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1. BEVEZETES

A szisztémas lupus erythematosus (SLE) az egyik leggyakoribb autoimmun
poliszisztémas megbetegedés. Foként a reproduktiv korban 1évo, ezen beliil
leginkdbb ndket érintd betegség. Klinikai tiinetei nagyon valtozatosak, mely
mellé jellegzetes immunszerologiai eltérések is tarsulnak. Magyarorszagon az
SLE betegek szama kb. 5-6000 fére tehetd. A betegség progndzisa nagyban
fiigg a nemtdl, életkortdl, szervi érintettségtdl, akut gyulladas valamint az
irreverzibilis szervkarosodas mértékétol. SLE diagnodzisa egy nemzetkozi SLE
kutatdé munkacsoport 2012-ben revidealt SLICC/ACR kritériumrendszere
alapjan torténik: 4 kritériumnak kell teljesiilni a diagnoézishoz, melybdl
minimum egy kritérium klinikai és tovabbi minimum egy kritérium
immunolszerologiai eltérés. A kezelés kialakitasaban legf6bb szempont a
szervi manifesztaciok fennallasa, gyulladasos aktivitas igazoldsa valamint az
irreverzibilis szervkarosodds mértékének felmérése. SLE terapiajaban
elsddleges az immunszuppressziv kezelés, a leglijabb ajanlasok a szervi
érintettség szerinti killonbozo terapids iranyelveket fogalmaznak meg.

SLE-ben a pulmonalis manifesztacio gyakorisagar6l kevés irodalmi adat all
rendelkezésiinkre, megkozelitdleg az SLE betegek 4,9-30%-a koz¢é tehetd az
érintettek aranya. Egy felmérésben igazoltdk, hogy pulmonalis tiinetek kb.
48%-ban jelentkeztek SLE-s betegekben. A diagnosztikus
kritériumrendszerben is szerepld serositis kiemelt fontossagu tiidogyogyaszati
szempontbol, mint az egyik leggyakoribb pulmonalis érintettség. Gyakran elso
tiinetként is jelentkezhet, pleuralis folyadékkal tarsulva. A mellkasi fluidum
antinuclearis antitest (ANA) és dupla szalu (ds)DNS antitest kimutatasa
diagnosztikus értékil. Az SLE betegek kevesebb, mint egydtodében jelenkezik

vascularis manifesztacid, mely foként a pulmonalis hypertonia, pulmonalis

2



embolia, pulmonalis vasculitis és az extrém ritka az acut reverzibilis
hypoxaemia. Parenchymalis eltérések koziil a sulyos, gyakran letdlis acut
lupus pneumonitis és interstitialis tiidobetegség (ILD) emlitends. A léguti
manifesztaciok koziil az akut cricoarytenoiditis, valamint az als6 léguti
bronchiectasia és bronchiolitis obliterans jelenhet meg. A viszonylag ritka, de
SLE-re jellemz6 muszkulosceletalis érintettség a shrinking lung szindroma
(SLS).

Mint a tobbi autoimmun szisztémas betegségben, SLE-ben is igazoltak a T
helper (Th)1/Th2 sejtarany, valamint Thl7/Tregulatorikus (Treg) sejtarany
eltolodasat. Az autoimmun betegségek szervi Erintettsége szempontjabol
kiemelt jelentdségli a lokalis kornyezet citokin/kemokin mili6je a ThO sejtek
polarizalddasa szempontjabol. Az egyes autoimmun betegségekben akar
szervspecifikusan valtozhat a dominans Th sejt subpopuléacio, az altala
kozvetitett immunvalasz, valamint a termelt citokin és kemokin mintazat.
SLE-ben perifériasan Thl sejt dominanciija igazolhatd, tovabbad Thl
asszocialt citokin (TNF-a, INFy)/kemokin (IP-10, MCP-1) termelddés
emelkedése. Ezzel parhuzamosan a Th2 sejtek csokkent szintje igazolhato. Az
autoimmun folyamatokban a Thl7 sejtek emelkedett szintje, valamint
emelkedett proinflammatorikus citokin (IL-17, 1L-21, IL-22, 1L-23) szintjei
igazolodtak. A Treg sejtek rendkiviil fontos szerepet toltenek be SLE
pathogenezisében, de nem egyértelmiiek az irodalmi adatok a periférias vér
sejtszam valtozasanak tekintetében. Vizsgalataink az SLE tiidéérintettségre,

tovabba az adaptiv immunvalasz T sejtes elemeinek eltéréseire iranyultak SLE
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2. CELKITUZESEK

1. Az SLE milyen pulmonalis manifesztaciokkal jar egyiitt, foként mely
korosztaly érintett és mik a pulmonalis manifesztacioval jar6 SLE

legfontosabb klinikai tiinetei?

