a helper T-sejtek. Tovabbi négy diagramot készitettiink. Ezek koziil az elsén FL-1 a
fliggdleges tengely, a vizszintes FL-2, tehat a CXCRS5/CD4 kettés pozitiv sejtek szamara
voltunk kivancsiak, ezek a centralis memoria sejtek. (6.3 abra) A harmadik diagramon
ugyanezt abrazoltuk csak a masik kémcso tartalmaval, de az eredmény ugyanaz, hiszen a anti-

CDA4-PerCP ¢és anti-CXCR5-FITC megegyezik mindkét kémcsében. (6.5 dbra) A masodik és
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negyedik kémcsd bedllitasai, hogy a fiiggdleges tengelyen FL-1, a vizszintesen FL-2. Az FL-1
mindkét esetben anti-CXCR5-FITC jelolést jelent, viszont az FL-2 a masodik diagramon anti-
CD278-PE (6.4 abra), a negyediken anti-CD279-PE (6.6 abra) jelolést jelent. A masodik
diagramon megkapjuk a CXCR5/ICOS/CD4 pozitiv (6.4 abra), a negyediken a CXCR5/PD-
1/CD4 porzitiv sejteket (6.6 abra). Ezek a sejtek a follikularis helper T-sejtek. A
kvadransanalizis sordn {igyelni kellett a kiilonb6z6 mintdk kvadransainak egységes

beallitasara.
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6. abra: CellQuest program analizis
A CellQuest program megadja a négy kvadransban talalhato sejtek szazalékos aranyat a

lemért 10000 sejten beliil. Az igy kapott szdmokat tablazatokban rogzitettilk. Ezutan mar

lehetséges az adatok statisztikai értékelése.
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4.4 Statisztikai elemzés

A tovabbiakban statisztikai elemzéseket végeztiink az SPSS programmal. Elsé
1épésként normalitas vizsgalatot végziink. A program ebben az esetben az adatok eloszlasat
vizsgalja, ami sziikséges informécido ahhoz, hogy a tovabbi statisztikai eljarasok koziil a
megfelelét ki tudjuk valasztani. (HAJTMAN, 2012) Normal eloszlas esetén p<0,05; nem
normal eloszlas esetén p>0,05. Ha a normalitas vizsgalat utan nem normal eloszlast kaptunk,
akkor Kruskal-Wallis tesztet végziink. Ez a tobb fiiggetlen mintas teszt, ami rendezett mintan
alapul, nullhipotézise, hogy minden minta azonos eloszlasu alapsokasagbdl szarmazik. Ezutan
az adatsorokat parosaval vizsgaljuk, amihez Mann-Whitney tesztet hasznalunk. Ez a két
fiiggetlen mintas teszt. A nullhipotézis, hogy a két sokasag ugyanabba az eloszladsba tartozik.
Mindkét teszt esetén szignifikdnsnak tekintjik az eredményeket, ha p<0,05. (HUZSVAI és

mtsi., 2012) Végiil boxploton abrazoluk az eredményeket.
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5.Eredmények

A normalitas vizsgalat soran nem normal eloszlast tapasztaltunk, ezért a tovabbiakban
nem paraméteres teszteket hasznaltunk. Elsé 1épésben a kontrollt hasonlitottuk az Osszes
beteghez Mann-Whitney teszttel. Szignifikans kiilonbséget nem kaptunk (CXCR5/PD-
1/CD4+ p=0,774; CXCR5/ICOS/CD4+ p=0,510), de tovabb vizsgalva azt tapasztaltuk, hogy
a CXCRS5/ICOS/CD4+ sejtek nem voltak magasabb szadmban a betegeknél (atlag — kontroll:
22,92; Osszes beteg: 20,21) (7.2 abra), a CXCR5/PD-1/CD4+ sejtek viszont igen (atlag —
kontroll: 20,17; 0sszes beteg: 21,34) (7.1 abra).

Kontroll és 6sszes beteg periférias vérmintainak Tth sejtjeinek aranyanak 6sszehasonlitasa

BCXCR5/PD.1/CD4+ BCXCR5/ICOS/CD4+

4

kentroll Gsszes beteg kentroll bsszes beteg

7.1 abra 7.2 4bra

7. abra: Kontroll és Osszes beteg periférids vérmintainak Tth sejtjeinek aranyanak

O0sszehasonlitasa
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A kovetkezd 1épésben Kruskal-Wallis teszttel vizsgaltuk a kontroll, SS, RA, SLE,
egyéb betegek adatait. Itt sem szignifikins (CXCR5/PD-1/CD4+  p=0,985;
CXCR5/ICOS/CD4+ p=0,251), viszont a boxploton lathato a kiilonbség. A Tth sejtek aranya
a legnagyobb mértékben a SS-nal emelkedett. (8. abra) CXCR5/PD-1/CD4+ sejteknél az atlag
22,56, a CXCRS5/ICOS/CD4+ sejteknél pedig 24,13.

