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1. ROVIDITESEK JEGYZEKE

ADA
APC

AS

ATP
AUC
BASDAI
BD
CaMK
CD
cit-Ca®*
CRAC
CRP
CTLA-4
DAF-FM
DAG
DAS-28
DHE
DMARD
DMSO
eNOS
ER

ETA
FACS
FCS
FoxP3
GCS
GITR
HLA
IFN-y
IFX

adalimumab

antigén prezentalo sejt

spondilitisz ankylopoetica

adenozin trifoszfat

gOrbe alatti tertilet

Bath spondilitisz ankilopoetika betegseg aktivitasi index
Becton Dickinson

kalmodulin-fiiggd protein kinaz

cluster of differentiation

citoplazmatikus kalcium

kalcium felszabadulas aktivalta kalcium csatorna
C-reaktiv protein

citotoxikus T-limfocita antigén-4
4,5-diaminofluorescein

diacil-glicerol

betegség aktivitasi pontszam (28 izlletre vonatkoztatva)
dihidroetidium

betegségmadosito antireumatikus gyégyszer
dimetil-szulfoxid

endotelialis nitrogén monoxid szintetaz

endoplazmas retikulum

etanercept

fluorescence-activated cell sorting

fotalis borjusavé

forkhead box P3 transzkripcios faktor
glikokortikoszteroid

glukokortikoid indukalta tumor nekrozis faktor receptor
human leukocita antigén

interferon-gamma

infliximab
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IL interleukin

INOS indukéalhat6 nitrogén-monoxid szintetaz
IP3 inozitol-1,4,5-triszfoszfat

iTreg adaptiv vagy indukalt Treg

LF leflunomid

Max maximum érték

MCU mitokondrialis kalcium uniporter

MCV mutated citrullinated vimentin

MHC {6 hisztokompatibilitasi komplex

mit-Ca?* mitokondriélis kalcium

MTX metotrexat

NFAT aktivalt T-sejtek nukleéris faktora

NF«B nukleéris faktor kappa B

NK-sejt természetes 0610 sejt

NKT-sejt természetes 616 T sejt

nNOS neuronalis nitrogén monoxid szintetaz

NO nitrogén monoxid

NOS nitrogén monoxid szintetaz

NSAID nem-szteroid gyulladascsokkentd gyogyszer
nTreg természetes regulatoros T-sejt

PBMC periférias vér mononukleéris sejt

PBS foszfat-pufferelt fizioldgias sdoldat

PLC-y foszfolipdz C-gamma

PHA fitohemagglutinin

PIP, foszfatidilinozitol-4,5-biszfoszfat

PKC protein kinaz C

PMCA plazma membran kalcium ATPaz

RA reumatoid artritisz

RF reumatoid faktor

RORyt retinoic acid-related orphan receptor gamma t
RPMI Rosewell Park Memorial Institute medium
SERCA szarko/endoplazmas retikulum kalcium ATPAaz



SLE
SOCE
SpA
STAT
T-bet
Tc
TCR
TGF-p
Th
tmax
TNF-a
Treg
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szisztémas lupus erythematosus
sejtraktarak altal szabalyozott kalcium beéramlas
spondilartropétia

szignal transzdukcio és transzkripcid
T-box expressed in T-cells
citotoxikus T-sejt

T-sejt receptor

transzformal6 ndvekedesi faktor béta
helper T-sejt

a maximum elérésének ideje

tumor nekrozis faktor-alfa

regulatoros T-sejt
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2. BEVEZETES

A reumatologiai korképek patomechanizmusaban a gyulladasnak kitiintetett
szerepe van. Spondilitisz ankilopetikdban (AS) és reumatoid artritiszben (RA) egyarant
megvaltozik az immunrendszer miikodése, beleértve az adaptiv immunfolyamatokat is.

Az adaptiv immunrendszer kodzponti elemét jelentik a CD4+ és a CD8+
T-limfocitak. Ezek miikodése, aktivacioja alapvetden meghatdrozza az (auto)immun
folyamatok hevességét és iranyat. AS és RA esetében tdbb megfigyelés szerint is
megvaltozhat a CD4+ és CD8+ limfocitdk aranya, sejtes kornyezete, illetve mitkddése.
Azonban egyes keresztmetszeti vizsgalatokat leszdmitva nincsenek olyan prospektiv
Klinikai tanulmanyok, melyek a CD4+ és a CD8+ sejtekre jellemzd paramétereket a
betegség lefolyasaval és a kezelésre adott valasszal 6sszefuiggésben vizsgaltak volna.

A sejtek prevalencidjanak eltérései mellett feltételezhetéen a sejtaktivacios
folyamatok is eltérhetnek a normalistol, és igy a sejtek funkciéi mddosulhatnak. A
technikai nehézségek miatt azonban az ilyen iranya vizsgéalatok szama meglehetdsen
korlatozott. A reumatoldgiai korképek kozil egyedil RA-ban voltak korabban olyan
probalkozasok, melyek intracelluléris folyamatok jellemzésére iranyultak.

PhD hallgatoként olyan potenciélis biomarkerek kutatdsaban vettem részt,
amelyeket kiilonboz6 stadiumu, sulyossagli és/vagy modon kezelt AS-ben és RA-ban
szenvedd betegekben vizsgaltunk. Munk&m soran a laboratoriumunkban kifejlesztett Uj
aramlasi citometrias technikak segitségével értékeltem ebben a két kdrképben a betegre
jellemzé immunfenotipust, és a T-sejt funkcid szempontjabdl kiemelkedd fontossagu
intracellularis folyamatokat.

Tdbb betegcsoport bevonasaval azonositottunk olyan, az adaptiv immunvalaszt
érintd eltéréseket, melyek az AS és az RA bizonyos stadiumaban jelen lehetnek.
Megfigyeléseink reményeink szerint segithetik ezeknek a korkepeknek a jobb

megértését, esetleg diagnosztikus és terapias dontési célpontok azonositasat.
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2.1. Spondilitisz ankilopoetika

A spondilitisz ankilopoetika (AS) vagy mas néven Bechterew-kor egy kronikus
gyulladasos izlleti megbetegedés, a spondilarthritiszek legjellegzetesebb képviseldje.
Elsésorban a gerinc és a szakroiliakdlis (keresztcsonti-csip6esonti) izlletet érinti.
Periférias izuleti aktivitds esetén altalaban asszimmetrikus, dominaloan alsé végtagi
nagy izuleti gyulladasként jelentkezik (térd, boka, vall) [1]. A csigolyak izlleteinek
kronikus gyulladasa (spondilitisz) jellegzetesen a szalagok tapadasi helyének
gyulladasaval, kdvetkezményes szalagmeszesedéssel jar. Az enthesitis szintén
jellegzetes extra-axialis klinikai eltérés AS-ben, mely az inak tapadasi helyének
gyulladasa. A gerinc kronikus gyulladasanak kezdetben specifikus klinikai és
radiomorfologiai jelei nincsenek. Az id6 eldrehaladtaval azonban csontképzddés indul
el, ami vegul a csigolyak kozotti Osszekottetések osszeolvadasat (ankildzis) és az
izuletek teljes elmerevedését eredményezheti [2]. A betegség leggyakrabban 20 és 30
éves kor kozott jelentkezik és férfiakban 2-3-szor gyakoribb [3].

Az AS pontos patogenezise ismeretlen, egy immun-medialt krénikus
gyulladasos betegségnek tekinthetd, amelyben a genetikai és a kornyezeti faktorok
egyarant szerepet jatszanak. Szoros 6sszefliggést mutat az MHC I-es tipusba sorolhato
HLA-B27 sejtfelszini genetikai markerrel [4]. Az AS szisztémas immun-medialt
jellegére utal, hogy a betegség barmely szakéban eléfordulhatnak gyulladasos reakciok
és ezek a periférias izliletek mellett egyéb szervekben is manifesztalédhatnak. Az axialis
érintettség (AS) gyakran nem 6nallo entitas, hanem egy tagabb betegségcsoport a
spondilartropétidba (SpA) tartozd valamelyik korkép els6é klinikai jele. Ennek
megfeleléen az extra-artikularis érintettség bortiinet (artritisz pszoriatika), béltlinet
(enteropétias artritisz), konjuktivitisz (reaktiv arthritisz), uveitis formajaban a
leggyakoribb [5]. A szisztémas jellegre utalnak azok az elvaltozasok is, melyeket a
periférias vér limfocitaiban figyeltek meg. AS-ben emelkedik a Th2 limfocitak [6]
valamint a Thl7 sejtek aranya [7], az immun folyamatokat féken tart6 regulatoros
T-sejtek (Treg) prevalencidja pedig csokken [8]. Ezek az elvaltozasok a kronikus
gyulladas fenntartasaban, és igy az AS patomechanizmusaban fontos szerepet

jatszhatnak.
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A sejtek prevalencidjanak eltérései mellett feltételezhetéen a sejtaktivacios
folyamatok is eltérhetnek a normalistdl AS-ben. RA-ban, egy szintén kronikus
autoimmun reumatologiai betegségben ugyanis megfigyelték, hogy T-limfocitdkban az
intracellularis nitrogén monoxid (NO) termelés fokozddott, a citoplazmatikus kalcium
koncentraciéo pedig emelkedett volt [9]. Ez a megéallapitds megerésitette azt az
elképzelést, hogy autoimmun reumatoldgiai kérképekben a T-limfocitdk funkcionalis
eltérései a gyulladdsos folyamat fenntartasaban és a progresszioban is szerepet
jatszhatnak. AS-ben eddig hasonlo vizsgalatokat nem végeztek, a T-limfocitak
intracellularis folyamataival 0Osszefiiggé rovid-tavd funkciondlis eltéréseit nem
vizsgaltak.

Az AS kezelése hosszU évtizedekig a fizikoterapia és a sebészi beavatkozas
mellett a nem szteroid gyulladascsokkenté gyogyszerekre (NSAID) tamaszkodott. [10].
Forradalmi valtozast jelentett a gyulladdsos reumatoldgiai korképek, igy az AS
kezelésében is a biologiai terdpids készitmenyek megjelenése. AS-ben a bioldgiai
terapias szerek koziil egyelore egyes tumor nekrozis faktor (TNF)-ao gatlo készitmények
bizonyultak hatékonynak [3]. Az NSAID-okat elsésorban a tlineti kezelésre alkalmas
szereknek tekintjiik, melyek feltehetéen a betegség lefolyasat nem befolyasoljak. Ezzel
szemben a TNF-a gatlok a gyulladasos folyamatot fenntartdé legfontosabb citokin
hatasat semlegesitik, ami potencialisan a betegség progressziojara is hatassal lehet (RA-
ban a progressziot kedvezbéen befolyasoljak). Az immunsejtek prevalencidjat modosito
hatasat olyan immun-medialt korképekben igazoltak, mint a Crohn-betegség [11], a
colitis ulcerosa [12] vagy a RA [13]. A TNF-a géatlok immunfenotipust befolyasol6
hatasara AS-ben kevés irodalmi adat all rendelkezeésre

2.2. Reumatoid artritisz

A reumatoid arthritis a leggyakoribb kronikus autoimmun izileti megbetegedés,
amely a fejlett vilagban a feln6tt emberek 0.5— 1 %-t érinti [14,15]. Szamos gen,
kornyezeti faktor, autoantigén és sok tisztazatlan faktor jatszik szerepet azokban a
patoldgiai folyamatokban, amelyek végil az immunrendszer szisztémas aktivaciojat
eredmeényezik [16]. A T-limfocitak koros miikodése kdzponti szerepet jatszik azokban

az autoimmun folyamatokban, amelyek a RA kialakuldsadhoz vezetnek. Ezt timasztja ala
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az a szamos eltérés, melyet a kiilonbozé CD4+ és CD8+ sejtpopulaciokban taléltak.
Ezek a sejttipusok fontos szerepet jatszanak az immunvalasz harmonizalt mikodésében,
RA-ban azonban a prevalenciajuk proinflammatérikus iranyba tolodik. Kimutattak,
hogy a Thl, a Th2 és a Th17 sejtek prevalencidja RA-ban emelkedik [6,13], mig a
Treg-sejteké csokken [17] periférids vérben. A proinflammatorikus citokinek
(els6sorban a TNF-o, IL-1 és IL-6) fokozott termelése és a kiilonb6zé proteazok
aktivacidja egy olyan kaszkadot eredményez, amely végsé soron az izlletek eroziv,
destruktiv karosodasahoz vezet. A folyamat elsé jele RA-ban a szinovitis, melyet az
inak és a bursak gyulladasa is kisérhet [18].

A gyogyszeres terdpids lehetéségek szélesebb arzenalja all rendelkezésre
RA-ban az AS-hez képest mind a hagyomanyos betegségmddositd antireumatikus
gyogyszerek (DMARD, disease modifying antirheumatic drugs), mind a bioldgiai
terdpids készitmények vonatkozédsaban. A legfontosabb DMARD teréapids szerek a
metotrexat (MTX), a leflunomid (LF), a sulfasalazin és a chloroquin. A legtébb Kklinikai
vizsgalat a biologiai terdpias szereket szignifikansan hatékonyabbnak irta le MTX-szel
kombinalva, igy az MTX az els6 vonalban valasztandd DMARD. A
glikokortikoszteroidokat (GCS) Altaldban atmenetileg a kezdeti aktivitaskor illetve
relapszusok esetén alkalmazzuk. Az igen hatékony tlineti terapias hatason tul kedvezd
betegségmadosito hatasuk is ismert. Amennyiben a DMARD vagy kombinalt DMARD
terapia nem hatékony, biologiai terapias készitmények valaszthatok. A biologiai terapia
a gyulladasos patomechanizmus egy jol ismert Iépésének pontjat tdmadja, tudatosan
fejlesztett molekulak alkalmazasat jelenti. A biologiai terdpia elsOdlegesen nagy
molekulatomegli, fehérjetermészetli, altaldban monoklondlis antitest vagy szolubilis
receptorok alkalmazasat jelenti. A biologiai terapia kifejezés helyett a célzott terapia
elnevezés is elfogadott. A szdmtalan potencialis tamadaspont és terapias kisérlet kozul
az anti-citokin terapia, citokin receptor antagonista, a B-sejt inhibitorok illetve a T-sejt
kostimulacio gatlas kapcsan mér a mindennapi gyogyitds szdmadra is elérhetd terapias
készitményekkel rendelkeziink. A bioldgiai terapia bevezetése 6ta eltelt tobb mint két
évtized alatt az els6 vonalbeli alkalmazast tovabbra is a TNF-a gatlok jelentik. A TNF-o
kdzponti szerepe az RA patogenezisében régdta kdzismert, de a hatékony gatlasara a
biologiai terapia megjelenéséig nem volt lehetdség. Vilagszerte a legrégebben
bevezetett hdrom klasszikus TNF-a blokkol6 az infliximab (IFX), az etanercept (ETA)

-10 -
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és az adalimumab (ADA). (Tovébbi tovabbfejlesztett szerek (golimumab, certolzumab)
is rendelkezésre allnak, de ezek a tézis alapjaul szolgalo kisérletek megkezdésekor még
nem alltak rendelkezésre.) Bar mindharom klasszikus készitmény feladata, hogy
megakadalyozza a TNF-a kotédését a receptorahoz és hogy ezaltal kifejtse a hatasat,
apré eltérések mégis mutatkoznak. Az IFX egy egér/humén kiméra monoklonalis
antitest, az ADA egy tisztan human monoklondlis antitest, az ETA pedig egy fuzios
fehérje, mely szolubilis TNF-a receptorként miikodik. Terapias hatasuk egyenértékiinek
tekinthet6 és jol miikodnek egymas alternativajaként, azért apro hatasbeli kilonbségek,

egyéni reakciok és mellékhatasok mégis mutatkoznak [19,20].

2.3. Az immunoldgiai folyamatok sejtes elemei

Az immunrendszer pontos megértéséhez vezetd ut egyik kulcs momentuma Jim
Gowans nevéhez fiizédik, aki 1962-ben leirta a klonalis szelekcidban résztvevd
limfocitakat és ezzel megalapozta az adaptiv immunitas tudomanyat [21]. Ezt kovet6en
a limfocitak nagyobb csoportjaira is fény derilt, és funkcidjuk alapjan a humoralis
immunitasért felelés B-limfocitdkra, valamint a sejt-medialt immunitasban fontos
szerepet jatsz0 T-limfocitakra osztottak Oket [22]. Mar a 70-es években sikerilt
felismerni, hogy ez a felosztas is pontositasra szorul, ugyanis sok kiilonb6zd sejt van
egy csoportba sorolva. A felszini antigének vizsgalataval a sejtek azonositasa, ill.
megismerése jelentdsen felgyorsult ¢€s elkezdték leirni a kiilonb6z6 limfocita
alcsoportokat, elséként a CD4+ helper (Th) és a CD8+ citotoxikus T-limfocitakat (Tc)
[23]. Egy tovabbi mérfoldk6é volt Mosmann és Coffman 1989-es felfedezése, akik a
helper T-sejtek alcsoportjait kiilonitették el a citokin termelésuk alapjan, igy létrejott a
Thl és Th2 tipusu sejtek koncepcitja [24]. A sejtek azonositasa azota is toretlendl
zajlik, a folyamatosan boviild tarhdzunk pedig ma mar elképzelhetetlen lenne olyan

sejtek nélkil, mint a regulatoros T-sejtek vagy a Th17 sejtek.

-11 -
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2.3.1. T-limfocitak

A limfocitdk kétharmadat kitevé T-limfocitak (T-sejtek) a sejt-medialta
immunvalasz legfontosabb képvisel6i. A B-limfocitdkkal egytitt képesek specifikusan
felismerni és elpusztitani a szervezet szdmara idegen anyagokat és sejteket.

Neviiket onnan kaptdk, hogy a csontveloben képzdédott multipotens limfoid
progenitor sejtek atkertilnek a thymusba (csecsemémirigy) ¢és itt alakulnak at érett T-
sejtekké. Az érés soran alakulnak ki a kiilonb6z0 receptorok, melyek alapjan eddig tobb
szaz féle T-limfocitat azonositottak. Innen a naiv, azaz antigénnel még nem talalkozott
T-sejtek a vérbe, a nyirokkeringésbe és a nyirokszervekbe vandorolnak, ahol sziikség
esetén a megfelelé stimulus hatasara aktivalodnak [25]. Kozos jellemz6jiik a T-sejt
receptor (TCR), mely az antitestekhez hasonlé szerkezetli molekula, azonban mig az
antitestek homodimer szerkezetiiek, addig a TCR két glikoprotein lancbdl felépiild
heterodimer. Ez a T-sejtek 90-95%-ban egy alfa (o) és egy béta (B) lanchbdl all, a
maradék 5-10%-ban pedig egy gamma (y) és egy delta (5) lancbol [26]. Az utdbbi yo
sejtek a velesziiletett és az adaptiv immunitas kozti kapcsolatban jatszanak szerepet,
jelentdségiik pedig egyre tobb korképben (fertdzés, malignus betegségek) kertil
felismerésre [27]. Munkank soran a yo sejteket nem vizsgaltuk, igy a dolgozatban a T-
sejt kifejezes az o T-limfocitékat jeloli.

A TCR felelés az antigének specifikus felismeréséért, mely az adaptiv
immunvalasz alapjat keépezi. A T-sejtek csak a f6 hisztokompatibilitasi komplexhez
(MHC, emberben huméan leukocita antigén — HLA) kotott antigéneket képesek
felismerni, a szolubilis antigéneket nem. Az MHC molekuldkat a funkcidjuk és az
elhelyezkedésiik alapjan két nagy csoportra oszthatjuk. Az MHC-1 osztalyd molekulak
minden sejtmaggal rendelkez6 sejt felszinén megtalalhatoak és azokat az antigéneket
kotik, amelyek a citoplazmatikusan degradalt fehérjékbdl szarmaznak. Ezzel az
intracellularis patogénekre (pl. virusok) hivjak fel a figyelmet. Az MHC-II molekulak
ezzel szemben az exogén eredeti antigéneket kotik és csak bizonyos sejteken
expresszalodnak. Foleg az antigén prezentalo sejteken (APC), mint a dendritikus sejtek,

a makrofagok ill. a B-sejtek [28].
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2.3.2. CD4 és CD8 limfocitak

A T-limfocitak aktivaciojanak els6 1épése, hogy a TCR felismerje €s kotodjon az
MHC molekuldhoz (és az antigénhez). Ez a kotdédés azonban a receptorok alacsony
affinitisa miatt nem lenne elegendé a T-sejtek aktivaciojahoz, ezért a folyamatot
koreceptorok egészitik ki. A legfontosabb koreceptorok a T-sejtek felszinén talalhatd
CD4 vagy CD8 molekula. Az MHC I-hez kizarélag a CD8 koreceptor, az MHC 11.-h6z
pedig kizarolag a CD4 képes kotédni. A T-sejtek érésiik sordn kezdetben egyik
koreceptorral sem rendelkeznek, késdbb mindkettd megtalalhat6 a felsziniikon, de még
a sejtek perifériara vald kikeriilése eldtt kiszelektalodnak a kettds pozitiv és a mindkét
receptora negativ sejtek (kettés negativ). A folyamat végén a CD4 receptorral
rendelkezé sejtek lesznek a helper T-sejtek, mig a CD8 receptort hordozdk lesznek a
citotoxikus T-sejtek [29]. Ujabb kutatasok szerint azonban ez a szelekcié nem minden
esetben torténik meg, ugyanis CD4-re és CD8-ra kettGs negativ illetve kett6s pozitiv
sejtek nem csak koztes alakként funkcionalnak a T-sejtek érése soran, hanem mint érett
effektor sejtek a periférian és a nyirokszervekben is megtalalhatéak. A periférian a
T-sejtek kb. 1%-at kitevo kettds negativ limfocitakrol kimutattak, hogy foleg citokinek
termelése réven szerepilk lehet autoimmun betegségekben, gyulladasban, fertézésben és
daganatokban azaltal, hogy képesek az immunvalaszt serkenteni vagy a megfelel6
stimulus hataséara gatolni [30]. Ennek a kettds hatasnak a szabalyozasa még vizsgalat
targyat képezi. A kettdés pozitiv sejtekrdl még ennél is kevesebb ismeret all
rendelkezésre, de az esetiikben is leirtak immunszuprimald hatasukat [31] amellett,
hogy citotoxikus képességekkel is birnak [32]. A periférias vérben és a masodlagos
nyirokszervekben talalhatd T-sejtek azonban féleg egyszeresen pozitiv CD4 (60-70%)
vagy CD8 sejtek (30-40%).

