A T- és B-limfocita alpopulaciok eloszlasanak
vizsgalata endometriozisos betegekben
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Endometriozis

« Osztrogén fliggd, benignus, krénikus
gyulladasos korkép

* Ektopias endometrialis szovet
e Reproduktiv kord n6k (kb. 10%),
infertilitas (kb. 30%)
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Jellegzetes tlinetei:




A betegség patofiziologiaja

* Multifaktorialis eredet( betegseég
e Szamos tedria

* Kulcsfontossagu: az ektopias szovetek elleni szervezet altal |étrehozott gyulladasos és
immunolodgiai valaszok

Genetikai/ Epigenetikai okok

Szteroid hormonok Retrograd menstruacio
Gyulladasos folyamatok & Metaplazias atalakulas
Oxidativ stressz Limfatikus/ hematogén szdrddas
Immunoldgiai valtozasok Endometridlis Gssejtek

Szovetsérulés helyén torténd implantacio




Az immunrendszer szerepe az endometriozis
kialakulasaban és terjedésében
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Ami eddig ismert: M2 polarizacio .
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Forrds: Hu et al. Rep. and Dev. Med. 3(2):p 117-123 2019.



CDA4+ és B sejtek
szerepe az
autoimmunitasban

 CD4+ T helper sejt(Th) szubtipusok:
Th1, Th2, Th17, Tfr (regulatorikus T-
limfocita), Tth (follikularis helper T-
limfocita)

* A Tfr sejtek feladata: immunfolyamatok
regulalasa, immunoldgiai tolerancia
kialakitasa, szupresszio segitségével

* A Tfh sejtek feladata: B sejtek érését,
aktivalodasat, antigen specifikus
antitest termelését segitik

Forras: Fels6 abra: Pap Ramdna 2022 A glukokortikoid hormon szerepe a
regulatorikus T-sejtek differencialddasaban cimi PhD értekezésébdl (az eredeti abra
forrasa: Wambre et al. Curr Opin Immunol. (6):700-6; 2012.)

Also abra : Linterman MA. and Hill DL. F1000 Faculty Rev. 5(88); 2016.
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A kisérlet célkitlizései

 Meghatarozni immunfenotipizalassal a CD4+ szubtipusok jelentGségét:
follikularis helper T-limfocita (Tfh) és follikularis regulatorikus T-limfocitak (Tfr),
valamint a kiilonboz6 érett és naiv B-limfocita populaciok atfogo vizsgalatat
végezni endometridzisban




Vizsgalt populacio

Eletkor (év) 29,1 (£5,2) 27,5 (£3,7) n.s.
BMI 21,4 (+2,5) 20,1 (+1,7) n.s.
Paritas 0-1 0-1 n.s.
Graviditas 0-2 0-2 n.s.

e Kizaro kritériumok: belgyogyaszati korképek, autoimmun megbetegedések, dohanyzas,
3 honapon belili oltas, hormonterapia

e Szukséges kritériumok endometridzisban szenvedd ndék részérdl: szovettanilag igazolt
endometriodzis



A laboratoriumi munka folyamatai

Mononuklearis sejtek szeparalasa gradiens centrifugalassal Ficoll oldat segitségével
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= — Mononuklearis sejtek: Limfocita gydrd
= Ficoll
l v_' Vorosvértestek
"B — Vérminta Limfocita gydrd
: 1500 ford., 25°C, 25 iy S
: gy begylijtése, mosas
_ perc, lassitas e
*~ — Ficoll oldat fokoratosan fék 2x, centrifugalas
A\ 4 LE (1. 1500 ford., 18°C,
nélkal 10 perc
Antikoagulalt vér (fiz. séoldattal P )
N . A4S o 2. 1000 ford., 18°C,
higitva 1:1) rétegzés Ficoll oldat -
tetejére (keveredésmentesen), perc)

centrifugalas



A limfocitak specifikus jelolése és aramlasi citometrias mérése

Inkubacio 4°C-on hitében, 20

500 pl BSA PBS, sejtszamolas, limfocita percig
alcsoportok elkllonitése fluoreszcens —
monoklonalis antitestekkel Mosas 2x azidos-BSA-PBS,

centrifugalds (1800 ford., 25°C,
4 perc) (PBS- foszfat puffer, pH
kontroll)

Fixalas 1%-os Paraffin olajjal

Aluféliaval fedés, 4°C, hiit6

}

Aramlasi citometrids mérés FACSCalibur,
kiértékelés FlowJo v10.0.7 software

*Pozitiv és negativ populacidk elkilonitése
FMO - fluorescence minus one - kontrollok
alapjan




CD4* CXCR5* ICOS* PD-1*
CD4* CXCR5* CXCR3* CCR6"~
CD4* CXCR5* CXCR3* CCR6"
CD4* CXCR5* CXCR3~ CCR6*
CD4* CXCR5* CXCR3™ CCR6~
CD4* CXCR5* CD127- CD25*

Adatanalizis: a T-sejt alpopulaciok elemzése
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Adatanalizis: a B-sejt alpopulacid
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follikularis helper T-sejtek Eredmények 1
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* Normal eloszlas: Shapiro—Wilk teszt

Kétmintas parositatlan kétoldali Student-féle T-prdba, (statisztikailag szignifikans az eltérés ha: p<0,05 * ;
p<0,01 **)

Box-whiskers diagram: 25. és 75. percentilis, median, minimum, maximum
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Eredmények kiértékelése

Szignifikansan csokkent a Tfh 2 sejtek, szignifikansan n6tt a Tfh 1/17 sejtek ardnya

A Tfh 2 sejtek csokkenése, az ektopias endometrialis szovet lokalis kornyezetébe gyllekezés,
alternativ makrofag polarizacio, csokkent fagocita képesség, endometrialis szovet proliferacioja,
angiogenezis

A Tfh 1/17-sejtek novekedése, gyulladdsos folyamat kiterjedése

A B-sejt alcsoportok esetén nincs szignifikans eltérés, igy a betegekben a humoralis immunvalasz
mérseékeltebb szerepd lehet

A Tfh sejtek fontos szerepe, az endometrialis szovet korul tapasztalhato szoveti remodelling
folyamataban, a gyulladasos folyamat kiterjesztésében, tovabbi vizsgalatuk és célzott terapias
eljaras ala vonasuk uj, akar kurativ megoldas lehet



Koszonom a figyelmet!
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Sajat munkam a kutatasban

Szakrendelésen val6 részvétel, mintavétel és mintak szallitasa- DE AOK
Szulészeti és NO6gyogyaszati Intézet

Laboratoriumi kutatasban valo részvétel (szeparalas, centrifugalas,
sejtszamolas, festeés, mintak el6keszitése a méréshez)- Klinikai
Immunolégiai Tanszék

Eredmények dokumentalasa
Adatok feldolgozasaban és kiértékelésében valod részvétel (segitséggel)

Etikai engedély szama: 5948-2022
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