Kontroll, RA, SS, SLE és egyéb periférias vérmintak Tth sejtjeinek aranyanak &sszehasonlitasa

BCXCR5/PD.1/CD4+ 51 BcXCR5/ICOS/CD4+
8- -
o
&1
- o
4
I ] I
2‘ - " =
o ol
. T T T T T . . T T T T T
kontrall RA S5 SLE egyéb kontrall RA S5 SLE egyéb
8.1 abra 8.2 abra

8. ébra: Kontroll, RA, SS, SLE és egy¢b periférias vérmintak Tth sejtjeinek aranyanak

Osszehasonlitasa
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A SS-s adatokat tovabb bontottuk glandularis és extraglandularis csoportokra és ezeket
egymashoz és kontrollhoz hasonlitottuk Kruskal-Wallis teszt segitségével. Azt tapasztaltuk,
hogy a glandularis és extraglandularis mintdkban a Tth ardny magasabb volt, az egészséges
mintakhoz képest, kiilondsen az extraglandularisnal a CXCRS5/ICOS/CD4+ sejtes mintakban.
(9. abra) A CXCRS5/PD-1/CD4+ sejtek esetén az atlag — glandularis: 12,00; extraglandularis:
10,75; kontroll: 9,92. A CXCRS5/ICOS/CD4+ sejteknél: glandularis: 10,00; extraglandularis:
13,5; kontroll: 9,67. A kiilonbségek egyik esetben sem szignifikansak. El6bbinél p=0,827,
utébbinal p=0,523.

Glandularis, extraglandularis tiinetekkel rendelkez6 SS-s periférias vérmintak Tth sejtjeinek
aranyanak osszehasonlitasa egymassal és kontrollal

BCXCR5/PD.1/CD4+ 51 BcxcRr5/ICOs/CD4+

glandularis extraglandularis kontroll gland.ularis extraglandularis Kontroll

9.1 abra 9.2 abra

9. dabra: Glandularis, extraglandularis tlinetekkel rendelkezd SS-s periférias vérmintak

Tth sejtjeinek aranyanak Gsszehasonlitasa egymassal és kontrollal

A Kruskal-Wallis teszt utan Mann-Whitney teszt segitségével kettesével is 6sszehasonlitottuk
a glandularis-extraglandularis, glandularis-kontroll, extraglandularis-kontroll csoportokat. fgy
is arra az eredményre jutottunk, hogy az extraglandularis mintdkban emelkedett a legnagyobb
mértekben a Tth sejtek aranya. A glanduléris és a kontroll kdzott viszont nem talaltuk azt a

kiilonbséget, mint az eldbbi tesztben. A kiilonbségek itt sem szignifikansak.
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Tovabbi csoportositais a SS-s adatoknal az anti-Ss-A vagy anti-Ss-B antitesttel
rendelkezd betegektdl szarmazo adatok és az antitesttel nem rendelkezd betegek kettébontasa.
Ezt a két csoportot hasonlitottuk 6ssze egymassal és a kontrollokkal Kruskal-Wallis teszttel.
Azoknal a betegeknél, ahol jelen volt az anti-Ss-A vagy anti-Ss-B antitest, ott novekedett az
Tth arany a kontrollhoz képest, viszont az antitesteket nem tartalmazé mintaknal ezt nem
tapasztaltuk, ahogy ez a 10. abran nagyon jol lathato. A CXCR5/PD-1/CD4+ sejtek esetén az
atlag — antitest negativ: 9,5; antitest pozitiv: 13,25; kontroll: 9,92. A CXCRS5/ICOS/CD4+
sejteknél: antitest negativ: 10,00; antitest pozitiv: 13,5; kontroll: 9,67. A kiilonbségek nem
szignifikansak. Els6 esetben a p=0,578, a masodik esetben p=0,523.

Anti-Ss-A és anti-Ss-B negativ és pozitiv SS-s betegek vérmintainak Tth sejtjeinek
aranyanak osszehasonlitasa egymassal és kontrollal

BCXCR5/PD.1/CD4+ 51 McxcRr5/1COS/CDA+

o o
anti-Ss-A és anti-Ss-B  anti-Ss-A és anti-Ss-B Kontroll anti-Ss-A és anti-Ss-B  anti-Ss-A és anti-Ss-B Kontroll
negativ pozitiv negativ pozitiv
10.1 abra 10.2 abra