A CDA4+ helper T-sejteknek fontos szerepiik van az immunvalasz beinditasaban.
Az adaptiv immunrendszer minden folyamataban részt vesznek, igy mint egy karmester
szabalyozzak a kialakuldo immunvalaszt. Ahogy a nevik is sugallja, segitenek a tobbi
sejtnek, hogy effektor sejtekke differencialodjanak és ezaltal elldssak feladatukat.
Els6ésorban citokinek termelése révén, de kozvetlen sejt-sejt kapcsolat altal is segitik a
B-limfocitak antitest termelddését, ndvelik a makrofagok fagocitald képességét és részt

vesznek a CD8 citotoxikus T-sejtek aktivaciojaban. Tovabbi fontos szerepik a
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patogénekkel szembeni immunol6giai memoria kialakitadsdban van [33]. A legujabb
vizsgélatok alapjan gy tiinik, hogy a jol ismert helper funkcid nem kizarolagos
tulajdonsaguk a CD4 sejteknek. Megtigyelték, hogy antigén aktivaciot kovetéen a CD4
helper sejtek egy csoportja transzkripcios faktoraik gatlasa réven képes atprogramozni
magat ugy, hogy citotoxikus feladatokat is ellasson. Mindezt gy, hogy a CD4
koreceptor tovabbra is kifejezddik a sejtmembranon [34].

A CD4+ helper T-sejtek miikodéséhez elengedhetetlen, hogy el6bb maguk is
effektor sejtekké differencialodjanak. Az immunsejtek érése soran keletkez6 naiv
(antigénnel még nem talélkozott) CD4+ helper limfocitdk aktivalasa az APC felszinén
torténik. A nyugvé naiv sejtek citokint alig termelnek, az aktivaciot kovetéen azonban
IL-2-t szekretal6 ThO sejtekké alakulnak at. A ThO sejtek a kornyezet szignaljaira
reagalva kiilonboz6 iranyokba képesek tovabb differencialddni. In vitro korilmények
kozott a citokinek véltoztatasaval lehet szabalyozni, hogy a CD4+ ThO sejtek milyen
effektor sejtekke differencialodjanak. In vivo azonban ennél 1ényegesen Osszetettebb
folyamatrél van sz6. A citokinek mellett transzkripcidés faktorok, epigenetikai
mechanizmusok és a mikro RNS-ek is befolyasoljadk a ThO sejt differencialddasat.
Ezeknek a hatasoknak a végeredményeként a ThO sejtek szdmos, egymastdl jol
elkiilonithetd funkcidval bird effektor sejtekké differencidlodhatnak. Ide tartoznak
tobbek kozt a Thl-sejtek, a Th2 sejtek, a Th17-sejtek és a regulatoros T-sejtek (1.4bra).
Részletes ismertetésiiket lasd késobb.

A T-limfocitak mésik nagy csoportjat a CD8+ citotoxikus T-sejtek alkotjak.
Ezek a sejtek az intracellularis patogénekkel (virus, baktérium, parazitdk) szemben
jelentenek védelmet azaltal, hogy a megfert6z6dott sejtet kdzvetlenl pusztitjak el. A
patogénbdl szarmazo antigének a sejten beliil kapcsolodnak az MHC I.-hez és igy
helyezddnek ki a sejtfelszinre. A citotoxikus T-sejt ezt felismervén aktivalodik és valik
effektor sejtté. Mivel MHC I-et szinte minden magvas sejt expresszal, a Tc-sejtek
majdnem minden sejtet képesek felismerni €s sziikség szerint elpusztitani. A fertdzott
sejtek eliminalasa 2 f&6 mechanizmussal torténik. Az egyik lehetdség, hogy a Tc-sejt
kitiriti citoplazmatikus granulumait, amelybdl felszabadulnak a perforinok és a
granzimek. A perforinok a célsejt membranjaba agyazodva poérusokat hoznak létre,
melyeken keresztil a granzimek bejutnak a célsejtbe. A granzimek, mint szerin

protedzok a kaszpaz kaszkadot aktivaljak, ami a sejt apoptdzisdhoz vezet [35,36]. A
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masik lehetdség a célsejt elpusztitasara a Fas receptor aktivalasa. A citotoxikus T-sejtek
aktivalodasa soran megnd a Fas ligand expresszidja, ami a célsejten taldlhatdé Fas
receptorhoz koétédve szintén apoptodzist indukal a fert6zott sejtben [37]. A CD8
sejteknek 2 altipusat lehet elkildniteni, a IFN-y termel6 Tcl-et és az 1L-4 termel6 Tc2-t
[38]. Mindkett6 a Tc-sejtekhez hasonl6 feladatot It el, a pontos szerepik azonban még
nem tisztdzott. Az bizonyos, hogy az autoimmun korképekre a CD8 sejtek
kiszamithatatlan hatassal birnak ami feltehetéen Osszefiigg citokintermelésiikkel is. A
CD8 sejtek képesek az autoimmun betegségeket elinditani, tdmogatni, maskor akar
gatolni [39].

2.3.3. Thl és Th2 limfocitak

Az utdbbi évtizedekben a CD4+ helper T-sejteken belll szamos alcsoportot
sikerlt elkiloniteni, melyek mind a naiv ThO sejtek differencialédasa soran
keletkeznek. Ezek koziil els6ként, 1989-ben az eltérd citokin termelésiik alapjan a Thl
és Th2 limfocitékat irtak le [24].

A Thl sejtek az IL-12 és a IFN-y jelenlétében alakulnak ki és kezdenek
proliferalni. Az IL-12-t az APC-k termelik nagy mennyiségben, ami az NK-sejtek IFN-y
szekrécidjat is serkenti. Thl sejtek differencialoddsahoz a citokinek mellett
transzkripcids faktorokra is sziikség van, elsésorban a T-bet-re (T-box expressed in
T-cells) és a STAT4-re (szignal transzdukcio es transzkripcio-4) [40]. A transzkripcios
faktorok amellett, hogy aktivaljak azokat a géneket, melyek az adott fenotipusu sejt
kialakulasahoz ~ szilkségesek  képesek gatolni a  parhuzamos  sejtvonalak
differencialodasat. Effektor funkcidjukat olyan citokinek termelése révén fejtik ki, mint
a IFN-y, az IL-2 és a TNF-a. A IFN-y fokozza a makrofagok és a neutrofil granulocitak
fagocitalo képességét, valamint aktivalja az NK-sejteket. A kdrokozdk eliminaciojat
azaltal is segiti, hogy fokozza az MHC expresszidt, és ezéltal az antigén prezentaciot.
Ugyanakkor ndveli a B-sejtek 1gG termelését is [29]. Az IL-2 ndveli a CD8 sejtek
citolitikus hatasat, valamint a T-reg sejtek tuleléseben és aktivalasaban is kozrejatszik
[41]. A TNF-a szintén fokozza a makrofagok fagocitalo képességét, kemoattraktans a
neutrofil granulocitakra nézve és kozponti szerepet jatszik az immunvalasz

regulacidjdban. A TNF-a ugyanis képes apoptosist indukalni az immunsejtekben
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(valamint a rakos sejtekben), igy szabalyozva a pro- és antiinflammatorikus hatasokat
[42].

Osszefoglalva a Thl sejtek elsdsorban az intracellularis patogének (baktérium,
virus) eliminalasaban vesznek részt, de a tulzott citokin termelés révén felborithatjak az
immunvélasz egyensulyat. Az igy kialakult proinflammatorikus talsuly fontos szerepet
jatszik a kronikus gyulladasos korképek és az autoimmun folyamatok (SLE, RA,
gyulladasos bélbetegségek) kialakulasaban és fellangolasaban [43,44]. A Thl sejtek
nagy mennyisegben expresszaljak az érésiikhtz elengedhetetlen CXCR3 kemokin

receptort, mely a CD4-el egyiitt lehet6vé teszi ezen sejtek azonositasat [45].

A Th2 sejtek differencidlodasahoz az I1L-2 és IL-4 citokinekre (melyet a APC-k
és az NK-sejtek termelnek), valamint a GATA3 és a STAT6 transzkripcids faktorokra
van szikség [41]. Feladatuk a Thl sejtektdl teljesen kildnbozik, ami az eltéré citokin
profiljukbdl adédik. A Th2 sejtek nagy mennyiségben szekretalnak IL-4-et, 1L-5-06t,
IL-10-et és IL-13-at. Az IL-4 és az IL-13 a B-sejtek IgE termelését fokozza, ami a
hiz6sejtek degranulaciéjahoz vezet. Az igy kiszabaduld hisztamin és prosztaglandin a
korai tipusu allergids reakciot eredményezi [46]. Az IL-5 ndveli az eozinofil
granulocitdk kemotaxisat, oszt6dasat és aktivacidjat, amely a kés6i tipusu allergias
reakcid Kialakitasaban jatszik kozponti szerepet, de a bélférgek elleni védelemben is
kiemelkedé fontossagu [47]. Az anti-inflammatorikus tulajdonsagokkal bird 1L-10
szekrécidjaval a Th2-sejtek képesek az immunvalasz reguldlasara. Amellett, hogy sajat
képzodésiiket gatoljak (az IL-4 csdkkentése révén) negativan hatnak a monocitakra, az
eozinofilekre és az APC-kre [48].

Osszességében tehat a Th2-sejtek az allergias reakciok kialakitasaban és az
extracellularis patogénekkel szembeni védelemben jatszanak fontos szerepet, de a
Th1-sejtekhez hasonloan ¢k is képesek autoimmun folyamatokat elinditani. Az 1L-4
ugyanis gatolja az autoreaktiv B-sejtek apoptdzisat, ami autoantitestek termelése altal
autoimmun korképek kialakulasat indukalhatja [49]. Ezzel szemben azonban védelmet
is képesek biztositani a Th2 tipusu citokinek a Thl-sejtek (IL-4 és IL-10 hatasara) és a
Thi17-sejtek (IL-13 hatasara) kozvetlen gatlasaval [43]. Legfontosabb kemokin
receptora a CCR4, mely a Th2-sejtek identifikalasara hasznalhat6 [48].
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RORvt. STAT3

T-bet, STAT4

IL-2 IL-17

IFN-y IL-12 IL-21

TNF- QN‘Y IL-22
L, [[GATAS, STATG L TOFB %/ Foxp3, STATS TGF-p
IL-5 IL-10
IL-13

1l.abra A CD4+ ThO sejtek differencialodasa Thl, Th2, Thl7 és Treg sejtekké. A
szerzett és az adaptiv immunitds sejtjei altal termelt citokinek (kék szinnel) és a
transzkripcios faktorok (feketével) egyittes hatasa donti el, hogy a ThO sejt milyen
effektor sejtté differencialodik. Az igy létrejové sejtpopuldciok eltéré  citokin
expressziojuknak (piros, sarga, z0ld, lila) koszonhetéen eltéré funkcioval birnak.
FoxP3 - forkhead box P3 transzkripcios faktor, IFN-y - interferon-gamma, IL —
interleukin, RORyt - retinoic acid-related orphan receptor gamma t, STAT - szignal
transzdukcid és transzkripcid, T-bet - T-box expressed in T-cells, TGF-f - transzformal
novekedeési faktor béta, Th - helper T-sejt, TNF-a - tumor nekrozis faktor-alfa, Treg -

regulatoros T-sejt

2.3.4. Th17-sejtek

A Thl és Th2 sejtek elkiilonitését kovetden egyre tobb olyan citokint
azonositottak illetve tobb olyan sejtfunkciot irtak le, ami egyik sejttipusra sem volt
jellemz6. Szamos allatkisérletet és in vitro megfigyelést kovetéen 2005-ben két
munkacsoport egymastol fliggetlenal definidlta emberben az IL-17 expresszalé CD4+
helper limfocitakat, a Th17 sejteket [50,51].
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A tobbi CD4+ sejttipushoz hasonléoan a Thl7 sejtvonal is a ThO sejtekbdl
differencialodik, melynek a szabalyozasaban a TGF-p és az IL-6 jatszik dont6 szerepet
(1.4bra). A folyamathoz a két citokin egyuttes hatasara van szukség, kizarélag TGF-3
jelenlétében a differencialodas a T-reg sejt irdnyaba mozdul el. A transzkripcios
faktorok koziil a RORyt elengedhetetlen az IL-17 szekrécidhoz, de a végsd
differencialodashoz a STAT3 is kulcsfontossagu. Eredetileg az 1L-17 (IL-17A)
termelésiik alapjan azonositottak Oket, de effektor citokinjeik kozé tartozik még az
IL-17F, az IL-21 és az IL-22 is [52]. A Th17 sejtek hatasat elsésorban az IL-17 és az
IL-17F hatarozza meg. A neutrofil granulocitdk toborozésa es aktivalasa mellett
fokozzdk a szerzett immunitas sejtjei altal szekretalt proinflammatorikus citokinek
(TNF-a, IL-1), kemokinek ill. egyéb gyulladasos mediatorok (prosztaglandinok)
mennyiségét, ami a mar meglévé gyulladas fenntartasat eredményezi. A Thl7 sejtek
els6sorban tehat nem az immunvalasz beinditasaban vesznek részt, hanem a mar
meglévé folyamatok felerdsitésében és elnyajtasaban [53]. Ezek a hatdsok pozitiv
feed-back révén tovabb fokozzak az IL-17 szekréciot, ami megfeleld regulacio
hianyaban kdénnyen autoimmun folyamatot eredményezhet. A Thl7 szerepét szamos
korképben, tobbek kozt RA-ban, SLE-ben és szklerézis multiplexben igazoltdk [43].
Allatmodellben a Th17 (és Thl) sejtek injektalasaval sikeriilt indukalni a kisérletes
autoimmun encephalitist (a szkler6zis multiplex egérmodelljét) [54], aminek a
kifejlédését azonban az IL-17 eldzetes genetikai gatldsaval, vagy IL-17 gatld
antitestekkel sikerilt megakadalyozni [55]. Az IL-21 révén a Thl7 sejtek képesek
aktivalni az NK-sejteket, a B-sejteket illetve egyéb T-limfocitakat, 1L-22 termelésiiknek
koszonhetéen pedig koordinaljak a velesziiletett és az adaptiv immunvalaszt [48].

Kimutatasuk a felszini CCR4 és a CCR6 kemokin receptor egylittes expresszioja

alapjan torténik [56].
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2.3.5. Regulatoros T-sejtek

Az immunrendszer kiemelkedd fontossagu feladata, hogy a létrejovo
immunvalasz ne lépje tal a sziikséges mértéket és a kivaltd agens eliminalasa utan a
folyamat visszafordithatd legyen. Ebben a szabalyozasban negativ feed-back réven az
adaptiv immunitas szdmos sejtje vesz részt (Thl, Thl7), de kdzponti irdnyitd szerepe a
regulatoros T sejteknek (Treg) van.

A korébban szuppresszor sejtnek definialt Treg-ek koncepcidja mar a 70-es
években felmerlt, de évtizedekig nem sikeril azonositani olyan markert, mellyel ezek a
sejtek jellemezhet6ek lettek volna. 1995-ben azonban Sakaguchi és mtsai a CD4 és a
CD8 sejteken belul egyarannt leirt egy jol definialhatd regulatoros limfocitat, ami az
IL-2 receptor a lancat (CD25) expresszdlja az immunvalaszra pedig géltd hatassal bir
[57]. A Treg-ek kutatasa ezzel (j fordulatot vett, és az évek alatt t6bb alcsoportot is
sikerdlt leirni. A sejtek funkcigjanak vizsgélatan tul a markerek is sokat segitettek az
azonositasban. A CD25 mellett ma mar fontos Treg marker a FoxP3, a CD127, a GITR
(glukokortikoid indukéalta tumor nekrdzis faktor receptor) és a CTLA-4 (citotoxikus T-
limfocita antigén-4) is. A CD4 Tregeken beliil két f6 csoportot lehet elkiiloniteni. Az
egyik a thymusban keletkezé természetes Treg (nTreg) a masik pedig a periférian
differencial6do adaptiv vagy indukalt Treg (iTreg).

Az nTreg nevét onnan kapta, hogy mar a fotalis korban differencialodik a TGF-3
hatasara a CD4+ ThO sejtekbdl és igy mar a sziletéskor természetesen jelen vannak. A
CD4 marker mellett nagy mennyiségben expresszaljak a sejtfelszini CD25 markert,
illetve az intracellularis FOXP3 és STATS transzkripcids faktort. F6 citokinjiik az
antiinflammatorikus TGF-$ és az IL-10 (1.4bra). Elsddleges feladatuk az alabbi sejtek
gatlasa: CD4+ és CD8+ T-sejtek, B-sejtek, dendritikus sejtek, NK és NKT sejtek,
monocitak, makrofagok, hizdsejtek, és a bazofil ill. eozinofil granulocitak [58].

Az iTreg ezzel szemben szilletéskor még nincs jelen, antigéenek altal kivaltott
immunaktivacio hatasara alakul ki a periférian a naiv CD4 T-sejtekb6l. Ezért is nevezik
adaptiv vagy indukéalhaté Treg-nek. Az iTregeken belll 2 tipust lehet elkildniteni, az
IL-10 indukalta IL10 szekretald Trl sejteket és a TGF-B altal indukalt TGF-f termel6
Th3 regulatoros T-sejtet [59]. A citokinprofiljukbol adodoéan mindkét sejttipus
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immunszupressziv hatassal bir, de a célsejtek csak részben egyeznek meg az nTreg-nél
leirtakkal. Az eltérés adddhat tobbek kozt abbdl is, hogy amig az nTreg-ekre jellemz6
CD25 és FoxP3 marker folyamatosan expresszalddik, addig a Trl és Th3 sejtekre ez
csak atmenetileg jellemz6, de akar teljes mértékben hianyozhat is [60,61]. Munkank
sorén az iTreg sejteket nem vizsgaltuk, igy a tovabbiakban a Treg kifejezés az nTreg
sejtekre vonatkozik.

A Treg-ek immunmodulalé hatasukat a gatld citokinek szekrécioja mellett egyéb
mechanizmusokkal is képesek elérni. A Treg képes a CTLA-4-el kapcsolodni az APC
CD80 vagy CD86 receptorahoz és down-regulalja 6ket. Ezzel egy nélkilozhetetlen
kostimulaciés mechanizmus gatlodik, ami vegeredményben csokkent immunvalaszt
eredményez. A Tregek a CD8 citotoxikus T-sejtekhez hasonl6an granzimeket és
perforinokat képesek termelni, ami a célsejtek citoliziséhez és apopt6zisdhoz vezet. A
CD39 és a CD73 segitségével hidrolizéljak az ATP (adenozin-trifoszfat) molekulat az
antiinflammatorikus tulajdonsaggal bir6 adenozinné. Az adenozin tobbek kozt
csillapitja az effektor T-sejtek aktivacidjat és proliferacidjat. A Treg sejtek a CD25
receptorukkal megkdtik a kornyez6 1L-2 citokineket, mely nagy mértékben hozzajarul a
T-sejtek klonalis expanziéjahoz [62].

Vizsgalataink sordn a Treg-ek azonositasaéhoz a CD4 és CD25 marker mellett
nem az intracellularis FoxP3-at hasznaltuk, hanem az Ujabban alkalmazott sejtfelszini
CD127 markert. A CD127 az IL-7 receptor a lanca, expresszidja a FoxP3-al

ellentétesen valtozik, igy negativitasa jol korrelal a Treg-sejtekkel [63,64].

2.3.6. Aktivacios markerek

A T-limfocitak miikodésiik soran aktivacios markereket expresszalnak, melyek
funkcioja nem minden esetben ismert, de jelenlétiikkel egyértelmiien elkiilonithetéek az
aktivalt limfocitdk a naiv (nyugvo) sejtektl. Ezek a markerek lehetnek receptor
fehérjek, kostimulacios molekulak, adhéziés molekulak vagy kemokin receptorok [65].

A naiv és az aktivalt T-sejtek elkllonitesere régota ismert lehetéség a CD45
csaladba tartozo tirozin foszfatdzok expresszidjanak vizsgalata. A naiv sejtek ennek a
nagyobb CD45RA formdjat expresszaljak szemben az aktivalt (effektor, majd késobb

memoria) sejtekkel, melyeken a kisebb molekulatomegii CD45RO izoforma jelenik
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meg [66]. A naiv sejtek citokint nem termelnek, effektor funkcidval nem birnak,
mindossze a megfeleld stimulusra varnak. Az antigén prezentacidt kovetden
proliferacioba kezdenek és kialakulnak az antigén-specifikus T-sejt-klonok, melyek
vegul rovid életii effektor sejtekké differencialédnak. A proliferaciét kivalté agens
eliminacidjat kovetéen az effektor T-limfocitdk jelent6s része apoptotizal, de kis
hanyaduk hosszi életii memoria T-sejtté alakul &t. Az effector/memdria sejtek a
CD45R0O mellett szdmos adhézidés molekulat és kemokin receptort is expresszalnak,
melyek egy késobbi proliferacid soran jelentds mértékben megnoveli az antigénre adott
valasz mértékét. A naiv és az effector/memoria sejtek egyarant megtalalhatéak a CD4+
és CD8+ limfocitdk kozt [67].

A T-sejt aktivacio soran az egyik legkorabban indukalhaté glikoprotein a CD69.
Ez a korai aktivaciés marker egy C-tipust lektin-szeri domént tartalmazéd
transzmembrén fehérje [68]. A T-limfocitdk mellett a természetes 616sejtek aktivacioja
soran is fokozodik az expresszidja in vitro és in vivo egyarant. A CD69-nek szerepe van
a limfocitak osztodasanak szabalyozasaban, de jelatvivé receptorként is viselkedik [69].

Ezzel szemben a HLA-DR egy olyan sejtfelszini marker, ami a T-limfocita
aktivaciojanak késoi fazisaban jelenik meg. A HLA-DR az MHC II. alosztalyba tartozé
heterodimer HLA fehérje. A T-sejt fliggé immunvalaszban jatszik szerepet, illetve
fokozott expressziojat irtak le néhany autoimmun korképben [70,71].

2.4. Sejtaktivacio és intracellularis folyamatok

Ahhoz, hogy egy T-sejt proliferaljon és differencialodjon elészor aktivalodnia
kell. Ehhez az APC-k altal biztositott fellletre, receptorokra és kostimulacios
molekulakra van sziikség. Els6 1épésként az MHC-hez kotott antigén-t a TCR/CD3
komplex variabilis szakasza ismer fel. A TRC altal generalt szignal (szignal 1) az
aktivalashoz létfontossagu, de Onmagaban nem elégséges. Az aktivalasi kaszkad
kiteljesedéséhez tovabbi kostimulatorok (szignél 2) és citokinek (szignal 3; IL-2, IL-12)
egyuttes hatasara van szikség [72]. A kapcsolddas affinitasat noveli els6ként a
korabban részletezett CD4 ¢és a CDS8 koreceptorok kotddése, de fontos szerepet
jatszanak az APC-k felszinen talalhatd kostimulator fehérjék is. llyen kostimulatorok a
B7 fehérjék (CD80, CD86), melyeket a T sejtek felszinén talalhaté CD28 receptor kot.
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Az effektor T-sejtek egy pozitiv visszacsatolas réven megndvelik az APC-k B7
expresszidjat, amivel tovabb erdsitik a sajat aktivaciojukat. A B7 fehérjék kostimulacios
hatasa olyan jelentds, hogy ha a T-sejt aktivacidja kizarolag a TCR/CD3, az MHC és a
CD4,CD8 kozremikodésével torténik, akkor a T-sejt apoptotizal vagy egy olyan
anergias fazisba lép, ahonnan tobbé nem aktivalhato [73]. A szervezet ezzel biztositja,
hogy a T-sejtek csak a szilkséges stimulus hatasara valjanak effektor sejtekké, a sajat
antigénnel szemben pedig toleranciat alakitsanak Ki.

A megfeleld szignalok hatdsira aktivalodnak azok az intracelluléris jelatviteli
utvonalak, melyek végll a génexpresszio szabalyozésa révén a T-sejtek
differencialodasahoz vezetnek.

2.4.1. Citoplazmatikus és mitokondrialis kalcium

A sejtaktivacio soran egyszerre tobb intracelluléris jelatviteli folyamat is
mitkédésbe 1ép (protein kinazok révén), melyek koziil T-limfocitakban a foszfolipaz C-y
(PLC-y) altal beinditott kalcium-jelnek dont6 szerepe van. A TCR/CD3 komplex
aktivaciojat kovetden tobb fehérje is foszforilalodik (zeta lanc, ZAP-70), majd létrejon a
PLCy aktiv alakja. A PLCy a sejtmembran egy foszfolipid komponensét, a
foszfatidilinozitol-4,5-biszfoszfatot (PIP,) hasitja, aminek hatdsara diacil-glicerol
(DAG) és inozitol-1,4,5-triszfoszfat (1P3) képzédik. A DAG a membranhoz kétve marad
és aktivalja a protein kindz C-t (PKC), ami a nuklearis faktor kappa B (NFkB)
transzkripciés faktor aktivalasa révén a T-sejtek génexpresszidjat szabalyozza [74].
Ezzel parhuzamosan az IP; tobb forrasbol is jelentésen megemeli a citoplazmatikus
Ca®* (cit-Ca?") szintet. Az aktivaci6 korai fazisaban az IPs kétddik az endoplazmas
retikulumon (ER) talalhato receptordhoz és csatornaként funkciondlva rovid idd alatt
nagy mennyiségben engedi 4t a tarolt Ca?*-t a citoplazmatikus térbe. Ezt a kezdeti Ca®*
flux-ot egy fenntartott fazis koveti, melynek elsédleges kalcium forrasa az
extracellularis tér. Az ER Ca®" raktarainak kiiiriilése jelenleg nem teljesen tisztazott
mechanizmus Utjan (sejtraktarak altal szabalyozott kalcium bearamlas, SOCE)
megnyitja a plazmamembran kalcium felszabadulas aktivalta kalcium csatornait
(CRAC), amin keresztiil megtorténik a Ca** felvétele az intracellularis térbe [75]. Az
emelkedett cit-Ca** perceken beliil hat tobbek koézt a limfocitsk mozgésara és a
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granulumaik exocit6zisara. Hosszabb tdvon pedig az emelkedett kalcium létfontossagu a
kalmodulin-fiiggé protein kinaz (CaMK) és a szintén kalmodulin-fiiggé foszfataz, a
kalcineurin aktivalasdban. Ezek a jelatviteli fehérjék a kiilonbozo transzkripcios
faktorokra hatva szabalyozzdk végul a genexpressziot. Az egyik ilyen utvonalon a
kalcineurin az aktivalt T-sejtek nuklearis faktorat (NFAT) defoszforilalja, ami a
sejtmagban felhalmozdédva fokozza az IL-2 gén expresszidjat, mely a T-sejtek

A cit-Ca** emelkedés azonban csak atmeneti és a kidramlassal parhuzamosan
beindulnak a kalcium visszavételéért felelds folyamatok is. A Ca®" részben az ER-ba
kerll visszavételre, melyet a szarko/endoplazmés retikulum kalcium ATP&z (SERCA)
szabalyoz, részben pedig kikeriil a sejtbdl a plazma membran kalcium ATPaz (PMCA)
miikddése révén. A kezdeti szakaszban azonban a mitokondrium Ca?* felvétele is fontos
szabalyozéja a Ca**-jel kialakuldsanak. A CRAC csatornakon bearamlé Ca®* ionok egy
része a mitokondridlis Kkalcium uniporter (MCU)-en keresztul bedramlik a
mitokondriumokba, ami csokkenti a CRAC csatornak kalciumfiiggé negativ-feedback
gatlasat és segiti a folyamatos bedramlast az extracellularis térbdl. A sejtaktivaciod
késébbi szakaszaban is nagy mennyiségli Ca’’-ot vesznek fel és tarolnak a
mitokondriumok, igy a cit-Ca?* és a mitokondrialis kalcium (mit-Ca?*) szorosan

Osszefiligg egymassal [77,78].
2.4.2. Szabadgyok képzodés

Szabadgyoknek nevezzikk az olyan atomokat, vagy molekulakat, melyek
parositatlan elektront tartalmaznak, és emiatt igen nagy a reakciokeészségik. Nevezetes
példa rajuk a szuperoxid-anion, a hidroxil-, a peroxil- és az alkoxil-gytk, vagy a
hidrogén-peroxid [79]. A szervezeten belll intra- és extracellularisan egyarant
keletkezhetnek a kiilonb6z6 enzimek és egyéb oxido-redukcios folyamatok hatasara.
T-limfocitdkban a szabadgytkok elsdsorban a mitokondrium miikddése soran
keletkeznek, mint a sejtlégzés mellékterméke. Ahogy az elektronok végighaladnak az
elektrontranszport lancon, egy részik kiszabadul és egy oxigén molekulaval reagalva
szuperoxid anion keletkezik. A szabadgyokok spontan reakcidkészségilk miatt sok

karos élettani hatassal birnak, de szdmos védekezd funkcioban is kimutattak a
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szereplket. Kdzvetlenll kérositjak a fehérjéket, a lipideket, a DNS-t, a sejtmembran és a
sejtorganellumokat [80], amely kovetkezményekent sérl a sejt szerkezete és funkcidjat,
de akar a sejt nekrotizalasahoz is vezethez. Ezek a folyamatok az idegen sejtekben
(baktérium) szintén végbemennek, ami hozzajarul a fagocita rendszer hatékony
mikodéséhez. A szabadgyokok karositd hatdsat a szervezet antioxidansokkal
ellenstlyozza (pl. szuperoxid dizmutéz vagy katalaz enzim). Amennyiben az egyensuly
a ket ellentétes folyamat kozt felborul, oxidativ stresszrél beszélink [81]. A
szabadgyokok kozvetlen karosito hatasa mellett azonban masodlagos hirvivé funkcidjat
is igazoltak a sejten belll. Szereplik van a sejtproliferaciéban és differenciacioban, de
kozrejatszanak egyes gének expressziojaban, a sejtek kozti adhézid szabalyozéasaban és
az apoptdzist is befolyasoljak [82].

2.4.3. Nitrogén monoxid termelés

A nitrogén monoxid (NO) egy fontos szignal molekula, mely fontos szerepet
jatszik szamos fiziologias folyamatban. Elséként endotél eredetli vazodilatatorként
azonositottak [83]. Az endogén NO argininb6l képzédik harom kiilonbozé kalmodulin-
fliggd NO szintetaz (NOS) kozremiikdodésével: neuronalis NOS (nNOS), endotelidlis
NOS (eNOS) és indukalhato NOS (iNOS). Az nNOS és az eNOS kis mennyiségben, de
folyamatosan termel6dik, szemben az iNOS-al, amely csak bizonyos ingerek hatasara
képzodik, de a sejt nagy mennyiségben képes eléallitani [84]. Az iINOS altal katalizalt
hosszan tartd6 ¢és nagy mennyis€gii NO citotoxikus hatdsa révén kozrejatszik a
makrofagok antimikrobialis és tumor sejt ellenes hatdsdhoz [85]. A NO a T-sejt
aktivaciot kiilonbozé modokon befolyasolja: serkenti a IFN-y, de gatolja az IL-2
szintézist. Emellett szabalyozza a mitokondridlis hiperpolarizaciot, a mitokondrialis
biogenezist és képes serkenteni vagy gatolni az apoptozist. Vizsgalatok alapjan egyre
bizonyosabb, hogy a NO kis mennyiségben elengedhetetlen a fizioldgias
sejtfunkciokhoz, nagy mennyiségben azonban kozrejatszik autoimmun korképet (RA,
SLE) kialakulasaban [86].
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3. CELKITUZES

Munkank elsé fazisaban arra kerestiik a valaszt, hogy AS-es betegekben hogyan
valtozik az adaptiv immunitas legfontosabb képviseléinek sejtprevalencidja (CD4+ és
CD8+ limfocita, Thl, Th2, Thl7 és Treg sejt). Azt vizsgaltuk tovabba, hogy milyen
aktivacios allapot figyelheté meg, azaz milyen a CD4+ és a CD8+ naiv €s
memoria/effektor sejtek prevalencidja és az aktivacios markerek expresszioja.

Az alap allapot meghatarozasa mellett célunk volt megvizsgalni AS-ben az
immun fenotipus valtozésait az IFX kezelés utan 2 illetve 6 héttel.

Ezt kovetden az emlitett adaptiv immunitds képviseldit meghataroztuk terapia
naiv korai RA-ban valamint a hagyomanyos DMARD terapiara nem reagald kés6i RA-s
betegpopulécidban egyarant.

Az RA esetében szintén prospektiv vizsgélat volt a célunk mind az
immunfenotipus, mind az aktivaciés folyamatok vonatkozasaban. Korai RA esetén
megvizsgaltuk a sejtprevalencidkat a 4. héten GCS terapiat koveten, majd a 8. héten (4
hét MTX kezelés utan). Késéi RA-ban pedig 3 kiilonbozé TNF-a gatld (IFX, ETA és
ADA) adaptiv immunitasra kifejtett hatasat vizsgéltuk 4 illetve 8 héttel a terapia

megkezdése utan.

Munkank masodik féazisaban célunk volt jellemezni a CD4+ és a CD8+
T-limfociték rovid-tava aktivacidjat AS-ben és RA-ban. Vizsgalataink sordn aramlési
citométerrel jellemeztuk a fitohemagglutinin (PHA) stimulacio hatasara az els6é 10
percben bekdvetkezé citoplazmatikus kalcium (cit-Ca*"), mitokondrialis kalcium
(mit-Ca?"), szabadgyok képzddés és nitrogén monoxid (NO) termelés kinetikus
valtozasait.

Az alap allapot mellett meghataroztuk AS-ben az IFX, korai RA-ban a GCS és
az MTX, kés6i RA-ban pedig az IFX, az ETA és az ADA hatasat az emlitett
intracellularis folyamatokra.
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4. MODSZEREK

4.1. Egészséges es beteg csoportok

Minden vizsgalatot a Tudoméanyos Kutatasetikai Bizottsag engedélyezett, a
munkat pedig az 1964-es Helsinki Deklardcidval dsszhangban végeztiik. A betegek és
az egeszséges kontrollok a mintavételt megel6zéen beleegyezé nyilatkozatot irtak ala. A
betegek diagnosztizalasa es kezelése a Szegedi Tudomanyegyetem, Reumatoldgiali

Klinikajan tortént.

4.1.1. Spondilitisz ankilopoetika

A vizsgélatokba tizenhdrom beteget vontunk be aktiv AS-el. A diagnozis a
modositott New York-i kriteriumok szerint lett felallitva [87]. A betegek életkora
(median [interkvartilis tartomany]) 40,0 [35,5-54,5] év, a betegség fennallasanak ideje
pedig 10,0 [4,0-13,0] év volt. A bevalogatas alapkdvetelményei:

1.) A betegség aktivitasi index (BASDAI-index) 1-10-ig terjed6 skalan nagyobb legyen
4-nél [88].

2.) Adekvat (két kiilonboz6, nem szteroid gyulladds csokkent6 maximalis, vagy
toleralhat6 dozisban adva) gyogyszeres kezelés ellenére sem javulo tiinetek.

3.) HLA-B27 pozitivitas (ez nem diagnosztikai kritérium, de a homogen
betegbevalsztas miatt térekedtiink az egységes HLA-B27 statuszra)

Az aktiv betegség miatt a paciensek intravénas infliximab (IFX) terapidban
részesultek 5 mg/ttkg dozisban a 0., a 2., és a 6. héten, majd ezt kovetden 8 hetente.
Vérmintat ezzel 6sszhangban 3 alkalommal vettiink: az IFX terdpia megkezdése eldtt,
majd az azt kovetd 2. illetve 6. héten az esedékes infuzio el6tt. A vizsgalatban valo
részvételt kizarta az AS mellett barmilyen komorbiditds megléte, valamint egyéb

gyogyszeres kezelés (az 1 féle NSAID és 1 féle protonpumpa gatlé mellett).
4.1.2. Reumatoid artritisz
Tizenkilenc Gjonnan diagnosztizalt, terapia naiv (korai) RA-s és harminckettd, a

hagyomanyos kombindlt DMARD terapiara nem reagaldo (késéi, DMARD
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nonreszponder) RA-s lett bevonva a vizsgéalatokba. A paciensek részletes klinikai
adatait az 1. tblazat foglalja 6ssze.

A korai RA-s betegek (n=19) a vizsgalatok el6tt semmilyen RA specifikus
gyogyszeres kezeléesben nem részesultek. A diagnézis felallitasat kovetben az alabbi
terdpias protokoll alapjdn részesiltek kezelésben: kozepes dozisu  ordlis
glikokortikoszteroidot (GCS, 16 mg/nap metilprednizolon) kaptak monoterapiaban 4
hétig. A GCS dozisat a 4. hétt6l lecsokkentették 8 mg/nap-ra, mikdzben elkezdték a
metotrexatot (MTX) 10 mg/hét dozissal. A vérmintakat ezzel 6sszhangban harom
idépontban gytjtottik: a terapia megkezdése elott (alap allapot), majd az azt kdvetd 4.
illetve 8. héten, tehat 4 hét kozepes dozisu GCS terdpia utan és tovabbi 4 hét alacsony
dozisu GCS és MTX kombinacié mellett.

A késoi RA-s betegek (n=32) a vizsgalatba vald részvétel kezdetén MTX (15
mg/hét) és leflunomid (LF, 20 mg/nap) kombinacioban részestltek legaldbb harom
honapja. A tovabbra is 5.1 feletti DAS-28 betegségaktivitast figyelembe véve a hatélyos
terdpias ¢€s finanszirozdsi protokollnak megfeleléen TNF-a gatldo készitmény keriilt
bevezetésre. Az LF-t elhagytdk, mikdzben az MTX valtozatlan formaban tovabb
folytatodott. A bioldgiai terapiat az alabbi protokoll szerint adagoltak: intravénas IFX a
0.,a 2., és a 6. héten 3mg/ttkg dozisban (n=8), vagy szubkutdn ETA 50 mg/hét d6zisban
(n=12); vagy szubkutan ADA 40 mg/2 hét dézisban (n=12). Vérmintat ebben az esetben
is harom alkalommal gyiijtottiink, a biologiai terapia megkezdése eldtt, majd 4 illetve 8
héttel a kezelés utan. Az esetszam ndvelését nehezitette, hogy a vizsgalatba olyan
biologiai terapiara szoruld beteget valasztottunk, akik a lehetd leghomogénebb
populaciot alkotjak és igy a legkisebb az eltérés a klinikai jellemzdikben (életkor,
betegség idotartama, reumatoid faktor, anti-MCV statusz, DAS-28, CRP és slllyedés).
Részletek az 1. tablazatban. A késoi RA-s betegek kozul mindenki hosszd tava MTX és
LF kombinacios kezelésben részesilt (legalabb 3 honapja) és kozilik senkit sem
kezeltek az elmalt 12 hétben per os vagy intra-artikularis GCS-el, vagy egyéb
immunszupressziv készitménnyel. A RA mellett mas komorbiditas nem volt jelen.

Méréstechnikai okok miatt nem minden betegnél sikerllt egy mintavétel kapcsan
a sejtfelszini es az intracellularis mérések egyidejii meghatarozasa RA-ban. Ezért a

kordbban megadott esetszamok a sejtfelszini merésekre vonatkoznak. Az intracellularis
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folyamatok jellemzése a korai betegeknél 12 esetben, a kés6i RA-nél pedig 22 esetben
torténtek meg (IFX: n=7; ETA: n=7; ADA: n=8). A kontroll esetszama 9-re csokkent.

4.1.3. Egészséges kontrollok

AS-ben kilenc, RA-ban tiz nem- és életkor szerint illesztett egészséges kontroll
lett a vizsgalatokba bevonva. Az egészséges kontrollok munkaalkalmassagi vizsgalaton
vettek részt, kozottik semmilyen reumatoldgiai és egyéb eltérést nem tapasztaltunk. A
részletes fizikai vizsgalat és a laboratoriumi lelet nem mutatott eltérést. A kontroll
egyének gyogyszeres kezelésben nem részesiiltek a vérvételt megel6z6 1 évben.

Eletkor AS-ben: 39,0 [36,0-41,5] év, RA-ban: 50 [46,5-56,0] év.

4.2. Minta elokészitése

Minden résztvevétdl 24 ml vért vettiink lithium-heparinnal alvadasgatolt
mintavételi csdvekbe (BD Vacutainer, Beckton Dickinson & Co, Plymouth, UK).
Minden esetben a vérvételt kovetd 4 dran belil a minta feldolgozésra kertdilt.

Elsé 1épésként a periféridas vér mononuklearis sejteket (PBMC) szeparaltuk
stiriség-gradiens centrifugéléssal. Ehhez a teljes vért a gyartd altal ajanlott ardnynak
megfeleléen Ficoll oldatra (Ficoll-Paque Plus, GE Healthcare Life Sciences, Pittsburgh,
PA, USA) rétegeztiik, majd centrifugaltuk. A Ficoll és a vérplazma hataran talalhat6
PBMC-ket (buffy-coat) leszivtuk és kétszer mostuk foszfat-pufferelt fiziologias
sooldatban (PBS, Semmelweis Egyetem Kodzponti Gyogyszertar, Budapest). A PBMC
20%-t (korulbeliil 5 x 10° sejt) 0,5 ml fotalis borjisavéban (FCS, Sigma-Aldrich, St.
Louis, MO, USA) reszuszpendaltuk, majd cseppenkeént 0,4 ml FCS és 0,1 ml
dimetil-szulfoxidbol (DMSO, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) all6 oldatot adtunk
hozza. Az igy elkészitett PBMC-t -80°C-on lefagyasztottuk a késébbi sejtfelszini
mérésekhez. Az intracellularis mérésekhez a PBMC 80%-t (koriilbeliil 2 x 107 sejt)
modositott RPMI (Sigma-Aldrich, St. Louis, Mo, USA) oldatban reszuszpendaltuk és a
vizsgalat teljes iddtartalma alatt (festés és mérés) ebben a médiumban tartottuk. A
kalcium koncentracidjat a modositott RPMI oldatban 2 mM-osra allitottuk be
(kristalyos CaCl, hozzaadasaval).
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1. tablazat. Korai és késéi RA-s betegek legfontosabb klinikai paraméterei. Az adatok median [interkvartilis tartomany] formatumban
vannak megadva. "vs. alap allapot p<0,05; “vs. 4. hét p<0,05. GCS = gliikokortikoszteroid; MTX = metotrexat; LF = leflunomid; IFX =
infliximab; ETA = etanercept; ADA = adalimumab; RA = reumatoid artritisz; anti-MCV = anti-mutated citrullinated vimentin; DAS-28 =

betegség aktivitasi pontszam (28 izliletre vonatkoztatva)

Betegség Reumatoid  Anti-

El(eé[\lf)or (fél:.l;;?lﬁ) idotartama  faktor MCV Mintavétel idépontja DAS-28 (?nR/F;) (Srlélr%g?g;
(év) (IU/ml)  (1U/ml) g

Alap allapot 6,6 63,5 64
(terapia nélkiil) [5,7-7,2] [153-912]  [32-93]
Korai RA 55 8/11 03 104,7 157,0 4. hét: kozepes dozisi GCS 40 36 15
(n=19) [55-64] [02-03]  [73,8-136,1] [50,9-831,4] terapia utan [3,0-4,5] [2,0-7,9] [13-45]
8. hét: alacsony dozisi GCS és 25 38 22
MTX kombinéaci6 utan [2,2-3,3] [2,1-7.8] [12-28]

) Alap allapot 6,3 13,7 35
Késdi RA (MTX és LF terapia mellett)  [5,7-6,7]  [11,8-19,7]  [29-48]
IFX 54 10,0 170,0 23,3 . . e 51 31 19
terapiaval  [48-57] 513 [50-13.3] [38,1-303,8] [11,0-393,0] *NELIFXesMTXterapiautan 4551 2153  [14-26]
(n=8) . . o 40 20 17
8 het IFX és MTX terapia utan [3.4-4.4] [2.0-4.9] [11-20]

Alap allapot 6,2 20,5 45
Késéi RA (MTX és LF terdpia mellett)  [55-65] [12,4-36,0]  [40-57]
ETA 55 7.5 120,4 863,3 . . o 3,5 30 20
terapiaval  [52-61] 012 [53.98] [27.6-2185] [58-1000] 4NELETAEsMTXterapiautan 15076 poag  [14-27]
(n=12) . . s 28 22 16
8 hét ETA és MTX terépia utan [2,6-3.2] [2.0-3.8] [11-23]

Alap éllapot 6,1 17,8 48
Késoi RA (MTX és LF terapia mellett)  [5,2-6,5]  [15,8-31,3]  [39-56]
ADA 55 7.5 101,2 250,1 ] ] e 34 6,2 28
terapiaval  [50-61] 111 [53-10,0] [20,6-2064] [23,6-6615] 4 NCLADAEs MTXterapiautan 1, o /01" 120.142]  [19-36]
(n=12) . . o 34 4T 25
8 het ADA és MTX terapia utan [2.7-35] [2.0-7.3] [14-39]
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4.3. Sejtfelszini festés

A fagyasztott mintdkat PBS oldatban két alkalommal mostuk, majd aliquotokra
osztva a gyarto altal eldirt protokoll szerint fluoreszcens molekulaval jel6lt konjugalt
antitestet tartalmazo festéket (Becton Dickinson, San Diego, California, USA) adtunk
hozza. A nem kotodott festéket lemostuk, majd PBS-ben reszuszpendalva fénytdl védve
hitében taroltuk a mérés kezdetéig, amit a festést kovetd 1 oran beliil elvégeztiik.
Minden méréshez legaldbb 300.000 eseményt rogzitettink. A kiilonb6z6 sejttipusokat
és aktivacids markereket az 2. tdblazatban feltintetett markerekkel jellemeztiik.

2. tblazat A munkank soran vizsgalt sejttipusok, aktivacios markerek, valamint
sejten beluli folyamatok és az azonositdsukhoz sziikséges sejtfelszini és sejten

belili fluoreszcens markerek.