10. 4bra Anti-Ss-A ¢és anti-Ss-B negativ és pozitiv SS-s betegek vérmintainak Tth

sejtjeinek aranydnak 6sszehasonlitdsa egymassal és kontrollal

A Kruskal-Wallis teszt utan kettesével Mann-Whitney teszttel hasonlitottuk 6ket Ossze. Az
eredmények a fentiekkel megegyeznek. Az antitest negativ mintak Tth sejtjeinek aranya és a
kontroll koz6tt nem taldltunk szdmottevd kiilonbséget. Az antitest pozitivakat a kontrollhoz
hasonlitva viszont jelentds emelkedést tapasztaltunk. A pozitivakat a negativakhoz hasonlitva

azt lattuk, hogy az antitest pozitivak emelkedettek.
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6. Eredmények megbeszélése

A kisérlet soran leginkabb a vart eredményeket kaptuk. Osszehasonlitottuk az
egészséges periféridas vérmintakban 1évé Tth sejtek aranyat szisztémas autoimmun
betegségekben (SS, RA, SLE, egyéb) szenvedd betegek mintaival. A CXCRS/ICOS/CD4+
sejtek nem voltak magasabb szamban a betegeknél, ellenben a CXCR5/PD-1/CD4+ sejtek
esetében emelkedést talaltunk. A megnovekedett sejtszam érthetd lenne autoimmun
autoantitestek termelését, igy a fokozott autoimmunitast. (LI és mtsi., 2013)

Tovabb osztottuk betegeket (SS, RA, SLE, egyéb), vizsgalva Oket a kontrollhoz és
egymashoz képest. F6 célunk a SS-s mintdk Tth sejtjeinek ardnyanak vizsgalata volt a
kontrollhoz képest, mivel kordbbi tanulmdnyokban leirtdk a sejtek aranyanak emelkedését.
(SzABO és mitsi., 2013) Ezt mi is tapasztaltuk. Az Gsszes betegség koziil a SS-s mintakban
emelkedett leginkabb a Tth sejtek aranya a kontrollhoz képest. Ezt a CXCRS5/PD-1/CD4+ és
CXCRS/ICOS/CD4+ sejtek esetén is tapasztaltuk. A tobbi betegség mintaival amiatt végeztiik
el a kisérletet, mert talalhatok leirasok arrol is, hogy esetiikben is emelkedett a Tth sejtek
aranya. A RA esetén talalhatok cikkek Tth sejtek aranyanak novekedésérdl (MA és mtsi.,
2012), és arr6l is, hogy ezt nem tapasztaltak (CHAKERA ¢és mtsi., 2012). Mi az utobbit tudjuk
alatamasztani, mert sem a CXCRS5/PD-1/CD4+ és sem a CXCRS/ICOS/CD4+ sejtek esetén
sem tapasztaltunk emelkedést az egészséges vérmintakhoz képest. Korabban SLE-s
vérmintakban is talaltak Tth sejt arany emelkedést (LE COz és mitsi., 2013), azonban ezt mi
nem tapasztaltuk, sem a CXCR5/PD-1/CD4+, sem a CXCRS/ICOS/CD4+ sejtek esetén.

A SS-s betegeket a klinikai szempontok szerinti vizsgdlathoz tovabbi csoportokba
osztottuk a tiinetek és az autoantitest pozitivitas alapjan, mivel el6ttiink vizsgaltak mar ezeket
a csoportokat egymashoz és a kontrollhoz képest. (SZABO és mtsi,. 2013) A Kkorabbi
eredményekkel megegyezd eredményeket kaptunk, a glandularis és az extraglanduléris
csoportban emelkedett a Tth sejtek aranya a kontrollhoz képest, kifejezetten az
extraglandularis csoportba tartozd betegek mintdiban. Ennek oka az lehet, hogy az
extraglandularis tiinetek az altalanos tiinetek mellett mar egyéb szervi érintettséget is
jelentenek (CzIRJAK, 2006), az autoimmunitds nagyobb mértékben okoz karokat a
szervezetben, igy el6fordulhat, hogy a Tth sejtek is nagyobb szdmban fordulnak elé a
periférids vérben.

Az anti-Ss-A vagy anti-Ss-B antitesttel rendelkez6 betegektdl szarmazo adatok és az

antitesttel nem rendelkez6 betegek adatainak Osszehasonlitasa egymassal és kontroll
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csoporttal. Azoknal a betegeknél, ahol nem volt jelen az anti-Ss-A vagy anti-Ss-B antitest
nem tapasztaltunk Ttfh arany novekedést a kontrollhoz képest, viszont az antitesteket
tartalmazo mintaknal Tfh arany névekedést figyeltiink meg. Az anti-Ss-A és anti-Ss-B antitest
a SS jellegzetes antitestjei (CzIRIAK, 2006), igy a vart emelkedést tapasztaltuk a pozitiv
betegeknél. Azonban mivel az antitest negativ betegek is SS-ban szenvednek, ezért ott is
emelkedést vartunk volna.