Sejtfelszini markerek

Paraméter Marker
Helper T-sejt CD4+
Citotoxikus T-sejt CD8+
Th1l sejt CD4+ CXCR3+
Th2 sejt CD4+ CCR4+
TH17 sejt CD4+ CCR4+ CCR6+
Regulatoros T-sejt CD4+ CD25+ CD127-
Naiv T-sejt CD4+ CD45RA+ ; CD8+ CD45RA+
Memoria/effektor T-sejt CD4+ CD45R0O+ ; CD8+ CD45R0O+
Korai aktivacios marker CD69
Késoi aktivacios marker HLA-DR

Intracellularis markerek

Parameter Marker
Citoplazmatikus kalcium Fluo-3-AM
Mitokondrialis kalcium Rhod2/AM
Szabadgyok képzddés Dihidroethydium (DHE)
Nitrogén monoxid termelés DAF-FM diacetat
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4.4. Intracellularis festés

A frissen izolalt sejteket 4 egyenld részre osztottuk és 37°C-0s modositott
RPMI-ben reszuszpendaltuk. A fiziologias kornyezet modellezése érdekében a minta
melegen tartasat a mérés végéig fenntartottuk (a gyartd eldirasanak megfeleléen a festés
alatt egyes paramétereknél a hémérsékletet 30°C-ra csokkentettiik). Az immunologiai
folyamatokban résztvevé sejtek csoportjainak sziikitése céljabdl a mintakat elé6szor CD4
és CD8 sejtfelszini markerrel inkubaltuk, majd a 4 kiillonb6z6 részt 4 féle intracellularis
festékkel jeldltuk (Molecular Probes, Carlsbad, California, USA).

A citoplazmatikus kalcium (cit-Ca?*) monitorozésdhoz Fluo-3-AM-t, a
mitokondridlis kalciumhoz (mit-Ca®") pedig Rhod2/AM-t hasznaltunk, mig a
szabadgyok képzodés jellemzéséhez DHE-t, a nitrogén monoxid (NO) termeléshez
pedig DAF-FM diacetatot alkalmaztunk (2. abra, 2. tablazat). A cit-Ca’* és a mit-Ca*
festéshez 0,02% Pluronic F-127-et (Molecular Probes, Carlsbad, California, USA) is
fitohemagglutininnel (PHA, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) aktivaltuk, majd a

fluoreszcens jelet 10 percig monitoroztuk.

relativ paraméter érték (rpv)
2,68

citoplazmatikus kalcium

mitokondrialis kalcium

—

szabadgyok képzddés

nitrogén monoxid termelés

1,00 — ;
0 ido (s) 600

2.4bra. T-limfocitdk altalunk vizsgalt intracelluléris folyamatainak sematikus

abrazolasa fitohemagglutininnel tértént aktivacio utan.
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4.5. Mérés és kiértékelés

A sejtfelszini és az intracellularis méréseket egyarant egy BD FACSAria

aramlasi citométeren végeztiik (Becton Dickinson, San Jose, California, USA).

4.5.1. Sejtprevalencia meghatarozasa

A sejtprevalencia értékeket hagyomanyos kapuzassal a készulék sajat
FACSDiVa szoftverével hataroztuk meg (Becton Dickinson, San Jose, California,
USA). Az adatokat szézalékban adtuk meg, ami minden esetben a vizsgalt
sejtpopulaciot megel6z6 csoporton belil adja meg az eléfordulasi gyakorisagot. A
CD4+ helper T-sejt és a CD8+ citotoxikus T-sejt %-os eloszlasat tehat a PBMC
populéacion belll adtuk meg. A Thl, Th2, Thl7 és a regulatoros T-sejt prevalenciaja a
CDA4+ sejteken belil értendé. A naiv (CD45RA) és a memdria/effektor (CD45R0) T-
sejt, valamint az aktivacios markerek (CD69 és HLA-DR) pedig a CD4+ és a CD8+

sejteken belul egyarant meg lett adva.

4.5.2. A kinetikus gorbe jellemzése

Az intracellularis paraméterek kinetikus jellemzésére az R programot hasznaltuk
(R-projekt, Bécs, Ausztria). A mérés teljes tartomanyat 100 egyenlé hosszasagh id6-
intervallumra osztotta, majd mindegyik intervallum median fluoreszcens értékét
kiszdmolta. A median eértékekre ezutan lowess modszerrel simitast végzett, végl
standardizalt ugy, hogy minden egyes érteket a mérés legelején kapott ertékhez
viszonyitott, ugy, hogy a simitott gérbe 1-r61 kezdédjon. A kapott értékeket relativ
paraméter erték (rpv) forméban hatarozta meg. A teljes mérés jellemzésére az rpv-kbol
az alabbi paramétereket tudtuk megadni: gorbe alatti teriilet (AUC), maximum érték
(Max) és a maximum elérésének ideje (tmax) (3. bra). Az AUC értékének 1 egysége (U)
egyenértékii 1 rpv-vel egy masodpercben. Ezen paraméterek és a kiilonbozd kinetikus
mérések  jellemzésére  hasznalatos szamitdsos mddszereket részletesen a
munkacsoportunk egy korabbi irdsaban tuntettiik fel [89]. A statisztikai szamitasokat a

tovabbiakban az AUC, a Max és a tyax ertékeivel végeztik.
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relativ paraméter érték (rpv)

Max

AUC

1,00

1
0 tmax idé (s) 600

3.4bra. A Kkinetikus méresek egy reprezentativ gorbéje és az elemzést kovetd
legfontosabb szdmitott paraméterek.

AUC - gorbe alatti teruilet, Max - maximum érték, tmax - @ maximum elérésének ideje

4.5.3. Statisztikai analizis

A statisztikai szamitasokat a Statistica 7 szoftvercsomaggal (Statsoft, Tulsa,
Okla, USA) végeztik.

Mivel az el6zetesen elvégzett Kolmogorov-Smirnoff teszt alapjan a vizsgalt
populdcié nem a Gauss-féle eloszlast kovette, ezért a mérési eredményeinket nem
paraméteres tesztekkel elemeztik és az adatokat median [interkvartilis tartomany: 25-75
percentilis] formatumban adtuk meg.

Nem pérositott két csoport dsszehasonlitdsara a Mann-Whitney tesztet, mig
parositott esetben a Wilcoxon tesztet alkalmaztuk. Szintén parositott, azonban harom
vagy tobb csoport 6sszehasonlitdsara pedig a Friedman teszt szolgalt, a Dunn-féle
poszt-hoc teszttel kiegészitve. A 0,05-nél kisebb eltéréseket vettiik szignifikansnak.

Eredményeink abrazolasara az un. ,box-whiskers” (doboz-bajusz) diagramot
hasznaltuk, ahol a kdzépvonal a mediant, a doboz az interkvartilisek, mig a bajusz a

tartomanyt jelolte.
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5. EREDMENYEK

5.1. Spondilitisz ankilopoetika

A Dbetegség aktivitasi index (BASDAI) a vizsgalat kezdetén minden AS-es
betegnél magas volt (6,88 [6,07—7,60]), majd 6 héttel az IFX terapia megkezdése utan
szignifikansan lecsokkent (1,79 [0,60-3,83]), P < 0,0001.

5.1.1. Sejtprevalencia vizsgalatok

AS-ben mért sejtprevalencia értékeket a 3. tablazat foglalja 0ssze. A vizsgalat
soran eldszor az IFX kezelés elott allo betegpopuléaciot hasonlitottuk dssze a kontroll
csoporttal.

A CD4+ sejtek prevalenciaja a limfocitakon beltil a kontroll csoporthoz képest
emelkedett volt. A korai (CD69) és a kés6i (HLA-DR) aktivacios marker expresszija a
CD4+ sejteken a kontroll csoporthoz képest nem véaltozott. A Thl iranyba elkotelezett
sejtek prevalencidja hozzavetlegesen 30 %-al emelkedett, mig a Th2-é a kontroll
csoport ketszerese volt AS-ben. A helper sejtek Th2 iranyba torténé eltolodésa miatt a
Th1/Th2 arany jelent6sen lecsokkent. A Th1l7 sejtek prevalencidja 70%-al emelkedett
volt a beteg populécidban, mig a Treg-sejtek, a CD4+ naiv (CD45RA+) és CD4+
memoria/effektor sejtek (CD45R0O+) az IFX kezelés el6tt a kontroll csoporttdl nem
tértek el.

Az 0sszes vizsgalt CD8+ sejt és aktivacios markereik a kontroll csoportban

mért értékekkel voltak egyenértékiieck AS-ben az IFX terapia megkezdése el6tt.

Munkank kovetkez6é fazisaban az IFX terapia hatasat vizsgalatuk a 2. és a 6.
héten. CD4+ sejtekben a terapia el6tt megfigyelt eltérésekre az IFX kezelés nem volt
hatassal. Ennek megfelel6en a helper sejtek, a Thl, a Th2 és a Th17 sejtek prevalenciaja
tovabbra is emelkedett volt. A Treg-sejtek, a CD69, valamint a HLA-DR aktivacios
marker pedig tovabbra is a kontroll csoporttal volt egyenértékii. Ezzel szemben a CD4+

naiv sejtek prevalenciagja 2 hét IFX kezelés utdn lecsokkent, és ez a 6. hétre is
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megmaradt. A CD4+ memoria/effektor sejtek a 2. héten a kontroll csoporttal

megegyeztek, a 6. hétre azonban prevalenciajuk megemelkedett a kontrollhoz képest.

A CDB8+ sejtek és aktivacidos markereik 2. ill. 6. hét IFX terdpia hatdsara sem

mutattak valtozast AS-ben.

3. tAblazat Az adaptiv immunitasban résztvev sejttipusok és aktivacios markereik

spondilitisz ankylopoetikédban (AS) infliximab (IFX) kezelés el6tt és alatt. Esetszam:

kontroll, n=9; AS, n=13. ,Az adatok median [interkvartilis tartomany] formatumban

vannak megadva. Avs. kontrol p<0,05; Bvs. alap allapot p<0,05

Vizsgalt
paraméter

Kontroll

Alap allapot
(IFX terapia
elott)

IFX utan 2
héttel

IFX utdn 6
héttel

PBMC-ben
CD4+ (%)
CD4+CD45RA+
naiv sejt (%)
CD4+CD45R0O+
memoria sejt(%6)
CD4+CD69+
(%)
CD4+HLA-DR+
(%)

CD4

35,80 [29,43-40,95]

49,50 [40,68-61,68]

42,95 [33,33-49,65]
3,23 [2,83-4,48]

2,80 [2,53-3,81]

42,7 [38,35-48,65]

50,80 [45,20-65,95]

41,50 [29,40-49,55]
3,05 [2,72-3,28]

3,03 [2,09-3,46]

47,10 [43,00-49,10] *
50,90 [36,20-55,40] ©
45,50 [37,80-54,60]
3,04 [2,69-3,43]

1,95 [1,56-2,33]

44,30 [42,15-48,85] *

42,55 [39,55-60,78] ©

47,45 [33,10-54,78] ©
2,88 [2,21-3,36]

2,89 [2,21-3,51]

CD4-ben Thl
(%)
CD4-ben Th2
(%)
Th1/Th2 arany
CD4-ben Th17
(%)
CD4-ben Treg
(%)

Th17/Treg arény

9,81 [8,95-12,53]
4,54 [4,19-4,84]
2,38 [1,95-2,64]
0,69 [0,60-0,77]
4,42 [3,76-5,58]

0,14 [0,13-0,21]

12,90 [11,75-13,80] *

A

9,18 [7,32-11,45]
A

1,31 [1,06-1,85]
A

1,18 [1,02-1,69]

4,45 [3,57-5,51]

0,27 [0,19-0,45]

14,00 [11,50-15,70]
A
8,70 [7,98-11,30]
A
1,40 [1,16-1,83]
1,2 [0,84-1,55]
4,2 9[3,66-5,72]

0,25 [0,17-0,39]

13,80 [12,43-18,83] *
A
10,90 [8,32-12,50]
A
1,38 [1,11-1,72]
A
1,26 [0,91-1,51]
4,42 [4,05-5,24]

0,29 [0,18-0,37]

PBMC-ben
CD8+ (%)
CD8+CD45RA+
naiv sejt (%)
CD8+CD45R0O+
memoria sejt(%o)
CD8+CD69+
(%)
CD8+HLA-DR+
(%)

CD4/CD8 arany

CD8

18,00 [14,35-27,98]

62,85 [53,38-75,78]

23,65 [15,90-28,15]
4,0 [3,53-12,78]
3,58 [3,10-5,31]

2,07 [1,32-2,83]

17,70 [14,65-21,45]

70,30 [61,70-78,75]

19,40 [14,25-28,20]
4,88 [3,37-5,89]
3,43 [2,95-4,33]

2,26 [2,02-3,15]

18,30 [14,20-21,90]

69,10 [55,20-72,50]

26,30 [19,10-34,90]
3,71 [3,26-6,77]
4,37 [2,93-5,15]

2,61 [1,99-3,21]

16,65 [14,43-21,60]

60,20 [54,43-70,33]

28,45 [18,53-40,20]
5,06 [3,55-6,27]
3,57 [2,91-5,15]

2,82 [1,90-3,36]
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5.1.2. Funkcionalis vizsgalatok

AS-ben a T-limfocitak intracellularis folyamatainak vizsgalata soran kapott

legfontosabb eredmeényeket a 4. tablazat foglalja 6ssze.

IFX Kkezelés elott a CD4+ és CD8+ limfocitdkban egyarant késleltetve
emelkedett a citoplazmatikus kalcium jel (cit-Ca**) AS-ben a kontroll csoporthoz
képest. A mitokondrialis kalcium (mit-Ca®*) a CD8+ sejtekben hasonléan kéros
kinetikat mutatott (idoben szintén kés6bb érkezett a csucs), mig a CD4+ limfocitakban a
mit-Ca?* a kontroll csoporttal azonos médon viselkedett. A nitrogén monoxid termelés
relativ értéke (AUC), a termelés maximum értéke (Max) €s a maximum érték eléréséhez
sziikséges 1d6 (tmax) IS Szignifikdnsan nagyobb volt AS-ben a kontroll csoporthoz képest
a CD4+ ¢s a CDS8+ sejtekben egyarant. A szabadgyok képzodés mindkét vizsgalt

limfocita tipusban a kontroll csoporttal volt egyenértékii.

IFX kezelés megkezdése utan két héttel a cit-Ca®* jel a CD4+ és a CD8+
sejtekben tovabbra is késleltetve jelent meg, és ez a CD4 sejtek esetében a 6. hétre sem
véltozott. A CD8+ limfocitakban azonban a cit-Ca?* jel kinetikaja lecsokkent és a gorbe
maximum értéke a kontroll csoportban mérttel egy idébe esett. A mit-Ca?* szintén
valtozatlan kinetikat mutatott a CD8+ sejtekben 2 hét IFX kezelés utan, a 6. hétre
azonban a cit-Ca’*-hoz hasonléan a kontroll csoporttal lett azonos, azaz a gdrbe
maximum csiicsa idében elébbre tolodott. A mit-Ca?* a CD4+ limfocitakban tovabbra is
a kontrollhoz hasonl6 kinetikat mutatott 2. ill. 6. hét IFX kezelés utan is. A
legmarkansabb valtozds az NO termelés esetén meértlik IFX hatasara. A kezdeti
emelkedés mar a 2. hétre is szignifikansan lecsokkent, igy mindharom vizsgalt
paraméter (AUC, Max, tmax) a kontrollal valt egyenértékiivé. Ez a cs6kkenés a 6. hétre
tovabb folytatodott (de a kontrolltol nem tért el).
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4. tablazat. Spondilitisz ankilipoetikdban (AS) a CD4+ és CD8+ T-limfocitak intracellularis
folyamatait leir6 gorbék legfontosabb paraméterei, az infliximab (IFX) terapia el6tt és alatt.
Esetszam: kontroll, n= 9; AS, n=13. Az adatok median [interkvartilis tartomany]
formatumban vannak megadva.”vs. kontrol p<0,05; Pvs. alap &llapot p<0,05. AUC = gérbe
alatti terulet, Max = maximum érték, t,., = maximum elérésének ideje

Vizsgalt Alap allapot IFX utén 2 IFX utan 6
. Kontroll Y : :
paraméter (IFX terapia eldtt) héttel héttel
Citoplazmatikus Ca**
AUC U) 63,24 82,43 93,57 96,21
[58,00 — 107,9] [64,22 — 255,8] [56,89 — 201,0] | [87,13 — 158,10]
1,156 1,268 1,321 1,254
CD4+ Max (rpv) [1,132 - 1,256] [1,174 - 1,623] [1,149 - 1,477] | [1,216 —1,420]
o S) 258,4 527,57 47117 594,7 %
e [192,1 - 283,5] [327,9 - 595,3] [288,2—594,3] | [290,5—595,5]
AUC(U) 48,76 88,52 1048 81,55
[38,53 - 93,22] [54,65 — 327,8] [42,14 -180,8] | [58,51 - 407,1]
1,139 1,247 1,318 1,220
CD8+ Max (rpv) [1,089 - 1,262] [1,124 - 1,852] [1,120 - 1,434] | [1,1251,819]
o (6) 228,6 594,3% 594,47 282,7
e [162,1 —593,2] [294,6 — 595,6] [422,9-596,1] | [232,9-531,0]
Mitokondrialis Ca®*
AUC (U) 61,64 66,00 64,87 67,60
[37,97 - 94,43] [41,55 - 95,52] [42,90 - 1054] | [49,29 — 104,2]
1,194 1,207 1,149 1172
CD4+ Max (rpv) [1,121 - 1,272] [1,103 - 1,241] [1,114 -1,281] | [1,159 - 1,266]
o () 594,0 593,3 595,2 505,1
max [211,9 - 594,9] [384,7 - 595,3] [593,0 -596,2] | [386,6596,4]
AUC (U) 106,9 87,79 71,31 1188
[71,64 — 144,5] [62,47 — 101,4] [53,46 —175,0] | [67,55—249,9]
1,250 1,187 1,154 1,259
CD8+ Max (rpv) [1,152 — 1,404] [1,130 - 1,217] [1,131 - 1,400] | [1,143 - 1,539]
) 144,2 577,17 468,8" 198,7
mex [121,6 — 160,6] [167,8 — 594,2] [165,3 —594,7] | [169,8 —248,4]
Nitrogén monoxid termelés
AUC (U) 3,318 47,76 % 22,20 -3,055°
[-8,315 - 18,84] [1,727 - 97,18] [-8,903 -37,95] | [-13,24 —9,005]
1,013 1,113% 1,046 1,001°
CD4+  Max(my) [1,000 - 1,043] [1,011 - 1,287] [1,000-1,081] | [1,000— 1,034]
b (9) 198,7 594,37 331,2 107,9°
e [34,55 - 321,8] [228,2 — 594,8] [0,000 - 556,5] | [0,000—252,5]
AUC (U) -9,481 4,314 9,641 -11,80°
[-19,97 — 24,30] [6,068 — 109,8] [-11,20 - 29,92] | [-29,93 - -4,094]
1,003 1,009” 1,025 1,000°
CD8+ Max (rpv) [4,000 — 1,051] [1,011 — 1,330] [1,001 -1,078] | [1,000—1,001]
(o () 51,08 594,27 289,1 0,001°
e [0,000 — 185,2] [185,2 — 594,8] [54,03 -553,5] | [0,000—130,5]
Szabadgyok képzodés
AUC (U) 79,27 75,65 82,64 70,99
[64,68 — 88,90] [70,70 — 92,61] [58,40 - 96,68] | [56,09 - 83,99]
1,247 1,242 1,266 1,235
CD4+  Max(rp) [1,213-1,265] [1,218-1,279] [1,194-1,311] | [1,189-1,291]
" 504,6 595,2 595,9 5944
max [594,1-595,3] [594,2-596,0] [593,1-596,4] | [593,9-595,8]
AUC (U) 73,15 7497 83,87 60,34
[62,21 - 80,33] [61,28 — 98,75] [58,13-90,74] | [51,38 - 85,42]
1,216 1,242 1,258 1,203
CD8+  Max(rpy) [1,207-1,251] [1,222-1,285] [1,193-1,292] | [1,181-1,293]
5946 594,7 5948 594,2
tmax (S)

[594,1-595,3]

[593,7-596,0]

[593,9-595,83]

[593,7-595 5]
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5.2. Reumatoid artritisz

5.2.1. Sejtprevalencia vizsgalatok

A kezeletlen korai RA-s betegeknél alap allapotban a kontrollhoz képest
emelkedett Thl, Th2 és Thl7 sejt prevalenciat mértiink, mikdzben a Treg-sejtek aranya
és a CD8 sejteké lecsokkent (5 és 6. tablazat, 6. abra). A CD4 limfocitak prevalenciaja a
kontrolltél nem tért el, igy 0sszességében a CD4/CD8 arany emelkedett volt. A Thl és a
Th2 emelkedés hasonlé mértékli volt, ezért a helper sejtek ardnyaiban nem tértek el a
kontroll csoporttol. Mikdzben a CD4+ naiv (CD45RA+) sejtek prevalencidja csokkent a
kontrollhoz képest, az effektor/memoria (CD45R0O+) sejteké emelkedett, aranyaiban
tehat a két sejt az aktivacio irdnyaba tolodott. Ezzel 6sszhangban a korai (CD69) és a
késoi (HLA-DR) aktivacios markerek expresszidja a CD4+ sejteken szintén emelkedett.
A CDB8+ naiv és effektor/memoria sejtek alap allapotban nem mutattak eltérés a
kontrolltol, ahogy a HLA-DR expresszio sem. Egyedil a CD69 expresszidja

emelkedett a kontroll csoporthoz képest a CD8+ sejteken.

4 hét GCS terapia utan a Th2 prevalencia szignifikansan lecsdkkent, mikozben
a Thl tovabbra is emelkedett maradt. A megndvekedett Th1/Th2 arany ennek
megfeleléen Thl iranyu eltolodast mutatott. A CD69 aktivacios markerek expresszioja a
CD4+ és a CD8+ sejteken egyarant normalizalddott, ahogy a HLA-DR is a CD4+
sejteken. A CD8+ sejtek HLA-DR expresszidja azonban az alap allapothoz képest
emelkedett. A Thl7, a Treg sejtek, a CD4+ naiv és memdria/effektor sejtek
prevalencidja nem valtozott és tovabbra is az alap allapothoz hasonl6 kéros mintazatot
mutatott. A CD8+ naiv sejtek a kontrollhoz képest lecsokkentek, mig az

effektor/memoria sejtek prevalencidja nott.

A 8. hétre (4 héttel az utdn, hogy a GCS terapia ddzisa lecsokkent és
bevezetésre kerllt az MTX kezelés) a Th17 prevalenciaja szignifikansan lecsokkent a 4.
héthez képest, de a kontrollnal tovabbra is magasabb volt. Erdekes modon a Thi és a
Th2 sejtek prevalencidja megemelkedett a 4. héthez képest. Szintén emelkedett a CD4+
limfocitadk prevalencidja és a CD8+ sejtek CD69 expresszidja (a kontrollhoz képest).
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Ezzel egy id6ben viszont lecsokkent a CD8+ sejtek HLA-DR expresszidja és
normalizalodott a CD8+ naiv ill. memoria/effektor sejtek prevalencigja. A tobbi vizsgalt

sejttipus a 8. hétre érdemben nem valtozott.

A hagyomanyos DMARD terapiara nem reagald késéi RA-s csoportban a
naiv paciensekhez hasonléan a Thl, a Th2, és a Thl17 prevalencidja kezdetben
magasabb volt a kontrollhoz képest, mig a Treg-sejtek és a CD8+ citotoxikus T-sejtek
prevalencidja csokkent (az IFX Kkezelt csoportban a CD8+ T-sejtek csokkent
prevalencidja nem bizonyult szignifikdnsnak, szemben a ETA és az ADA kezelt
populécidban). A részletes adatok megtalélhatok az 5. és 6. tblazatban és a 7. abran.

A CD4+ helper sejtek, és a CD4+ ill. CD8+ naiv és memoria/effektor sejtek
prevalencidja normalis volt kezdetben a kés6i RA-s betegeknél, ha 6ket egy csoportként
kezeltuk. Kilon szedve azonban érdekes modon az IFX csoportban a CD4+ naiv
(CD45RA+) sejtek csokkent, mig a memdria/effektor (CD45RO+) sejtek emelkedett
prevalenciat mutattak a kontrollhoz képest. A CD4+ limfocitdk az ADA csoportban
mutattak emelkedést a kontrollhoz képest. Az aktivacios markerek (CD69 és HLA-DR)

expresszidja sem a CD4+, sem a CD8+ limfocitak esetében nem tért el a kontrolltol.

A T-sejtek eloszlasa hasonloan valtozott a kilonbozé TNF-a gatld
készitmények hatasara, bar bizonyos eltérések mégis mutatkoztak. Az ADA
csoportban megfigyelt CD4+ limfocita emelkedés a 4. és a 8. hétre normalizalddott, mig
az IFX kezelés hataséra a prevalencidja a 4. hétre szignifikansan megnétt a kontrollhoz
képest. A 8. héten minden vizsgalt csoportban normalizalodott a CD4+ limfocita
prevalencidja. Ezzel szemben a CD8+ sejtekét a TNF-a gatld keszitmenyek egyike sem
befolyasolta, az minden esetben az alap allapottal volt egyenértéki.

A Thl prevalencia a 4. és a 8. hétre fokozatosan tovabb emelkedett az IFX és az
ETA kezelt betegeknél, mikdzben az ADA csoportban konstans maradt. A Th2 ezzel
szemben az ADA és az IFX csoportban egyarant valtozatlan prevalenciat mutatott,
szemben az ETA kezelés hatasara, ahol a Th2 normalizalddott (lecsékkent a 4. hétre
majd valtozatlan maradt a 8. héten). A bioldgiai terapia egyike sem befolyasolta a Th17
sejtek prevalenciajat (4 és 8 hét utan sem), mikdzben mar 4 hét kezelést kovetéen nétt a

Treg-ek ardnya. Ez az emelkedés az ETA és az IFX esetén a 8. hétre tendencidzusan
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folytatodott, de az eredmény nem bizonyult szignifikansnak. Egyedil az ADA kezelés
novelte szignifikdns modon a Treg-ek prevalenciajat a 8. hétre a 4.-hez viszonyitva. Bar
az emelkedés mindharom esetben jelentds volt, a kontroll csoporthoz viszonyitva a 8
hétre is csokkent T-reg prevalencidkat mértiink kés6i RA-ban.

A CD4+ naiv és memdria/effektor sejtek eloszldsa immunaktivaciot jelzett, de
nem azonos idépontokban. IFX esetében az alap allapotban megfigyelt csokkent CD4+
naiv és emelkedett memdria sejtprevalencia a 4. és a 8. hétre is valtozatlanul
megmaradt. Ugyanez a csokkent naiv/memoria sejtarany volt megfigyelhet6 a 4. héten
az ADA kezelésnél és a 8. héten az ETA kezelésnél. Az ADA kezelt betegeknél a 8.
hétre a memoria/effektor sejtek tovabbra is magasabb prevalenciat mutattak, de ez az
eltérés nem bizonyult szignifikansnak (szemben a naiv sejtekkel, melyek aranya a 8.
hétre is szignifikansan csokkent maradt). A CD8+ naiv és memoria/effektor sejtek a
kezelés hatasara sem valtoztak, mindvégig a kontrollal azonos ardnyokat mutattak.

Az aktivacios markerek is mutattak eltéréseket a kiilonbozé kezelésektol
fiiggéen. Az alap allapothoz képest a HLA-DR expresszio a CD4+ sejteken a 4. és a 8.
hétre emelkedett ETA és ADA kezelés hatasara, mig az IFX nem befolyasolta. A CD4+
sejtek CD69 expresszidja sem valtozott egyik kezelés hatasara sem. A CD8+ sejtek
esetében a HLA-DR nétt ETA és ADA kezelés utan, de csak a 8. hétre, az IFX azonban
egyaltalan nem befolyasolta. A CD69 expresszié a CD8+ sejteken IFX kezelés esetén
nétt a 4 hétre, majd normalizaldédott a 8. hétre, mig az ETA hatdsara lecsokkent a 4.
hétre és megemelkedett a 8. hétre. Az ADA nem volt hatdssal a CD8+ sejtek CD69

expressziojara.

5.2.2. Funkcionalis vizsgalatok

RA-ban a T-limfociték intracellularis folyamataival kapcsolatos eredményeket a
7. és a 8. tablazat foglalja 6ssze.

A terdpia naiv, korai RA csoportban a vizsgalt paraméterek (cit-Ca*",
mit-Ca”*, szabadgy6k képzSdés és nitrogén monoxid termelés) egyike sem mutatott

eltérést alap allapotban a kontrollhoz képest sem a CD4+ sem a CD8+ limfocitakban.
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5. tablazat. CD4+ T-sejtek prevalencia értékei és aranyai reumatoid artritiszben (RA) a hagyomanyos ill. a biologiai terapia el6tt és alatt. Az adatok
median [interkvartilis tartomany] formatumban vannak megadva. “vs. kontroll P<0,05; ®vs. alap allapot P<0,05; Cys. 4. hét P<0,05. MTX=metotrexat,
GCS= glukokortikoszteroid, , LF=leflunomid, IFX=infliximab, ETA=etanercept, ADA=adalimumab,NO=nitrogén monoxid, Treg=regulatoros T-sejt

CD4-ben CD4-ben CD4-ben CDa-ben Thiz/ CPAben CDaben ./ cpapen CD4-DEN
Thl Th2 Th/Th2 Thi7 Treg Treg CDA5RA+ CDASRO+ memoria CD69+ HLA-
aran . naiv sejt) (memoéria .., DR+
%) (%) Yoo e arany PGS0 IS starany 00) O
Kontroll 9,12 6,07 1,53 1,05 5,68 0,17 56,50 38,05 1,56 2,34 2,62
(n=10) [8,79-9,96] [4,83-6,85] [1,27-1,94] [0,83-1,11] [4,82-6,49] [0,15-0,22] [50,83-64,05] [27,83-44,50] [1,15-2,11] [1,91-2,11] [2,10-3,22]
Alap allapot 12,15% 9,25% 1,31 1,76* 3,14% 0,56" 46,95" 48,60" 1,00% 2,72% 347"
(terapia nélkil)  [10,20-14,70] [8,84-11,5] [1,04-1,61] [1,61-1,98] [2,81-3,66] [0,51-0,63] [34,90-53,50] [37,80-61,50] [0,57-1,41] [2,43-3,50] [2,99-4,56]
Korai RA 4 hét: kozepes dozisi  11,65" 5,84° 1,86° 1,99% 2,87% 0,72* 44,55" 50,70* 0,85% 2,41° 2,88°
(n=19) GCS terapia utan [10,70-12,00] [5,61-6,4] [1,80-2,04] [1,90-2,24] [2,77-2,93] [0,59-0,76] [35,60-55,00] [41,90-59,10] [0,60-1,31] [2,13-2,83] [2,67-3,18]
Béshlf;;rgsk%?ﬁ';ﬁ] gcicés 12,95°C  898*C  141¢  155°C 307  049°C  4265° 4585 090" 257  277°
LtAn [12,40-13,90] [8,55-9,32] [1,40-1,70] [1,41-1,70] [3,06-3,26] [0,37-0,53] [40,00-51,20] [44,30-51,50] [0,72-1,08] [2,22-2,84] [2,65-3,69]
Alap allapot (MTX és  12,80" 7,147 1,65 1,90* 3,01% 0,76" 40,20" 53,60" 0,75" 2,50 2,60
Késsi RA  LF terapia mellett) [11,45-13,90] [6,67-9,42] [1,18-1,91] [1,77-2,37] [2,64-3,09] [0,56-0,82] [28,7-48,45] [45,88-65,05] [0,44-1,07] [1,89-2,97] [1,48-7,10]
IFX 4 hét IFX és MTX 12,90* 7,92% 1,58 1,86" 3,938 0,46" 40,30" 58,20" 0,66" 2,72 1,99
terapiaval terapia utan [12,20-14,75] [6,88-9,74] [1,35-2,02] [1,69-2,35] [3,22-4,39] [0,38-0,66] [32,00-47,90] [46,95-61,33] [0,53-1,04] [2,13-3,13] [1,16-4,86]
(n=8) 8hét IFX ésMTX  16,20%BC 7,06" 2,21% 1,82 425%8  0,39"B 40,30 54,80" 0,74" 2,65 3,17
terapia utan [13,35-16,75] [5,71-9,91] [1,71-2,42] [1,43-2,29] [4,15-4,65] [0,31-0,55] [28,7-47,8] [43,15-66,90] [0,43-1,13] [1,92-3,47] [1,71-6,20]
Alap allapot (MTX és  11,70" 6,75" 1,60 1,66" 3,09" 0,56" 54,30 38,60 1,32 2,46 2,89
Kés6i RA  LF terapia mellett) [10,80-13,10] [5,55-9,39] [1,30-1,97] [1,09-2,23] [2,74-3,40] [0,39-0,66] [45,05-67,23] [26,03-49,60] [0,92-2,58] [1,97-2,89] [2,10-4,36]
ETA 4 hét ETA és MTX 13,25" 6,37 1,80 166*  3,81"° 0,43" 53,35 42,05 1,27 2,36 420"
terapiaval terapia utan [11,38-14,73] [5,84-8,44] [1,60-2,17] [1,62-1,91] [3,61-4,65] [0,38-0,46] [42,93-58,98] [35,03-53,50] [0,81-1,69] [2,13-2,73] [2,98-5,56]
(n=12)  8hétETAésMTX 14,3078 6,02  237*%¢ 182% 456" 039" 51,65° 42,80° 1,26° 2,56 3,88%
terapia utan [14,05-15,40] [5,11-7,93] [1,79-2,77] [1,36-2,15] [3,88-5,39] [0,31-0,50] [38,55-54,70] [36,10-54,98] [0,70-1,46] [1,99-2,68] [3,07-5,73]
Alap allapot (MTX és  11,55* 7,69" 1,53 1,93* 3,31% 0,53" 53,75 40,70 1,33 2,53 3,90
Késéi RA  LF terapia mellett) [10,50-13,93] [6,14-9,06] [1,30-1,89] [1,49-2,15] [2,73-3,56] [0,47-0,68] [39,60-61,85] [36,10-51,85] [0,79-1,72] [1,77-3,06] [1,94-5,58]
ADA 4 hét ADA és MTX 11,90" 8,00" 1,48 1,92% 4,098 0,49" 46,85 47,758 0,98" 2,23 4,11*
terapiaval terapia utan [10,14-13,20] [6,86-9,42] [1,06-2,06] [1,64-2,19] [3,44-4,59] [0,38-0,59] [28,25-56,05] [39,93-64,02] [0,44-1,44] [1,70-3,20] [2,92-5,35]
(n=12) 8 hét ADA és MTX 11,50% 7,52% 1,48 1,72 506"  0,36" 49,20" 44,40 1,13* 2,33 4,79*

terdpia utan  [10,60-12,53] [5,93-9,42] [1,27-2,03] [1,33-2,34] [4,49-5,48] [0,26-0,43] [31,33-54,43] [38,28-61,95] [0,50-1,39] [1,56-3,08] [3,42-5,62]
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6. tblazat. CD8 T-sejtek prevalencia értékei és aranyai reumatoid artritiszben (RA) a hagyomanyos ill. a biologiai terapia el6tt és alatt. Az adatok
median [interkvartilis tartomany] formatumban vannak megadva. “vs. kontroll P<0,05; ®vs. alap &llapot P<0,05; “vs. 4. hét P<0,05. MTX=metotrexat,
GCS= glukokortikoszteroid, , LF=leflunomid, IFX=infliximab, ETA=etanercept, ADA=adalimumab,NO=nitrogén monoxid, Treg=regulatoros T-sejt

CD8-ban ~ CD8-ban naivv  CD8ban CD8-ban
PBMC-ben PBMC-ben CD4/CD8 CD45RA+ CD45RO+ L
o o . e o i memoriasejt  CD69+  HLA-DR+
CD4+ (%) CD8+ (%) arany (naiv sejt) (memoria sejt) . o o
o o arany (%) (%)
(%) (%)
Kontroll 41,55 21,80 1,81 72,45 21,55 3,61 1,69 2,07
(n=10) [36,78-43,8]  [16,85-29,50]  [1,37-2,69]  [61,78-78,65]  [15,50-29,20] [2,14-516]  [1,02-1,99]  [1,58-2,56]
Alap allapot 43,90 12,44 3,95% 64,80 28,25 2,32 2,59" 2,77
(terapia nélkil) [37,60-62,00] [10,10-17,90]  [2,56-5,28]  [57,80-74,30]  [21,60-33,60] [1,85-344]  [1,91-3,34]  [1,84-3,82]
Korai RA 4. hét: kdzepes dbzisu 44,00 12,55% 3,25" 58,40" 40,05" 1,427 1,678 3,2178
(n=19) GCS terapia utan [33,10-53,90]  [9,68-16,9] [2,90-576]  [54,30-69,10]  [23,60-42,30] [1,28-2,81]  [1,45-2,54]  [2,67-3,46]
8. hét: kis dozisu GCS és 48,00% 11,45% 4,50* 66,25 27,45 2,20 2,03"B 1,77¢
MTX kombinacié utan [45,30-49,60] [10,60-15,60]  [2,90-5,06]  [58,50-71,60]  [25,00-40,60] [152-2,92]  [1,83-2,15]  [1,72-1,87]
Alap allapot (MTX és 44,00 16,80 2,59 67,3 26,60 2,62 2,04 2,12
Kés6i RA  LF terapia mellett) [32,48-49,45]  [13,95-22,83]  [1,39-3,52]  [53,05-73,40]  [20,73-45,68] [1,28-343]  [1,85-3,10]  [1,97-2,88]
IFX 4 hét IFX és MTX 51,00" 17,70 2,86 54,80 37,10 1,47 2,20% 2,08
terapiaval terapia utan [47,5-57,08] [15,70-18,40]  [2,69-3,39]  [48,35-71,58]  [21,63-42,68] [1,18-335]  [1,94-2,27]  [1,56-2,58]
(n=8) 8 hét IFX és MTX 49,85 18,70 2,78 62,70 25,85 2,51 1,87 2,37
terapia utan [35,2-50,88]  [14,30-21,45]  [1,63-3,50]  [50,20-74,58]  [21,55-46,25] [1,11-344]  [1,62-2,05]  [1,83-2,97]
Alap allapot (MTX és 51,95 12,35% 4,817 75,55 20,60 3,58 2,04 2,49
Késoi RA  LF terapia mellett) [39,53-64,95]  [6,49-18,70] [2,79-538]  [67,05-80,50]  [15,25-27,20] [2,36-5,28]  [1,65-3,08]  [1,58-3,15]
ETA 4 hét ETA és MTX 44,00 12,55% 3,208 72,90 23,40 3,06 1,64° 2,40
terapiaval terapia utan [39,00-49,35]  [9,73-18,40] [2,44-402]  [69,23-77,88]  [18,73-26,65] [2,73-415]  [1,39-2,30]  [2,20-2,51]
(n=12) 8 hét ETAés MTX 44,15 11,55% 3,56" 71,55 22,70 3,24 2,324 3,28"
terapia utan [40,08-49,78]  [9,40-17,63] [2,55-4,86]  [69,30-72,93]  [18,98-26,35] [2,68-391]  [1,71-2,72]  [2,58-3,76]
Alap allapot (MTX és 46,80" 15,25% 2,99" 72,50 21,55 3,21 2,35 2,65
Kés6i RA  LF terapia mellett) [42,75-53,00] [11,06-19,10]  [2,62-4,53]  [61,30-78,33]  [15,38-26,20] [2,21-5,24]  [1,51-4,05]  [2,25-3,76]
ADA 4 hét ADA és MTX 44,90 16,20% 2,99 66,20 26,95 2,46 2,64 2,37
terapiaval terapia utan [37,80-50,93]  [10,48-21,30]  [2,01-4,31]  [59,75-74,45]  [15,85-33,43] [1,79-4,44]  [1,55-3,55]  [1,73-3,13]
(n=12) 8 hét ADA és MTX 47,40 15,40% 3,12 66,50 23,60 2,71 2,34 2,88%
terapia utan [38,45-50,08]  [10,47-20,83] [4,04] [60,85-71,68]  [21,95-26,83] [2,28-3,06]  [1,65-3,77]  [2,24-3,48]
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4 hét GCS terdpia utdn a PHA aktivaciét kovetd cit-Ca®" vélasz a kontroll
csoporthoz képest mindkét sejtpopulécidban lecsdkkent. A CD4+ limfocitak esetében az
els6 10 percben megfigyelt szabadgyok képzédés is szignifikans csokkenést mutatott a
kontroll csoporthoz és az alap allapothoz képest.

A 8. héten, a csokkentett dozisi GCS és az MTX terdpia mellett a cit-Ca*
valasz normalizalddott a CD4+ és a CD8+ limfocitakban, igy az alap allapottal illetve a
kontroll csoporttal azonos mértéket mutatott. A szabadgyok képzdodés a 8. hétre tovabbi
csokkeneést jelzett a CD4+ limfocitakban és ezzel parhuzamosan a CD8 limfocitak
szabadgydk képzédése is lecsokkent a 8. hétre a kontroll csoporthoz képest. A mit-Ca®*
és a nitrogén monoxid termelés kinetikija DMARD terapiat kovetéen sem mutatott
eltérést.

A kombinélt DMARD nonreszpondereknél a TNF-o kezelést megel6zéen
fokozott cit-Ca®* vélasz jelentkezett a kontroll csoporthoz képest a CD4+ és a CD8+
limfocitdkban egyarant. A tdbbi vizsgalt paraméter nem mutatott eltérést alap
allapotban, kivéve az ETA csoportot, ahol a szabadgyok képzédés a kontrollhoz képest
emelkedett volt a CD4+ limfocitakban.

A bioldgiai terapia 4. hetén a cit-Ca’* valasz mindharom (IFX, ETA és ADA)
csoportban normalizlédott mindkét limfocita populacioban. Ezzel parhuzamosan a
szabadgyok képz6dés is szignifikansan lecsokkent az alap allapothoz képest (IFX esetén
pedig a kontrollhoz képest is a CD4+ sejtekben) minden vizsgalt csoportban, kivéve az
ADA kezelés esetében, ahol a CDS8+ limfocitdkban a szabadgyok képzddés nem
véltozott. A mit-Ca’*-ra egyediil az IFX volt hatassal a CD8+ limfocitakban, ahol a
kezelés hatasara elnyujtott és fokozott mit-Ca?* valasz volt megfigyelhets. Az NO
termelésre 4 hét utan nem volt hatdssal a TNF-a gatlo terapia.

A 8. hétre a kezeléstdl fliggetleniil semmilyen valtozast nem észleltiink egyik

vizsgalt paraméterben sem, igy a 4. héten megfigyelt kinetikak allandosultak.
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7. tblazat. Reumatoid artritiszben (RA) a CD4+ T-limfocitk intracelluléris folyamatait leird gorbék legfontosabb parameterei.
Avs. kontroll P<0,05; Bvs. alap allapot P<0,05. Az adatok median [interkvartilis tartomany] formatumban vannak megadva. AUC = gorbe
alatti terulet, Max = maximum érték, tmax = maximum elérésének ideje, GCS = glukokortikoszteroid, MTX = metotrexat, LF = leflunomid,
IFX = infliximab, ETA = etanercept, ADA = adalimumab, NO = nitrogén monoxid

Citoplazmatikus Ca*"

NO termelés

Mitokondrialis

Szabadgyok képzdodés Catt
AUC (U)  Max (rpv) twx (S)  AUC (U)  Max (rpv)  tmax (S) AUC (U) AUC (U)
Kontroll 89,06 1,211 4448 75,43 1,239 594,5 5,501 64,18
(n=9) [62,60-131,5] [1,149-1,326] [192,3-594,4] [68,01-88,80] [1,217-1,263] [594,3-595,3] [-6,919-35,98] [42,85-97,89]
Alap allapot 90,54 1,221 458,9 74,36 1,245 594,5 34,11 63,03
(terapia nélkil) [73,45-206,5] [1,166-1,581] [172,6-594,5] [50,26-90,26] [1,178-1,308] [594,0-595,2] [-0,103-76,15] [33,70-97,45]
Korai RA 4. hét: kdzepes dozisi 44,558 1,127% 2342 48,478 1,172 594,7 -9,670 40,11
(n=12) GCS terapiautan  [21,11-74,37] [1,068-1,201] [209,0-594,1] [36,15-79,09] [1,145-1,237] [594,3-595,4] [-11,43-10,73] [25,71-58,89]
8. hét: kis dozist GCSés 60,67 1,232 306,5 49,75" 1,170" 594,6 3,180 55,83
MTX kombinaci6 utan [12,22-111,6] [1,046-1,295] [289,5-594,1] [45,87-54,55] [1,165-1,179] [594,5-594,8] [-12,39-11,74] [19,47-72,22]
Alap allapot (MTX és  1451° 1,374 594,1 65,04 1,223 594,6 24,62 51,86
Kés6i RA  LF terapia mellett)  [126,8-207,4] [1,315-1,510] [342,8-594,6] [53,47-86,19] [1,170-1,258] [594,4-595,2] [-7,701-95,50] [44,98-81,62]
IFX 4 hét IFX és MTX 96,97 1,240 594,5 39,928 1,146" 594,4 19,82 83,87
terapiaval terapia utan [4,403-162,7] [1,032-1,352] [276,2-594,6] [33,42-67,93] [1,141-1,230] [593,7-595,2] [-14,59-30,06] [51,44-166,5]
(n=7) 8 hét IFX és MTX 115,9 1,328 593,9 56,16" 1,186 593,6 -2,549 67,37
terapia utan [59,33-141,1] [1,242-1,347] [288,0-594,9] [45,14-71,85] [1,167-1,220] [593,1-595,5] [-16,00-25,92] [42,57-118,9]
Alap allapot (MTX és 1412 1,319% 372 94,55 1,293 594,9 -0,087 70,62
Kés6i RA  LF terapia mellett)  [109,1-235,6] [1,271-1,535] [216,7-593,5] [81,39-111,0] [1,242-1,372] [594,2-595,6] [-12,70-22,17] [59,08-128,8]
ETA 4 hét ETA és MTX 125,7 1,304 383,8 73,49° 1,235° 594,8 21,72 50,93
terapiaval terapia utan [64,09-159,1] [1,147-1,396] [246,1-594,1] [59,69-81,87] [1,188-1,275] [594,1-595,3] [-4,121-87,42] [34,75-82,80]
(n=7) 8 hét ETA és MTX 92,11 1,231 312,5 72,37 1,226 593,9 8,466 77,45
terapia utan [49,82-222,8] [1,182-1,491] [174,3-593,9] [49,84-105,9] [1,163-1,300] [593,7-594,8] [-8,267-62,04] [26,15-94,89]
Alap allapot (MTX és  144.4° 1,399” 557,9 81,89 1,258 594,5 15,86 77,94
Kés6i RA  LF terapia mellett)  [128,0-199,8] [1,320-1,484] [217,8-594,4] [69,52-106,8] [1,220-1,343] [594,0-594,9] [1,704-116,9]  [66,09-90,10]
ADA 4 hét ADA és MTX 93,91 1,227 4974 63,215 1,212 594,7 25,87 66,84
terapiaval terapia utan [77,45-157,3] [1,188-1,347] [256,4-594,6] [34,48-77,15] [1,155-1,240] [594,2-5955] [-6,588-99,43] [41,83-92,19]
(n=8) 8 hét ADA és MTX 107,6 1,262 4324 73,95 1,230 594,2 60,43 71,77

terapia utén

[50,18-158,5]