Tobb esetben is eltérést tapasztaltunk a CXCRS5/PD-1/CD4 pozitiv és a CXCRS5/PD-
1/CD4 pozitiv sejtek eredményei kozott. Ennek oka az lehet, hogy nem ugyanolyan
mértékben specifikus a Tth sejtekre a PD-1 és ICOS marker. Valoészinlileg az ICOS a
specifikusabb. Arra a kovetkeztetésre jutottunk, hogy a legcélszeriibb, ha a tovabbiakban PD-
1/ICOS kettds pozitiv jeldlést alkalmazni.

Az analizis soran kapott eredmények valdszinilisithetden az alacsony mintaszdmok
miatt nem szignifikansak. A kiilonbségekben talalt tendencidk megerdsitésére tovabbi mintak
analizisét tervezziik.

Amennyiben a tovabbi vizsgilatok is ezeket az eredményeket mutatjdk,
bebizonyosodik a Tfh sejtek kapcsolata az autoimmun betegségek kialakuldsaval, igy a
periférids vérmintdban megemelkedett ardnyuk eldre jelezheti az autoimmun folyamatok

beindulasat a betegségek korai szakaszaban.
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7. Osszefoglalas:

A szervezet immuntolerancidjanak megsziinése autoimmun betegségek kialakulasahoz
vezet, mint példaul Sjogren szindroma (SS), Szisztémas lupus erythematosus (SLE),
Rheumatoid arthritis (RA). A SS a kiilsé elvalasztast mirigyeket érint gyulladdsos betegség,
jellemzd antitestje az anti-Ss-A és anti-Ss-B. A betegek csoportosithatok glandularis és
extraglandularis tiinetek alapjan. Korabbi tanulmanyoknal leirtak, hogy a follikularis helper
T-sejtek (Tth) szama megemelkedett az SS-es periférias vérben. Célunk Sjogren-szindromas
periférids vérben taldlhatd Tth sejtek aranyat hasonlitani egészséges mintdkhoz képest,
tovabba a klinikai adatok alapjan tovabbi 6sszehasonlitdsokat végezni.

A mintakat csoportokba soroltuk: kontroll, SS, SLE, RA és egyéb, majd a Tfhra
jellemzd sejtfelszini molekuldk felhasznaldséval, fluoreszcens festékkel megjelolt
ellenanyagok (anti-CD4-PerCP, anti-CXCR5-FITC, anti-CD278-PE, anti-CD279-PE)
segitségével vizsgaltuk a periférias vérmintakban a Tth sejtek aranyat. A megjeldlt mintakat
aramlasi citométerrel mértiik le, a kapott eredményeket a CellQuest programmal analizaltuk.
A tovabbiakban statisztikai elemzéseket végeztink az SPSS programmal. Normalités
vizsgalat utan Kruskal-Wallis, majd Mann-Whitney tesztekkel értékeltiik az adatokat, végiil
boxploton dbrazoluk az eredményeket.

A beteg mintdkban a kontrollhoz hasonlitva emelkedett Tth aranyt tapasztaltunk,
kiilondsen az SS-s mintakban. A SS-s adatokat tovabbi csoportokra bontva, azt tapasztaltuk,
hogy a glanduléris és extraglandularis mintdkban a Tth ardny magasabb volt, az egészséges
mintakhoz képest, kiilondsen az extraglandularisnal. Azoknal a betegeknél, ahol jelen volt az
anti-Ss-A vagy anti-Ss-B antitest, ott novekedett az Tth arany a kontrollhoz képest, viszont az
antitesteket nem tartalmaz6 mintaknal ezt nem tapasztaltuk.

Bar az eredmények nem szignifikansak, az eltérések tendenciaja alapjan feltételezhetd,
hogy a Tfh sejtek a B-sejtek aktivalasa és antitest termelésiik fokozasa révén fontos szerepet
jatszanak a szisztémas autoimmun betegségek pathomechanizmuséban, SS esetén az

extraglandularis tlinetek kialakuldsahoz és az autoantitestek megjelenéséhez is hozzéjarulhat.
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Intézetnek a lehetOséget, Osszes dolgozdjanak a rengeteg segitséget. Kiilon szeretném
megkdszonni témavezetomnek Dr. Simon Diananak ¢és Dr. Berki Timeanak az utmutatést és

segitséget a tudomanyos munkamban.
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10.1 Tételes szerzoi hozzajarulas

Tételes szerzéi hozzajarulas
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- sejtek jelélése — protokoll begyakorlas utdn

- mintdk lemerése aramlési citométerrel — témavezetd feltigyeletével
- analizis CellQuest programmal

- statisztikai elemzés SPSS programmal

- eredmények abrdzoldsa boxploton
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