[1,146-1,364]

[226,6-594,5] [61,69-78,82] [1,211-1,241] [593,6-594,9]

[26,93-133,0]

[62,20-95,48]
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8. tblazat. Reumatoid artritiszben (RA) a CD8+ T-limfocitak intracelluléris folyamatait leiré gorbék legfontosabb parameterei.
Avs. kontroll P<0,05; Bvs. alap allapot P<0,05. Az adatok median [interkvartilis tartomany] formatumban vannak megadva. AUC = gérbe
alatti terulet, Max = maximum érték, tmax = maximum elérésének ideje, GCS = glukokortikoszteroid, MTX = metotrexat, LF = leflunomid,
IFX = infliximab, ETA = etanercept, ADA = adalimumab, NO = nitrogén monoxid

Citoplazmatikus Ca*"

NO termelés

Mitokondrialis

Szabadgyok képzdodés Catt
AUC (U)  Max (rpv) trx () AUC (U)  Max (V)  tmex (5) AUC (U) AUC (U)
Kontroll 66,93 1,159 593,5 72,27 1,229 594,3 -8,283 95,27
(n=9) [30,26-125,4] [1,076-1,318] [212,9-594,1] [63,06-81,29] [1,201-1,250] [593,7-594,7] [-14,03-32,58] [65,04-123,8]
Alap allapot 1136 1,280 417,7 73,45 1,237 594,4 27,11 97,91
(terapia nélkil) [78,25-271,3] [1,165-1,578] [225,1-594,4] [46,86-91,89] [1,163-1,296] [593,5-595,1] [-4,81-84,51]  [66,78-130,9]
Korai RA 4. hét: kozepes dozisu 51,84 1,136 204,0" 55,50 1,175 594,5 -2,612 62,0
(n=12) GCS terapiautan  [36,76-62,66] [1,086-0,171] [172,6-314,6] [38,25-82,20] [1,135-1,236] [594,0-594,8] [-23,17-20,68] [54,09-92,09]
8. hét: kis dozisi GCS és 47,27 1,124 227,9 4837 1,150°B 594,5 -1,95 72,12
Alap allapot (MTX és 185,1* 1,395 282,4 70,10 1,214 5946 14,26 103,5
Késéi RA  LF terapia mellett)  [116,6-243,3] [1,277-1,624] [221,7-594,2] [54,39-86,25] [1,183-1,233] [593,4-595,4] [2,377-99,16]  [28,5-147.2]
IFX 4 hét IFX és MTX 108,6 1,230 512,8 52,00 1,210 594,4 25,01 149,98
terapiaval terapia utan [72,64-152,6] [1,159-1,337] [414,2-593,7] [44,86-79,63] [1,160-1,266] [593,7-595,2] [-9,913-37,25] [111,0-174,1]
(n=7) 8 hét IFX és MTX 135,2 1,400 594,0 51,335 1,166"8 593,5 0,598 120,4
terapia utan [93,39-192,9] [1,250-1,533] [239,6-594,9] [27,14-65,36] [1,117-1,186] [593,1-594,7] [-10,1-15,56]  [92,63-177,2]
Alap allapot (MTX és  141,7% 1,310" 2337 82,04 1,248 595,5 3,144 99,13
ETA 4 hét ETA és MTX 123,0 1,262 593,1 62,68 1,192 593,9 10,21 99,82
terapiaval terapia utan [80,64-222,7] [1,197-1,464] [204,1-594,3] [54,58-65,66] [1,179-1,231] [593,1-594,5] [-13,53-66,18] [58,25-175,5]
(n=7) 8 hét ETA és MTX 85,58 1,245 564,8 63,48 1,180 5948 6,344 118,4
terapia utan [15,71-174,2] [1,081-1,360] [299,7-595,0] [33,88-91,21] [1,144-1,262] [593,9-595,2] [-11,89-44,72]  [89,4-135,4]
Alap allapot (MTX és 167,8" 1,433" 426,2 77,61 1,242 594,1 13,38 117,1
Kés6i RA  LF terapia mellett)  [92,92-299,8] [1,247-1,668] [213,0-594,4] [69,66-104,1] [1,213-1,316] [593,6-594,7] [-6,351-1231] [81,13-179,3]
ADA 4 hét ADA és MTX 107,3 1,257 522,4 63,42 1,205 594,2 19,68 118,6
terapiaval terapia utan [62,06-205,1] [1,149-1,453] [280,6-594,6] [36,41-72,28] [1,123-1,239] [593,4-594,6] [-8,922-85,39] [47,75-151,9]
(n=8) 8 hét ADA és MTX 109,1 1,249 516,8 69,88 1,210 595,0 96,51 106,2

terdpia utan [93,76-185,2]

[1,204-1,439]

[348,1-594,5] [60,48-74,83] [1,193-1,247] [594,6-595,4]

[20,34-126,9]

[92,88-123,6]
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6. MEGBESZELES

6.1. Spondilitisz ankilopoetika

Az AS a gerinc ismeretlen eredetli kronikus gyulladdsa, mely a gerinc
érintettsége mellett enthesitissel és periférias izuleti gyulladassal is tarsulhat [3]. A
patogenezis pontos mechanizmusa még ismeretlen, de a betegség kialakulasaban az
adaptiv immunitas elemeinek [1,6,90] és bizonyos intracellularis folyamatoknak [91]
fontos szerepe lehet.

6.1.1. Sejtprevalencia vizsgalatok infliximab kezelés elott

A makrofagok, a B-limfocitak és a T-limfocitak egyes képviseldinek szambeli
eltérései régota ismertek AS-ben [92]. Kordbbi vizsgalatok széleskortien
tanulmanyoztak a kiilonb6z6 T-sejt populéciok prevalenciajat AS-es betegek kiilonb6z6
testvaladekaibol. Leirtak, hogy periférias vérben a CD4+ [93] és a CD8+ [94] sejtek
aranya AS-ben megemelkedik. Ezzel 6sszhangban mi is emelkedett CD4+ prevalenciat
mértink a kontrollhoz képest. Ezzel parhuzamosan vizsgalatunkban a Thl és a Th2
sejtek szdma is emelkedett. Ez az eredmény alatamasztja azt a megfigyelést, hogy
AS-ben a normalnal magasabb Th2 arany figyelheté meg [6]. A Thl sejtekre vonatkozé
irodalmi adatot nem taladltunk. Munkank sordn egy Th2 iranyu eltolddast is
megfigyelhettliink, ugyanis a Thl marker CXCR3 prevalencidja kisebb mértékben
emelkedett, mint a Th2 marker CCR4-é. A felszini markerek vizsgalataval
megerdsitettik Rudwaleit és mtsai citokintermelésre vonatkoz6 megallapitasat,
miszerint AS-re a Th2 dominancia jellemz6 [95]. (A CXCR3 és a CCR4 széleskorben
elfogadott sejtfelszini markerei a Thl és a Th2 sejteknek [6,13].)

Az adaptiv immunitas szabalyozasaban eltoltott kozponti szerepik miatt a
Treg-sejteket és a Th17 sejteket is vizsgaltuk. Az antiinflammatérikus Treg-sejtek
csOokkent prevalenciagja szamos autoimmun betegsegben (RA, 1l-es tipusu
cukorbetegseg) megfigyelhetd [96,97]. Az immunvalasz ilyen esetben fokozodik,
kilonosképpen, ha ezzel parhuzamosan a proinflammatoérikus Th17 sejtek aranya pedig
emelkedik [98,99]. Wu és mtsai kimutattdk, hogy AS-ben a Thl7/Treg arény

emelkedik. Az immunfenotipus ez irdnyd valtozasanak fontos szerepe lehet a betegség
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patomechanizmusaban [8]. Téamogatva ezt az elméletet, az altalunk vizsgalt
betegpopulécidban mi is eltolddast taldltunk a Th17/Treg aranyban az emelkedett Th17
és a normal Treg prevalancia kovetkeztében. A korabbi vizsgalatokban ismertetett
alacsony prevalenciaju és az altalunk mért normal Treg kozti eltérés a Treg-ek
azonositasahoz alkalmazott technikai eltérések adhatnak magyarazatot. Amig Wu és
mtsai a Treg-sejteket az intracellularis FoxP3 transzkripcios faktor expresszié alapjan
azonositotta, addig mi a CD4 és a CD25 pozitivitds, valamint a CD127 negativitas
szerint definialtuk (CD4+CD25+CD127- Treg). Habar kimutattak, hogy CD4+ sejteken
a CD127 forditottan ardnyos a FoxP3 expresszioval [63] és hogy a CD127 marker
hianya a FoxP3 transzkripcios faktor alternativajanak tekinthet6 [64], Ujabban
megkérddjelez6dott a két modszer Osszehasonlitasanak pontossaga. Klein és mitsai
szerint a kétféle médon azonositott Treg populéacio bar sok atfedést mutat, nem teljesen
ugyanazt a sejttipust jel6li, igy a kiilonb6z6 tanulmanyok eredményeit nem tanacsos
Osszevetni [100]. Ha azonban a Treg-ek azonositasara a FoxP3 el6tt elterjedt
CD4+CD25+ pozitivitast [101] alkalmaztuk, akkor vizsgalatunkban szintén csokkent
expresszidt mértiink AS-ben a kontroll csoporthoz képest.

Mig egyes autoimmun kdrképekben a CD45RA+ és a CD45RO+ (naiv és
memoria/effektor) T-sejteknek fontos szerepe van [102], AS-ben (mésokhoz hasonléan
[90]) nekiink sem sikeriilt semmilyen eltérést kimutatni a kontroll csoporthoz képest
IFX kezelés elott. A korai és a késéi (CD69, HLA-DR) aktivacios markerek is a
kontroll csoporttal voltak egyenértékiick [103], ahogy a CD8+ sejtcsoportok egyike sem
mutatott eltérést a kontroll csoporttdl.

Fontos megjegyezni, hogy mérési eredményeink periféridas vérmintakra
vonatkoznak, igy a lokalisan zajlé izlleti gyulladasos folyamatok sejtprevalencia értékei

ettol eltérhetnek
6.1.2. Sejtprevalencia vizsgalatok infliximab kezelés utan

Vizsgéalataink sordn AS-ben elséként nyomon kovettiik a sejtprevalencia értékek
rovid tava valtozasait az IFX kezelés alatti 6 hétben. Ez az iddintervallum terapias

szempontbol az tgynevezett indukcios terapias idészaknak felel meg. Mikdzben az IFX

kezelés hatdsdra a BASDAI érték szignifikansan lecsdkkent, a sejtprevalencia értékek
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kozvetleniil nem kovették ezt a valtozast. A kontrolltdl valo eltérés az IFX kezelés elotti
allapothoz hasonléan megmaradt, s6t egyetlen hatasként a korébban érintetlen CD4+
naiv és memoria/effektor sejtek ellentétes iranyu valtozadsa a memdria/effektor sejtek
javéra billentette az aranyukat. Joggal feltételezhetjiik tehat, hogy az IFX kedvezd
Klinikai hatasat az altalunk vizsgalt sejtprevalencidk befolyasolasatol fuggetlendl fejti
Ki. Ez az eredmény ellentmond azoknak a megfigyeléseknek, amelyeket mas
korkepekben, de szinten IFX kezelt betegekben taldltak. Az IFX fokozza a CD4+, a
CD8+ [11] és a Treg-sejtek [104] prevalencijat Crohn betegségben, valamint a Thl
elkotelezett T-limfocitdkét RA-ban [13,105].

Ez a diszkrepancia a mi eredményeink és az irodalmi adatok kozott egyrészt az
alkalmazott markerek kozotti kilonbségnek tulajdonithatok (a Treg esetében mi a
jelenleg egyre szélesebb korben elfogadott felszini markereket valasztottuk, nem pedig
a kordbban hasznalt intracellularis FoxP3 faktort). Masrészt felvetik annak a
lehetdségét, hogy az IFX adaptiv immunitasra gyakorolt hatasai betegség-specifikusak
lehetnek.

6.1.3. Funkciondlis vizsgélatok infliximab kezelés elott

Reumatoldgiai korkepek patomechanizmusanak egyik kulcs momentuma a
fokozott TNF-a termelés, ami AS-ben is megfigyelheté [106]. Ez a kronikus folyamat
helyi és szisztémas gyulladast indukalhat, ami a betegség klinikai képét és a tiineteket is
nagymértékben meghatarozza [107]. Az utébbi idében egyre tobb jel mutat arra, hogy a
koros TNF-a expozicié a T-sejtek intracellularis jelatvitelére is hatassal van [108,109].
Az eltérd sejtprevalenciak mellett tehat feltételeztiik, hogy a sejtmiikodeés esetében is
kulonbségek lesznek AS-ben. Munkank kiterjesztéseként ezért adatokat gytijtottiink arra
vonatkozoan, hogy a T-limfocitak aspecifikus aktivacidjat kiséré intracellularis
folyamatok kinetikaja eltéré-e AS-ben a kontrollhoz képest.

Normal sejtmiikddés sordn a T-sejt receptor (TCR) stimuléciéja fokozza a
citoplazmatikus Ca®* jelet azéltal, hogy az inozitol-1,4,5-triszfoszfat (IPs) az aktivécio
korai fazisdban az endoplazmas retikulumbdl (ER) kalciumot szabadit fel. Ezzel egy
idében a Ca®* visszavétele is azonnal megindul az ER-ba és a mitokondriumba. Ezt a

folyamatot a vizsgalatunk soran a CD4+ és a CD8+ limfocitak esetén is reprodukalni

-48 -



DOI:10.14753/SE.2016.1830

tudtuk: a PHA adagolast kovetSen a cit-Ca”* jel és ezzel parhuzamosan a mit-Ca’* jel is
egy meredek emelkedést mutatott az aktivacio utan, majd egy fenntartott fazist kovetéen
lecsengett. Fontos megjegyezni, hogy a cit-Ca?* emelkedés AS-ben késleltetett volt a
CD4+ és a CD8+ sejtekben egyarant a kontroll sejtek kinetikajahoz viszonyitva. Ezzel
dsszhangban a mit-Ca’* is késébb érte el a maximumat AS-ben (a CD8+ sejtek
esetében). A CD4+ sejteknél az ilyen iranyd megfigyelést nehezitette, hogy a mit-Ca**
jel maximuma sok esetben a mért idon kiviilre esett a kontroll és a beteg populacioban
egyarant (4. Abra). Tovébbi eltolodast tehat jelen vizsgalati koriilmények kdzétt nem
tudtunk mémi. A késleltetett Ca®* jel 6sszhangban van azzal a megfigyeléssel, amit in
vitro kortlmények kozott mértek TNF-o hatasnak kitett T-sejtekben. Church és mtsai
megallapitottak, hogy a TNF-o kezelés csokkentette a PHA stimuléaciot kovetd cit-Ca®*
jel csucsat T-sejtekben [109]. Ez annak az 0Osszetett TNF-a hatasnak lehet az
eredménye, amely a jelatviteli kaszkadot tébb ponton is mdédositja. A TNF-a. down-
reguldlja a CD3 zéta-lancot [110], csokkenti a ZAP-70 foszforilaciét [111], de
kozvetleniil a Ca?* mobilizaci6jét is gatolja [109]. AS-ben minddssze egy tanulméanyban
vizsgaltak az intracellularis Ca®* valtozast PHA stimulaciot kovetden. Lee és mtsai
periférias limfocitak cit-Ca®* koncentracidjat mérték, de nem taldltak szignifikans
eltérést a beteg populécié és a kontroll csoport kdzott [112]. Ez a vizsgalat azonban tébb
ponton is eltér a miénkt6l, ugyanis az altaluk vizsgalt sejtcsoport heterogénebb €s mas
az alkalmazott Ca* szelektiv festék. Raadasul a Ca** gorbe kinetikus jellemzése helyett
minddssze a Ca?* koncentraciokat hasonlitottak ssze.

A TCR stimulacio hatésara emelkedd Ca®* szint mellett szamos intracellulris
folyamat aktivalodik a jelatviteli kaszkadnak koszonhet6en. Ezek kozé tartozik az NO
termelés is, amely TCR aktivaciot kovetden fokozodik [113]. A pontos intracelluléris
NO mennyiség azonban a kiilonb6z6 serkentd és gatld mechanizmusok egyensulyanak
eredménye. A TCR aktivacioval egy idében egy negativ feedback mechanizmus is
megindul, amelyben a magas NO szint gatolja a TCR-en keresztili jelatvitelt azéltal,
hogy csokkenti a zéta-lanc expressziodjat [91]. A TNF-a-rol pedig kimutattak, hogy toébb
sejttipusban (makrofag, endothél sejt, simaizom sejt) noveli az intracellularis NO
termelést az indukalhatd nitrogén-oxid-szintetaz (iNOS) aktivitasanak a fokozasa révén
[114,115]. Magas TNF-o mellett tehat fokozott NO termelés feltételezhetd. Ezt az

elméletet munkank soran sikerilt teljes mértékben aldtdmasztani, ugyanis a kontrollhoz
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képest az NO termelés fokozddott AS-ben (5.4bra). RA-ban Nagy és mtsai hasonlo
eredményre jutottak [9], bar 6k statikus mérést végeztek, mig mi a kinetikéat probaltunk

leirni.
6.1.4. Funkciondlis vizsgélatok infliximab kezelés alatt

Munkank masodik fazisadba az IFX hatasat vizsgalva AS-ben megallapitottuk,
hogy a CD8+ T-sejtek intracellularis Ca** valasza (cit-Ca®* és mit-Ca** szint) a 6. hétre
normalizalédott (de nem a 2. hétre). A CD4+ sejtek cit-Ca”" jele tovabbra is kéros
maradt, annak ellenére, hogy az IFX terapia jelentOsen javitotta a betegek Klinikai
statuszat. Az NO metabolizmus azonban méar 2 hét biologiai terdpia utan is javult a
CD4+ és a CD8+ sejtekben egyarant. Ez a valtozas a 6. hétre is megmaradt, azaz az NO
termelés a kontrol csoporthoz hasonlé kinetikat irt le. Megéllapithatjuk tehat, hogy az
IFX terapia hatdsa eltérd a Ca®" vélaszra és az NO termelésre. Mivel az aktivalt
T-sejtekben az NO termelés hetekkel a Ca** kinetika elStt normalizalédott
valo6sziniisithetd, hogy mas faktorok jatszanak szerepet a két folyamatban. Feltehet6en
azok az elvaltozasok, amelyek az IFX kezeletlen betegekben a kéros NO termelést
fenntartottdk a Ca”* influxtdl fiiggetleniil miikodnek. Raadasul az éltalunk vizsgalt
valamennyi beteg klinikai allapota 2 hét IFX kezelés utan is jelentdsen javult, igy joggal
feltételezhetjilk, hogy az aktivalt T-limfocitak intracellularis Ca®* valaszai nem
jatszanak olyan fontos szerepet AS-ben, mint az intracellularis NO termelés. Erre enged
kovetkeztetni az is, hogy irodalmi adatok alapjan RA-s betegekben a szérum NO szint
lecsokkent IFX kezelés hatasara [115]. Ezt az iNOS aktivitds megsziinésének
tulajdonitottak (amit a TNF-a gatlas eredményezett), ami az A&ltalunk megfigyelt
intracellularis NO csokkenésre is magyarazatot adhat. Az iINOS enzim fiziolégigja a
T-limfocitakban azonban kevésbé ismert.

A Ca* jel és az NO termelés mellett a szabadgydk képz8dés kinetikajat is
vizsgaltuk aktivalt T-sejtekben, de sem az IFX kezelés el6tt, sem alatt nem taldltunk
eltérést a kontroll csoporthoz képest. Masok munkajaval ezt a megfigyelést ai irodalmi

adatok teljes hianya miatt 6sszevetni nem tudtuk.
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4. Abra. A CD4+ és a CD8+ sejtek aktivaciojat kovetd citoplazmatikus és a
mitokondrialis Ca®* jelhez tartozé tmax (a maximum elérésének ideje) AS-ben az
infliximab (IFX) kezelés el6tt és alatt. (Whiskers box-plot: a doboz teteje a mediant, a
bajusz a tartomanyt jeldli).

Esetszam: kontroll, n=9; AS, n=13. “vs. kontroll p<0,05
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5. Abra. A CD4+ és a CD8+ sejtek aktivac

crer

10ja

t kovetd NO termeléshez tartozo kinetikus gorbe jellemz6i AS-ben az infliximab (IFX)
kezelés el6tt és alatt. (Whiskers box-plot: a doboz teteje a mediant, a bajusz a tartomanyt jel6li). Esetszam: kontroll, n=9; AS, n=13.
Avs. kontroll p<0,05; Bvs. alap allapot p<0,05. AUC = gdrbe alatti teriilet, Max = maximum értéke, tmax = maximum elérésének ideje.
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6.2. Reumatoid artritisz

Munkank soran els6ként allitottunk 6ssze egy olyan vizsgalati sorozatot, mely
utdnkovetéses modszerrel 8 héten &t vizsgélja terapia naiv (korai) és TNF-a gatlo
kezelésre szoruld (kés6i) RA-s betegek periférias T-sejtjeiben bekdvetkezd prevalencia
valtozasokat a hagyomanyos DMARD és a biologiai terapia harom képvisel6jének
alkalmazasa soran. A vizsgalat masodik fazisdban ugyanazon betegeknél meghataroztuk
a PHA stimulaci6 hatasara végbemend intracelluléris folyamatok kinetikus valtozasait a
CDA4+ és a CD8+ sejtekben a kiilonb6z6 terapias protokollok megkezdése el6tt és alatt
(a 4. illetve a 8. héten).

6.2.1. Sejtprevalencia vizsgalatok korai RA-ban

A terdpia naiv, korai RA-s csoportban a kezelés elétt az immunvalasz
szabalyozasaért felelos legfébb T-limfocitak eloszlasa proinflammatdrikus iranyba
tolddott el (6.4bra). Erre az aktivaciora utal az emelkedett Thl és Th2 prevalencia. Ez
0sszhangban van azzal a megfigyeléssel, hogy RA-ban dontéen a Thl emelkedés
domindl [116], mikézben a Th2 prevalenciaja is koros mértékben nd [6]. A csokkent
CD8+ limfocita prevalencia pedig megerésiti azokat a korabbi megfigyeléseket,
amelyek a CD8 hidnyat 6sszefuiggésbe hoztak az RA patogenezisével [117].

Az egészséges immun homeosztazishoz elengedhetetlen a pro- és az anti-
inflammatorikus hatasok dinamikus egyensulya. Ebben régota ismert fontos szerepe van
az immunrendszer gatlasaban kdzponti szerepet jatsz0 Treg-sejteknek. Szintén egyre
tobb figyelem irdanyul az IL-17 termelé proinflammatérikus Th17 sejtekre is, mint a
Treg-ek ellenpdlusara [118]. A Thl7 talsuly RA-ban hozzajarul a gyulladéshoz, a
porckarosodashoz és a csont eréziohoz is [119]. Korébbi vizsgéalatokhoz hasonldan
[120,121] munkank soran korai RA-s betegekben emelkedett Th17 és csokkent Treg
prevalenciat taldltunk. A Thl7/Treg arany proiflammatorikus iranyba torténd
eltolodasanak az eredmeénye a T-limfocitak fokozott aktivacidja. Eredményeink is ezt az
aktiv immun fenotipust tamaszjak ala, miutan mindkét vizsgalt aktivacios marker

expresszidja emelkedett volt a CD4+ sejteken, a CD69 pedig a CD8+ sejteken.
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A CD69 korai aktivicios marker fokozott expresszidjat RA-ban korabban
szinovidlis folyadekbol vett mintdkbdl sikertlt kimutatni [122]. A CD69 emelkedése
RA-ban a lokalis gyulladasos folyamatokban szintén ismert [123]. Méréseink soran
periférias vérbol sikerult kimutatni korai (terapia naiv) RA-s betegekben a fokozott
CD69 expressziot a CD4+ és a CD8+ limfocitakon, és a HLA-DR expressziot a CD4+
sejteken. Azt mar korabban kimutattak RA-ban, hogy a HLA-DR és a CD69 expresszio
szinovialis folyadékban egymassal parallel médon valtozik [124], de periférids vérben
ez a jelenség ismeretlen volt.

Az aktivalt immun statusz tovabbi jele lehet RA-ban a naiv sejtek fokozott
atalakulasa memoria/effektor sejtekké [125], amit a csokkent naiv/memoria
sejtaranyokkal sikerult alatamasztanunk a CD4+ limfocitakon.

Ezek a megfigyelések alatdmasztjak azt, hogy RA-ban az immunrendszer
szabalyozésdban szisztémés zavarok mutatkoznak. Miutan az altalunk vizsgalt
kezeletlen korai RA-s betegeknél extaartikularis komplikaciok nem voltak
megfigyelhetok, feltehetéen a periféridas vérben taldlhatdé immun fenotipus
abnormalitasok az RA szisztémas progresszidojat megelézve jelentkeznek. A helyi

folyamatok klinikai tiineteket is mutato eltérései ezt kovetden alakulhatnak ki.

Erdekes mddon a korai RA-s csoportban a 4. héten a GCS terapia nem
indukalt jelentds valtozasokat a vizsgalt CD4+ T-limfocitdk csoportjaiban (Thl, Th17,
Treg). Kiemelend6 valtozas azonban 4 hét GCS terpia utdn a CD4+ limfocita CD69 és
a HLA-DR normal expresszidja és a Th2 sejtek prevalencigjanak a csokkenése. Az
aktivacios markerekre vonatkozo irodalmi adatot GCS terapiaval 6sszefiiggésben nem
talaltunk, a csdékkent Th2 prevalenciat pedig minddssze asztma bronchialéban sikerlt
eddig kimutatni [126]. Ez a csokkenés a Thl iranyaba ndvelte a Th1/Th2 aranyt, ami
egy proinflammatorikus stimulusnak is tekinthetd figyelembe véve a Thl tipusa
citokinek hatdsat. Ez a jelenség ellentétben all azzal a megfigyeléssel, hogy a
gyulladasos paraméterek (CRP, siillyedés stb.) a kezelés alatt lecsokkentek és a betegek
tiinetei jelentGsen javultak. A betegek allapotanak a javuldsaval a CD4+ sejtek CD69 és
a HLA-DR aktivacios markereinek csokkenése mutatott dsszefuggeést. A gyulladasos
folyamatok csokkenésére utal tovabba, hogy bar a CD8+ sejtek prevalenciaja nem

valtozott (tovdbbra is alacsony volt), a fokozott aktivaciojuk azonban egyértelmiien
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kimutathaté volt (fokozott HLA-DR expresszio es csokkent CD8+ naiv, ndvekedett
CD8+ memoria/effektor sejtprevalencia). A GCS terapias hatdsa RA-ban 4 hét utan
tehat feltehet6en nincs 6sszefliggésben a periférias Thl, Treg, Thl7 és a CD4+ naiv ill.

memoria/effektor sejtek prevalenciajaval.
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6. Abra. A Thl, a Th2, a Th17 és a Treg-sejtek prevalenciaja korai RA-ban a DMARD
kezelés el6tt és alatt. (Whiskers box-plot: a k6zépvonal a mediant, a doboz az
interkvartilist, a bajusz a tartomanyt jeloli).

Esetszam: kontroll, n= 10; korai RA, n=19. Avs. kontroll p<0,05; Bvs. kezelés elétt
p<0,05. Cvs. 4. hét p<0,05. RA = reumatoid artritisz; IFX = infliximab; ETA =
etanercept; ADA = adalimumab; Treg = regulatoros T-sejt
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A 8. héten, a csokkentett dozisi GCS és az ujonnan bevezetett MTX terapia
mellett emelkedett Th1 és Th2, valamint csokkent Th17 sejtprevalenciat figyeltiink meg
a 4. héthez képest. Vizsgalatunk jellegébdl adodoan azt nem lehet elddnteni, hogy ez a
hatds a csokkentett GCS-nek vagy a bevezetett MTX terapianak vagy a kettének az
egylttes eredménye. Irodalmi adatok alapjan gy tlinik mindkét elképzelés lehetséges.
Ahogy a kezdeti nagyobb dézisi GCS terapia csokkentette a Th2 prevalenciat, Ugy a
kisebb GCS terapias dozis mellett ez az immunfenotipusra kifejtett hatds megsziinhet,
ami az ismételt Th2 emelkedés irdnyaba hathat. Az MTX monoterapiaban bizonyitottan
emelte a Th2 sejtek ardnyat RA-ban [127], habar ugyanez a tanulméany a Th1l sejteknél
csokkenést mért, ami a mi mérési eredmeényeinkkel ellentétes. Az MTX Thl7 sejtekre
kifejtett hatasat kutatd korabbi tanulmanyok meglehetésen vegyes képet alkotnak. In
vitro korilmények kozott Li és mtsai nem talaltak eltérést a Thl7 sejtek szazalékos
eloszlasdban MTX kezelést kovetéen [128]. Hasonld eredményre jutottak mas
munkacsoportok is, akik az MTX monoterapia hatasait vizsgaltdk RA-ban, de a Th17
sejtek érintettlenek maradtak 12 hét [129], ill. 30 hét kezelés utan is [130]. Ezzel
szemben Yue és mtsai 12 hét MTX kezelés utan csokkent Th17 prevalenciat mértek
RA-s betegekben [131]. A 8. héten mi is a Th17 sejtek csokkent prevalencidjat talaltuk,
és ezt mindossze 4 hét MTX terdpia utadn sikerll kimutatnunk. Fontos ismét
megjegyezni, hogy ebben a hatdsban az MTX mellett a GCS lecsokkentett ddzisa is
kozre jatszhatott. Az is vita targyat képezi, hogy ez a csokkenés a Thl7 sejteknél
mennyire marad tartos. A 8. hétre lecsokkent Th17 sejtpervalencia ugyanis még ekkor is
szignifikansan magasabb volt a kontroll csoporthoz képest. A tovabbi csokkenésre tehat
adott a lehetdség. A keérdes megvalaszolasara a betegek tovabbi hosszutavu prospektiv
kodvetése adhat valaszt, mely a jelenlegi dolgozat keretein talmutat.

Eredményeinket a Treg-sejtek vonatkozédsaban is nehéz interpretalni, Iévén,
hogy a kimutatasukra hasznalt markerek az utobbi években jelentds fejlédésen mentek
keresztil. Ezt a sejttipust elséként CD4+CD25+ sejtekként jellemezték [101], majd
ahogy probaltak lesziikiteni egy specifikusabb populaciora, a CD4+CD25""
meghatarozas terjedt el [132,133]. A markerek sora ezt kovetéen az intracellularis
FoxP3 expresszidval egésziilt ki, igy évekig a CD4+CD25+FoxP3+ szamitott arany
standardnak [134,135]. Az utdbbi id6ében pedig az Altalunk is preferalt
CD4+CD25+CD127- fenotipus kezd elterjedni [63,64]. A 8. hétre az MTX terapia nem
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volt hatassal a Treg-sejtek prevalencigjara RA-ban, mely 6sszhangban van azokkal a
korabbi tanulmanyokkal, melyek szintén érintettlen CD4+CD25"" [136] és
CD4+CD25+FoxP3+ [129] sejtprevalencidkat kézoltek. Mindezek alapjan gy tlnik,
hogy az MTX nincs kdzvetlen hatassal a regulatoros T-sejtekre, igy a kedvez6 klinikai
hatdsat ezekt6l a sejtektl fuggetlentl fejti ki. A 8. hétre a CD8+ naiv és
memadria/effektor sejtek normalizalodasan tul a CD69 és HLA-DR aktivacios markerek,
valamint a CD4+ naiv és memoria/effektor sejtek nem mutattak érdemi valtozast

RA-ban. Irodalmi adatot az MTX ilyen iranyu hatasaval dsszefliggésben nem talaltunk.

6.2.2. Sejtprevalencia vizsgalatok késéi RA-ban

A hagyomanyos kombinalt DMARD teréapidra nem reagald késéi RA csoportban
a TNF-o gatlo terapia megkezdése elétt a Thl, a Th2, és a Th17 sejtek a korai RA
csoporttal azonos modon emelkedett, mig a Treg-sejtek és a CD8+ T-sejtek (az ETA és
az ADA csoportban) csokkent prevalenciat mutattak (7. bra). Ami ennek megfelel6en
ezeknél a betegeknél is a klinikai aktivitassal is egybecsengd proinflammatorikus
irdnyba eltolt immunstatuszt igazolja. A képet azonban &rnyalja, hogy a Kkorai
betegekkel szemben kés6i RA-ban a CD4+ és CD8+ naiv és memoria/effektor sejtek,
valamint aktivacios markereik (CD69 és HLA-DR) sem mutattak eltérést a kontroll
csoporthoz képest. A nyilvanvalé gyulladas (emelkedett CRP, sullyedés, aktivitasi
index stb.) ellenére megfigyelhetd normalis aktivacios paraméterek egy altalanos T-sejt
anergiara utalnak, melyet korabbi munkacsoportok is feljegyeztek. A jelenséget a magas
TNF-o termelés kronikus hatasanak tulajdonitjak [137], ugyanis a TNF-o a T-sejt
receptor/CD3 komplexen keresztlik rontja a T-sejt aktivaciét [110], és ezzel a valasz
készséget. Ehhez adodik hozza az MTX immunmodulalé hatésa is, amit a korai RA-s
betegeknél is megfigyelhettiink. Fontos ugyanis kiemelni, hogy a késéi RA-s betegek a
mintavétel idéponjaban MTX és LF terapia alatt is alltak, amely szintén befolyasolhatta
az aktivalt sejtek prevalenciajat. (Erdekes modon az IFX csoportnal alap allapotban a
kontrollhoz képest csokkent a CD4+ naiv/imemodria sejtek aranya, de ez kizardlag a
véletlenbdl adodhatott, miutan a betegek besoroldsa a kiilonb6zo terapias csoportokba

véletlenszerlien tortént.
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4 hét TNF-a géatld terdpia mellett a betegek altalanos allapota szignifikansan
javult mindharom RA csoportban. Az immun fenotipus ezlttal sem minden esetben
tikrozte ezt a javulast, és a valtozasok eltérést mutattak az egyes TNF-a gatlok
vonatkozasaban. Az IFX és az ETA csoportban 4 hét utan egy emelkedé Thl tendenciat
figyeltink meg, amely a 8. hétre valt szignifikdnssa. Ez 6sszhangban &all Aeberli és
mtsai munkajaval, ahol 6 hét ETA vagy IFX kezelést kovetéen emelkedett a Thl
prevalencia RA-ban [13]. A Th1/Th2 arany Thl iranyu eltol6dasa az ETA csoportban
jelentdsebb volt, kdszonhetden az ezzel egy idoben megfigyelhetd Th2 prevalencia
csokkenésnek, amely az IFX kezelt csoportban nem volt kimutathaté. Az ETA Th2
prevalenciat csokkent6 hatasat (ami mar 4 hét utan jelentkezett) Aeberli és mtsai nem
irtdk le. A periférian megfigyelheté Thl irany immun fenotipus valtozas paradox
maodon a bioldgia terdpia hatékonysagara utalhat. Megfigyelték ugyanis, hogy a helper
sejtek ilyen iranyu eltolédasa a Th1l tipusu limfocitédk szelektiv atcsoportuldsanak lehet
az eredménye a szinovialis tér felél a perifériara [138,139]. Erdekes, hogy vizsgalatunk
soran az ADA egyik T-helper populéaciora sem volt hatassal. Lehetséges, hogy ez a
kilonbség a TNF-o gatldk eltéré molekularis szerkezetébdl adodik, miutan az ADA egy
tisztan human antitest, szemben az IFX-el, ami egy egér/humén kiméra, az ETA pedig
egy fazios fehérje. In vitro korlilmények kozott sikerilt alatdmasztani ezt a feltételezést,
amely szintén jelent6s biologiai hatasbeli kiilonbséget mutatott ki a 3 készitmény kozott
[140].

RA-ban a bioldgiai terdpia hatasat a Th17 sejtekre tobb tanulmany is vizsgalta.
Kimutattdk, hogy a periférian csokken a Thl7 sejtek prevalencigja IFX [130], ETA
[141] vagy ADA [131] kezelést kdvetden. Ezek a megfigyelések, egy hosszabb terapias
iddszakot foglaltak magukba ( 12 és 30 hetet), szemben a mi vizsgalatunkkal, amely 4
ill. 8 hétig kdvette a betegeket. Ezen iddszak alatt a TNF-a gatlok harom legrégebbi
képviseldje nem valtoztatott a periférids Th1l7 sejtek eloszlasan. Annak ellenére, hogy
az IFX és az ADA kezelés hatdsara valamelyest csokkent a Th17 sejtek prevalencidja,
ez a valtozas nem érte el a szignifikans szintet. Az eredményiink tehat arra utal, hogy a
TNF-o gatlé kezelésnek 8 hétnél tobb idére van sziiksége, hogy RA-ban a periférias

Th17 sejtek eloszlasat befolyasolni tudja.
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Ezzel szemben a Treg-sejtek prevalencidja a 4. héten szignifikdnsan
megemelkedett mindhdrom vizsgalt csoportban az alap allapothoz képest. Az elmult
évtizedben szamos vizsgalat foglalkozott a TNF-o gatlé kezelést kovetd Treg-sejt
valtozasokkal RA-ban, de a DMARD terapiahoz hasonléan az eredmények nem minden
esetben fedik egymast. Valencia és mtsai szerint az IFX kezelés hatdsara a FoxP3
transzkripcids faktor RNS szintézise és fehérje expresszioja egyarant megemelkedik a
CD4+CD25"" sejtekben. Ennek koszénhetSen visszaall a Treg-sejtek immungatlo
funkcioja, amely kordbban down-regulalédott a TNF-o hatasara [142]. Ehrenstein
munkacsoportja szintén emelkedett Treg (CD4+CD25+) aktivitast mért RA-s betegek
periférias vérében IFX kezelést kovetden, de csak anndl a csoportnal, amelyik a kezelés
hatasara javuld klinikai tineteket mutatott. A terapiara nem reagalé csoportban az IFX
nem befolyasolta a Treg-sejtek prevalencidjat [143]. Egy masik munkacsoport is
emelkedett CD4+CD25""Foxp3+ Treg prevalenciat irt le, ez(ttal ETA és MTX
kombinacios terapia utdn [129]. Vigna-Pérez és mtsai 15 nap ADA terapiat kovetden
mutatott ki emelkedett CD4+CD25"%" Treg aranyt, mely azonban csak atmenetinek
bizonyult és a 180. vizsgalati napra lecsokkent [144]. A fenti vizsgalatokkal ellentétben
Blache és mtsai sem ADA, sem ETA terapiat kovetéen nem tudtak szazalékos (vagy
abszollt szémbeli) eltérést kimutatni a periférias CD4+CD25"" Treg-sejtekben 6 és 12
hét kezelés utdn RA-s betegekben [145]. A mi vizsgalatunkban az IFX, az ETA és az
ADA éltal indukalt Treg-sejt prevalencia emelkedés a 4. héten hasonld volt és minden
esetben alacsonyabb maradt a kontroll csoporthoz képest. A 8. hétre ez az emelkedés
tovabb folytatddott, de csak az ADA kezelt csoportban érte el a szignifikans mértéket.
Ez alapjan feltételezhetnénk, hogy az ADA specifikusabban hat a Treg-sejtekre, mint az
IFX vagy az ETA, de hosszu tavu kovetkeztetéseket ezek alapjan nem vonhatunk le.
Vigna-Pérez tanulméanya éppen az ADA kezelésr6l mutatta ki, hogy a 3. héten mért
hatés a 26. hétre eltlint [144].

Munkank soran a T-limfocitak aktivacios allapotanak a vizsgalatara is kitértink.
A TNF-o gatlo készitmények hatasara csokkent a CD4+ naiv és n6tt a memoria/effektor
sejtek prevalencigja (azaz csokkent a naiv/memoria sejt arany), ami az immunrendszer
altalanos aktivalt allapotara utal RA-ban [125]. Az alap allapotban ismertetett T-sejt
anergiat a biologiai terdpidnak tehat sikerult visszaforditania, ahogy arrdl korabbi

munkacsoportok is beszdmoltak [110,137]. Eredményeink alapjdn azonban ugy tinik,
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hogy ez a hatas fligg az alkalmazott TNF-a blokkolotol, és a terapia hosszatdl. Az ADA
mar 4 hét kezelés utan csokkentette a CD4+ naiv/memoria sejtaranyokat a kontrollhoz
képest, és ez a csokkentés a 8. hétre valtozatlanul megmaradt. Az ETA csoport ezzel
ellentétben nem tert el a kontroll csoporttdl, de a 8. hétre szignifikansan lecsdkkent a
naiv/memoria sejtarany a 4. héthez képest. Az IFX esetében a 4. és 8. héten is csokkent
naiv/memoria sejtaranyokat figyeltink meg a kontroll csoporthoz képest. Mivel ebben a
csoportban az alap allapot is hasonlé képet mutatott a kezelés tovabb mar nem
modositott a sejtek prevalenciajan. A CD8+ naiv/imemdria sejtaranyok kezdeti normalis
értékei a kezelés hatasara sem véltoztak

A CD69 aktivaciés marker expresszidja vizsgalatunk alatt egyaltalan nem
valtozott (sem a CD4+ sem a CD8 sejtek esetében). A HLA-DR a CD8+ sejteken a
kezelések alatt szintén valtozatlan volt, expressziojuk a CD4+ sejteken pedig eltérd
maodon reagélt az egyes TNF-a gatlokra. Az ADA és az ETA hatésara nétt a HLA-DR
expresszid a 4. héten a kontrollhoz képest, ami a 8. hétre tovabb mar nem véltozott. Az
IFX esetében nem talaltunk valtozast. Osszefoglalva a TNF-a gatlok kiilonbdzo
mértékben és idében befolyasoltdk a CD4+ sejtek aktivacios paramétereit, aminek a
hatterét tovabbi vizsgalatokkal kell feltarni. Az immun fenotipusban észlelt
kilénbségek ellenére azonban a klinikai hatasok minden esetben hasonldak voltak, ami
az egyes TNF-a gatlok TNF-a neutralizalo hatdsan tali tovabbi, egyben egymastol

eltér6 hatasmechanizmusaira hivja fel a figyelmet.
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7. Abra. A Thl, a Th2, a Th17 és a Treg-sejtek prevalencidja késéi RA-ban a TNF-o gatl6 terapia elétt és alatt. (Whiskers box-plot: a
kozépvonal a mediant, a doboz az interkvartilist, a bajusz a tartomanyt jeldli). “vs. kontroll p<0,05; Bvs. kezelés elétt p<0,05. vs. 4.
hét p<0,05. Esetszam: kontroll, n= 10; IFX csoport, n=8; ETA csoport, n= 12; ADA csoport, n= 12. RA = reumatoid artritisz; IFX =
infliximab; ETA = etanercept; ADA = adalimumab; Treg = regulatoros T-sejt
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6.2.3. Funkciondlis vizsgélatok korai RA-ban

A T-sejt aktivacioban résztvevd intracellularis folyamatokat vizsgalo
tanulmanyok szama meglehetésen korlatozott. A kevés rendelkezésre allo adat alapjan
ugy tiinik, hogy aktiv betegségben szenved6é RA-s betegekben fokozott NO szintézis
[86], emelkedett intracellularis Ca?* koncentréci6 [9] és fokozott szabadgydk képzbdés
figyelheté meg [146]. Ezek a valtozasok pedig kozrejatszhatnak a sejtek koros
miikddéséhez.

Kezelés elott az altalunk vizsgélt korai RA-s populécioban azonban az
intracellularis folyamatok kinetikaja nem bizonyult kérosnak a kontroll csoporthoz
képest sem a CD4+ sem a CD8+ limfocitak esetében (a CD4+ sejteket lasd a 8. abran).
Ennek az irodalomtol vald eltérésnek egyik lehetséges magyarazata, hogy
munkacsoportunk a RA-n beliil egy olyan populaciot gytjtott dssze, akiknél az RA
Klinikai tlinetei minddssze par hete, maximum egy két honapja jelentkeztek, szemben az
idézett tanulmanyokkal, ahol egy kevésbé homogén betegcsoportot vizsgaltak. (Ezzel
ellentétben vizsgalatunk késobbi részében, aktiv, évek ota RA-ban szenvedd betegeknél
az irodalmi adatokhoz hasonléan mi is taldltunk eltérést az intracellularis
folyamatokban.)

4 hét GCS terapiat kovetben a CD4+ és a CD8+ sejtek cit-Ca’" vélasza és a
CD4+ sejtek szabadgyok képzodése lecsokent az alap allapothoz és a kontroll
csoporthoz képest. A szabadgyok képzédés a CD8+ sejtek esetében is csOkkent
tendenciat mutatott, de nem bizonyult szignifikdnsnak. In vitro és in vivo
allatkiserletekben a GCS a T-sejtek normalis miikodéséhez elengedhetetlen aktivacios
kaszkadot intracellularisan tébb ponton is gatolta [147]. A GCS terapia korlatozta a PIP,
hidrolizist és az IP; képzodést [148], valamint down-regulédlta az IP; receptor
expresszidjat [149] és kimeritette az intracellularis Ca** kompartmenteket [150].
Ezeknek a folyamatoknak az eredménye a csokkent sejtaktivacié és a csokkent Ca®*
valasz. A GCS terapia emellett Marumo és mtsai szerint human aorta simaizomsejtben
csokkentette a szabadgyok képzoédést [151]. Az altalunk kapott eremények RA-ban
0sszhangban vannak ezekkel a beszamoldkkal és felhivjak a figyelmet arra, hogy a GCS
terapia jelentds hatassal bir a T-sejt funkcidkra, ami kozrejatszhat a terapias

hatékonysagukra.
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A 8. héten, az MTX bevezetése utan 4 héttel a kordbban csékkent cit-Ca®* valasz
a CD4+ és a CD8+ sejtekben egyarant normalizalédott, ami az MTX Ca** mobilizalé
hatasara lehet bizonyiték. Korabban in vitro allatkisérletek kimutattak, hogy az MTX-
nak IP3-szeri hatasa van és az endoplazmas retikulumbdl receptor aktivacio nélkil
képes Ca”*-t felszabaditani [152]. A 4. héthez képes megemelkedett cit-Ca”* jel ezt a
hatast tlkrozheti. Ezzel egy id6ében a szabadgyok képzédés MTX kezelés hatéséra
tovabb csokkent a CD4+ sejtekben és a 4. héten megfigyelt csokkent tendencia a 8.
hétre szignifikans lett a CD8+ sejtekben. Az MTX kedvez6 klinikai hatasanak egyik
fontos magyarazata lehet a szabadgydkképz6dést kedvezéen befolyasold hatasa, hiszen
a fokozott szabadgyok képzddés kulcsfontossagli az RA patogenezisében [153]. A
szabadgyok extracellularis karositdé hatdsa mellett azt is kimutattdk, hogy az
intracellularis taltermelés felerésiti a szinovium gyulladasos folyamatait, és a
proliferaciot [154]. Emellett a kdros T-sejt funkcioért is felelés RA-ban [155]. Az MTX
szabadgyok képzodésre kifejtett gatld hatdsdt RA-ban eddig minddssze szinovialis
sejtekben sikerllt bizonyitani [156]. Vizsgalatunknak periféridas T-sejtek rovid tavl

aktivacidja soran sikerilt ezt a jelenséget kimutatnia.

citoplazmatikus Ca?* (AUC) szabadgyok képzodés (AUC)
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8. Abra. A CD4+ sejtek aktivaciojat koveté citoplazmatikus Ca®* jelhez és szabadgyok
képzédés tartozo gorbe alatti terilet (AUC) korai RA-ban az IFX kezelés el6tt és alatt.
(Whiskers box-plot: a kdzépvonal a mediant, a doboz az interkvartilist, a bajusz a tartomanyt
jeloli). Avs. kontroll p<0,05; Bvs. kezelés el6tt p<0,05. Esetszam: kontroll, n=9; korai RA, n=12
RA = reumatoid artritisz
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6.2.4. Funkciondlis vizsgélatok késéi RA-ban

Munkank kovetkez6 fazisaban a kombindlt DMARD terdpiara nem reagalo
(kés6i) RA-s betegeknél hataroztuk meg a CD4+ és CD8+ T-sejtek intracellularis
folyamatainak kinetikdjat. Emellett a kiilonb6zé TNF-a gatlok intracellularis
folyamatok Kkinetikajara kifejtett hatasait is elemeztik.

Kezdetben (kdzvetlenul a TNF-a gatlé terapia megkezdése elott) a kontroll
csoporthoz képest kés6i RA-ban fokozott cit-Ca®* vélaszt figyeltiink meg a CD4+ és a
CD8+ sejtekben egyarant (a CD4+ sejteket lasd a 9. &bran). Ez ellentétes azokkal a
kordbbi  vizsgalatokkal, amelyek RA-s betegek T-limfocitdiban  csokkent
valaszkészséget (és csokkent kalcium flux-ot) irtak le [157,158]. Az irodalmi adatok és
sajat eredményeink kozti ellentmondésra lehet magyarazat a vizsgalatok soran bevont
eltér6 RA-s populaci6. A korabbi kozlemények soran bevont betegek elsdsorban
NSAID terdpian voltak, melynek ismeretlen a T-sejtek intracellularis kalcium-
metabolizmusara kifejtett hatasa. Mi azonban olyan betegektdl gyijtottiink mintat, akik
MTX és LF terapian voltak, de a kezelés nem bizonyult hatékonynak. A LF terapia
hatdsa a T-sejtek Ca?* valaszara szintén ismeretlen, mig az MTX képes emelni az
intracellulars Ca®*-t [152]. Az eredmények alapjan ugy tiinik, hogy a cit-Ca?* valasz
emelkedése egy olyan RA csoportra karakterisztikus, akiknél a kombinalt DMARD
(MTX és LF) terapia mellett is aktiv marad a betegség.

4 héttel azutan, hogy az LF helyett egy TNF-a gétl6 inditésa tortént, a cit-Ca®*
vélasz mindharom (IFX, ETA és ADA) csoportban normalizalodott (a CD4+ és a CD8+
sejtekben egyarant), es ez a 8. hétre is megmaradt.

A szabadgyok képzodésben hasonld véaltozdsokat figyeltink meg a vizsgalt
csoportokban, bar kisebb eltérések mutatkoztak. A fokozott intracelluléris szabadgyok
képz6édés a korabban emlitetteknek megfeleléen hozzajarulhat az elhtizodo
gyulladashoz RA-ban, igy a csokkentése kedvez6 hatassal bir a betegségre. Az ETA
csoportban alap é&llapotban a kontrollnoz képest fokozott szabadgyok képz6dés
mértink a CD4+ sejtekben, ami az ADA esetében is emelked6 tendenciat mutatott, bar
ebben az esetben az eltérés nem bizonyult szignifikdnsnak. Bar a fokozott TNF-a
termelés az egyik kulcsmomentum az RA patogeneziseben, és a szabadgyok képzodés is

fontos szereppel bir, a kettd kapcsolatarol, valamint a TNF-o gatlok szerepérdl a
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szabadgyok képzodésben kevés informacio all rendelkezésre. Ismereteink RA-ban fleg
neutrofil granulocitak vizsgélatara korlatozédnak. Pay és mtsai kimutattak, hogy az IFX
kezelés gatolta neutrofilek szabadgyok termelését in vitro [159]. Ezzel szemben méasok
kiilonbozé TNF-a gatlokat alkalmazva sem mutattak ki hatdst neutrofilek szabadgyok
képzésére RA-ban [160,161]. A CD4+ es CD8+ limfocitak esetében mi 4 hét TNF-a
gatld alkalmazasa mellett szignifikans csokkenést mértiink a szabadgyok képzddés
mértéekében az alap allapothoz képest (és/vagy a kontroll csoporthoz képest),
fuggetlenul attol, hogy az alap allapotban milyen eltérés volt megfigyelhet6. Ez a hatés
legkevéshé az ADA csoportban jelentkezett (ahol a CD8+ sejtek csokkent szabadgydk
képz6dése nem volt megfigyelhetd, csak a CD4+ sejteké), a legnagyobb mértékiinek
pedig az IFX kezelésnél bizonyult. A 8. héten tovabbi valtozast nem észleltiink,
egyedil csak az IFX kezelt csoport szabadgyok képzddése volt csokkent mértéki a
kontroll csoporthoz képest. Eredményeink alapjan gy tinik, hogy a szabadgyok
képz6dés mértékének a csokkentése periférias T-sejtekben jol nyomon kovetheté a
kiilonb6z6 TNF-o gatlok alkalmazasa utan, €s ez a csokkenés 6sszefiiggésben lehet a
TNF-a gatlok Klinikai hatékonysagaval is.

A kés6i RA-s csoportban a tébbi vizsgalt intracellularis paraméter kozil az NO
termelés és a mit-Ca®* kinetikaja a T-sejtek rovid tavl aktivaciéja soran a vizsgélat
teljes idStartama alatt nem valtozott, kivéve a IFX kezelt betegeknél, ahol a mit-Ca®*
valasz a 4. héten fokozddott a CD8+ sejtekben. Irodalmi adatok hianyaban ezt hatast az
IFX intracellularis folyamatokra kifejtett eltér6 hatasanak feltételezziik (a tobbi TNF-o
géatléhoz képest).
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9. Abra. A CD4+ sejtek aktivaciojat kovet citoplazmatikus Ca®* jelhez és szabadgyok képzédés tartoz6 gorbe alatti teriilet (AUC)
korai RA-ban az IFX kezelés elétt és alatt. (Whiskers box-plot: a kézépvonal a mediant, a doboz az interkvartilist, a bajusz a tartomanyt
jeléli). “vs. kontroll p<0,05; Bvs. 4. hét p<0,05. Esetszam: kontroll, n= 9; IFX csoport, n= 7; ETA csoport, n= 7; ADA csoport, n= 8.

AUC = gorbe alatti terulet; IFX = infliximab; ETA = etanercept; ADA = adalimumab



DOI:10.14753/SE.2016.1830

7. KOVETKEZTETESEK

1)

2)

3)

4)

5)

AS-ben az adaptiv immunfenotipust proinflammatorikus dominancia jellemzi.
Ennek a fokozott immunvalasznak a jele az alap allapotban (a kezelés el6tt) a
kontrollhoz képest emelkedett Thl és Th2 sejtprevalencia (Th2 talsullyal), valamint

az emelkedett Th17/Treg sejtarany.

Bér az IFX kezelés az AS-es betegek klinikai allapotat szignifikdnsan javitotta, a
vizsgalt sejtpopulacidkra nem volt jelentds hatassal, igy a kezdeti sejtprevalencia
eltérések a kezelés 2. és 6. hetére is megmaradtak. Az IFX indukcids terapias
szakaszban kifejtett kedvez6 klinikai hatasa AS-ben az adaptiv immunfenotipus

modositasatdl fuggetlen.

AS-ben megvaltozott a CD4+ és a CD8+ limfociték intracellularis folyamatainak a
Kinetikdja, igy a sejtprevalencia értékek mellett az adaptiv immunitasban résztvevo
sejtek funkcidja is mddosult. Ez az eltérés nem volt homogén, ugyanis amig a
késleltetett cit-Ca®* és a fokozott NO termelés mindkét limfocita populéciéban
megfigyelhetd volt, addig a CD8+ sejtek esetében a mit-Ca”* is késleltetve

jelentkezett.

AS-ben az IFX kezelés eltérd hatassal bir a cit-Ca®", a mit-Ca®* valaszra, illetve az
NO termelésre. A CD4+ limfocitakban az IFX nem volt hatéssal a cit-Ca** vélaszra,
mig CD8+ sejtek esetében a cit-Ca** és a mit-Ca®" is normalizalodott a 6. hétre. Az
NO termelés ezzel szemben mar 2 hét kezelés utdn a kontrollal volt egyenértékii
(mindket limfocita populacioban). Mivel a betegek klinikai allapota méar a 2. héten
javult, AS-ben az NO-nak jelentdsebb szerepe lehet, mint az intracellularis Ca®*
valasznak.

AS-ben a CD8+ sejtek funkciondlis valtozasai jarulnak hozza a korkép
patomechanizmusahoz. Megfigyelésiink alapjan bar a CD8+ sejtek prevalenciaja és
az aktivacios markereik expresszioja nem tért el sem a kezelés elétt, sem az IFX
kezelés alatt, az intracellularis folyamataik azonban tébb ponton is valtoztak. A

CDA4+ sejtek funkcidja és prevalenciaja egyarant szerepet jatszik.
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Korai RA-ban AS-hez hasonléan proinflammatoérikus irdnyba tolddik az
immunvalasz azéltal, hogy megemelkedik a Thl, a Th2, ill. a Th17, és csokkent a
CD8+ limfocitak és a Treg-ek prevalencidja. Az immunaktivaciot tamaszja ala a
CD4+ és a CD8+ limfocitak fokozott aktivacios marker expresszidja, és a CD4+

naiv sejtek atalakulasa memoria/effektor sejtekké.

A periférias vérben megfigyelhetd immun fenotipus valtozasok megelozik az RA
progresszioja soran fellépd klinikai komplikacidkat, miutan naiv betegekben a
sejtprevalencia eltérések az extraartikularis elvaltozasok kialakuldsa elott

megjelennek.

Naiv RA-s betegnél alkalmazott DMARD terapia a koros sejtprevalencia értékeket
részben normalizalta, de a kiilonb6zo sejtekre eltéréd mértékben hatott. Amig a GCS
terapia elsésorban a CD8+ ¢s a Th2 sejtekre fejtett ki hatast, addig az MTX a Thl, a
Th2, a Th17 és a CD8 sejtek prevalenciajara hatott.

Korai RA kezdeti szakaszdban (a kezelés eldtt) az intracellularis folyamatok
érintetlenek. A DMARD terapia azonban jelentés eltéréseket eredményezett: 4 hét
GCS terapia utan a cit-Ca®* és a szabadgyok képzoédés is lecsokkent a CD4 és a
CD8+ limfocitakban egyarant. A MTX ezt kdvetéen normalizlta a cit-Ca?* vélaszt,
de tovabb csokkentette a szabadgyok képzddést. Ezek a folyamatok
hozzajarulhatnak a készitmények terapias hatékonysagahoz.

10) Kés6i RA-ban (a kombindlt DMARD terdpia mellett is aktiv RA-s betegekben) a

proinflammatdrikus immunfenotipus szintén megfigyelhetd volt, de a sejtaktivacios

allapot hianyabadl kifolyolag egyfajta altalanos anergia kiséretében.
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11) A TNF-a gatlok ezt az anergiat megsziintetik kés6i RA-ban, illetve a sejtprevalencia
értekekre is bizonyos mértékben hatnak, bar eltérd intenzitassal és kiilonbozd

idépontokban.

12)Kés6i RA-ban az intracellularis folyamatok kozil egyedill a cit-Ca®* valasz
emelkedett konzekvensen a TNF-a gatld kezelés elétt (a CD4+ és a CD8+
limfocitakban egyarant). Ez a jelenség akar prognosztikai értékii is lehet RA-ban, és

felhivhatja a figyelmet a terapia valtasra, a TNF-a gatlo kezelés inditasara.
13) A TNF-a gatlok késéi RA-ban a cit-Ca?* valaszt normalizaltak és a szabadgyok

képzodést is csokkentették. Ezek a folyamatok is hozzajarulhatnak a gyulladasos

folyamatok enyhitéséhez, egyben a jelentds klinikai javulashoz.
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8. OSSZEFOGLALAS

Bevezetés: A gyulladasos reumatologiai korkepek kozil spondylitis ankylopoetikaban
(AS) és reumatoid artritiszben (RA) is megfigyelhet6 az adaptiv immunitas zavara. A
korképek pontos patomechanizmusa nem ismert, azonban a sejtek prevalencidjanak
eltérései mellett a sejtaktivacios folyamatok is eltérhetnek a normalistol.

Célkitiizés: Célunk volt meghatarozni aktiv AS-ben, valamint Gjonnan diagnosztizalt
(korai) és a hagyomanyos DMARD terapiara rezisztens (kés6i) RA-ban az adaptiv
immunitasban résztvevo sejtek prevalenciajat (CD4, CD8, Thl, Th2, Th1l7, Treg, naiv
ill. memoria sejt) és jellemezni kivantuk a CD4+ és a CD8+ limfocitak intracellularis
folyamatait (citoplazmatikus és mitokondrialis Ca®*, szabadgyok és NO képz3dés). A
valtozasokat az adekvat terapiak (DMARD vagy TNF-a gatlok) alatt is kovettik.

Eredmeények: AS-ben emelkedett a Thl, a Th2 és a Th17 sejtek prevalenciaja, melyre
az IFX kezelés nem volt jelentds hatassal. A CD4+ limfocitakban késleltetett cit-Ca®* és
fokozott NO termelés, mig a CD8+ sejtekben ezen feliil késleltetett mit-Ca®" is
megfigyelheto volt. Az IFX kezelés hatdsara az NO termelés eldbb normalizalodott mint
a kalcium valasz. Korai RA-ban nétt a prevalencidja a Thl, a Th2, a Th17 és a CD4+
memoria sejteké, de csokkent a CD8, a Treg-ek és a CD4+ naiv sejtekké. Mig a GCS
terapia elsésorban a CD8 és a Th2 sejtekre hatott, az MTX a Thl, a Th2, a Thl7 és a
CD8 sejtek prevalencidjat normalizalta. Az intracellularis folyamatok korai RA-ban
nem mutattak eltérést, a GCS terapia azonban csokkentette a cit-Ca®* vélaszt és a
szabadgydk képzOdést. Az MTX ezzel szemben a cit-Ca*’-t megemelte, mig a
szabadgyok képzodést tovabb csokkentette. Késéi RA-ban a korai csoporthoz hasonlo
proinflammatorikus immunfenotipus lathatd. A TNF-o gatlok féleg a Treg-ek
prevalenciajat emelték. A cit-Ca?* véalasz emelkedett volt alap allapotban. Ez a TNF-o
gatlok hatasara normalizalddott, a szabadgyok képzodés pedig lecsokkent.

Kovetkeztetések: Alap allapotban mindharom vizsgalt betegpopulécidéban egy
proinflammatorikus irdnyba eltolt immunfenotipus volt megfigyelhetd, melyre a
kezelések eltéré6 modon hatottak. AS-ben az IFX terapia foleg a sejtfunkcid valtoztatasa
révén jarult hozza a betegség progressziojanak a megakadalyozasahoz, mig korai és
kés6i RA-ban a funkcionalis vAaltozdsok mellett a sejtprevalencia értékek is

0sszefligghetnek a készitmények terdpias hatekonysagaval.
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9. SUMMARY

Background: Ankylosing spondylitis (AS) and rheumatoid arthritis (RA) are chronic
inflammatory rheumatic disorders characterized by a general dysfunction of the
adaptive immune system. The pathogenesis of AS and RA are still unclear, but besides
changes in cell prevalence, the cellular activation processes could also be altered.

Aim: The aim of our study was to assess the prevalence of major regulatory cells of
adaptive immunity (CD4, CD8, Thl, Th2, Th17, Treg, naive and memory cells) and to
evaluate intracellular processes (cytoplasmic and mitochondrial Ca®* level, reactive
oxygen species - ROS - and NO generation) of CD4+ and CD8+ lymphocytes in active
AS, in newly diagnosed (naive) RA and in DMARD nonresponding RA patients. The
changes were monitored during adequate therapies (DMARDSs or TNF-a inhibitors).

Results: In AS we found higher Th1, Th2 and Th17 prevalence, that was not affected
significantly by IFX therapy. CD4+ lymphocytes presented with a delayed increase in
cyt-Ca®* and higher NO generation, while in CD8+ lymphocytes we also found delayed
mit-Ca®* kinetics. NO generation normalized sooner upon IFX than calcium response.
In naive RA there was an increase in Thl, Th2, Th17, CD4+ memory cell prevalence
and a decrease in CD8 cells, Tregs and CD4+ naive cells. While GCS therapy mainly
influenced CD8 and Th2 cells, MTX normalized Thl, Th2, Thl7 and CD8 cell
prevalence values. All intracellular processes were comparable to normal in naive RA at
baseline, however GCS therapy decreased cyt-Ca®* response and ROS production. The
decreased cyt-Ca”* response normalized after MTX therapy, while ROS production
decreased even further. In DMARD non-responders we found a similar
proinflammatory immune phenotype as seen in early RA. Anti-TNF-a agents mainly
increased Treg prevalence in different time periods and in a slightly different manner.
At baseline we found an increased cyt-Ca?* response. Anti-TNF-o therapy normalized
the cyt-Ca®* response and decreased the production of reactive oxygen species.

Conclusions: At beaseline the immune phenotype of all examined patient groups was
shifted to a proinflammatory status that was effected differently by the therapies. IFX
therapy in AS mainly contributes to the prevention of disease progression by
influencing cell functions, while the effects of DMARD therapy and anti-TNF-o agents
in RA may be related to cell functions and cell prevalence values as well.
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12. KOSZONETNYILVANITAS

Mindenekelétt kdszonettel tartozom Dr. Tulassay Tivadar Professzor Urnak, aki
biztositotta szdmomra a kutatdbmunka elvégzéséhez sziikséges szellemi miihelyt, és
akinek az iranyitasa alatt miikod6 kutatocsoport tagjaként elsajatithattam egy vizsgélat
Kivitelezésének minden lépését.

Koszondm témavezetémnek, Dr. Balog Attilanak, hogy a kezdetektél fogva
tdmogatta és segitette munkdmat a mintadk gyijtésétdl a disszerticié megirasaig €s
amellett, hogy felbecsulhetetlen szakmai tanacsokkal latott el, a nehezebb idészakokban
is tartotta bennem a lelket.

Kiilonds halaval tartozom Dr. Véséarhelyi Barna Professzor Urnak, hogy mar
TDK hallgatoként felkarolt és segitségével elsajatithattam a tudomanyos kutatashoz
szilkséges ismereteket. Eszrevételeivel jelentds mértékben hozzajarult az eredmények
helyes értelmezéséhez és biztositotta a kozlemények szakmai alapjat.

Szeretném koszonetemet kifejezni Dr. Szabd Attila Professzor Urnak és Dr.
Szab6 Andras Professzor Urnak, hogy lehetévé tették és tamogattak PhD munkam
elvégzését.

Készonettel tartozom Dr. Cseh Aron PhD hallgatd tarsamnak, hogy segitségével
az aramlasi citométer hasznalatat és az alapvetd laboratoriumi munkat elsajatithattam,
tovabba az eredmények kiértékelésehez sziikséges statisztikai szamitasokat biztositotta.

Koszonom Dr. Toldi Gergely, Dr. Mészaros Gerg6 €s Dr. Kaposi Ambrus PhD
hallgatd tarsaim Onzetlen segitségét és az 1|. Sz. Gyermekgydgyaszati Klinika
Kutatélaboratériumaban dolgoz6 valamennyi munkatarsamnak, hogy egy olyan légkort
sikerult kialakitanunk, amelyben 6rém volt dolgozni.

Kilon készondm Bernath Marianak, hogy a laboratériumi munkahoz sziikséges
gyakorlati tudas elsajatitasaban faradhatatlanul segitségemre volt és a labor barati
hangulatanak kialakitasaban is kiemelked6 szerepet vallalt.

Koszondm Szileimnek és Hagomnak, hogy mindvégig mellettem alltak és
kezdetektdl fogva mindenben tamogattak.

Végil, de nem utols6 sorban halamat fejezem ki Feleségemnek és
Kislanyomnak, akik szeretete és megért6 tirelme nélkil ezeket az eredményeket nem

érhettem volna el.
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