2. SLE pulmonalis manifesztacioval jard eseteiben milyen funkcionalis
eltérések jelentkeznek a pulmonalis manifesztaciot nem mutato SLE

betegekhez képest?

3. A periférias vérben hogyan valtozik a Th1, Th2, Th17 és Treg sejtek aranya

SLE pulmonalis manifesztacioval jard és nem jaro eseteiben?

4. Igazolhato-e Osszefiiggés periférids Th sejtek valtozdsa és a funkcionalis

eltérések kozott SLE pulmonalis érintettsége kapcsan?

5. Milyen periférids vér citokin/kemokin valtozasokkal jellemezheté az SLE

pulmonalis manifesztacidja?



3. MODSZEREK

Betegcsoportok

Vizsgalatunk els6 részében 28 SLE beteget vontunk be, akinek az atlag
¢letkora 35,4+ 2,9 év volt. Ezen belill két csoportot vizsgaltuk: a pulmonalis
manifesztacioval rendelkez6 SLE betegek (SLEyum) és a azon SLE betegek,
akiknek nem volt pulmonalis érintettsége (SLE¢). SLE,,m csoportban az atlag
¢letkor, az SLE diagnozis felallitasakori életkor, tovabba a dohanyzok szama
magasabb volt, illetve tobb betegnél volt magas az SLE aktivitasat jellemz6
SLEDAI pontszam az SLE. csoporthoz képest. Mindkét csoportban tartosan
methylprednizolonnal kezelt SLE-s betegek voltak, azonban a napi szteroid
dozisa SLE,um csoportban szignifikinsan magasabb volt. A T sejt
subpopulaci6 meghatarozashoz 22 SLE-s beteget vontunk be. SLEgym
csoportban (N=9, atlag élekor: 44,0£4,7 év, né/férfi arany: 7:2) tébben
dohanyoztak, magasabb volt SLEDAI pontszam, mint SLE. csoportban
(N=13; atlag élekor: 24,8+3,7 év, no/férfi arany: 10:3). A periférias T sejt
meghatarozasnal 40 korban és nemben illesztett egészséges kontroll mintai
alapjan értékeltiik az eltéréseket. A szérum citokin és kemokin meghatarozas
vizsgalatdban 9 SLE,um (atlag életkor: 38,23+5,46, nd/férfi arany: 7:2,)
paciens adatait 9 SLE, csoport (atlag életkor: 50,48+2,69, né/férfi arany: 9:0)
adatait, valamint 9 korban és nemben illesztett egészséges kontroll paciens

adatait elemeztiik.

Altalanos pulmonoldgiai vizsgalatok
Az SLE betegnél minden esetben részletes anamnézis felvétel mellett a
pulmonolégiai panaszok kikérdezése tortént fizikalis vizsgalattal. Emellett

mellkasi rontgen, mellkasi atvilagitas, vérgaz (Stat Profile® pHOXx Plus®, Nova
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Biomedical Corporation, Waltham MA, USA) és 1égzésfunkcids és diffuzids
kapacitas mérés (Elektromos spirométer és testpletizmograf PDD-301/s,

Piston, Budapest, Hungary), EKG és laboratoriumi vizsgélatok.

T sejt subpopulicié meghatarozas mérések

A laboratoriumi vizsgaltok soran plusz 1 csé natrium-heparinizalt vénas
vérmintat vettliink az SLE betegektdl és az egészséges kontroll pacienseitdl. A
periférias vér mononuklearis sejtjeinek (PBMC) izoldlasa utan az eldirt
tisztitisokat kovetéen -80°C-ra fagyasztottuk a mintdkat a mérésig.

Felolvasztast kovetden a fehérvérsejteken sejtfelszini festést alkalmaztunk.

1.tablazat. A CD4+ T sejt identifikdlasahoz tartozé sejtfelszini festékeket

tartalmazo panel.

Festék | FITC PE PECy5/PerCP | PECy7 | APC APCCy7
Thl CCR4 CD62L CD4 CXCR3 | CD8
Th2 CD45RA | CD45RO | HLA-DR CD4 CD69 CD8
Thl7 CCR4 CCR6 CD4 CXCR3 | CD8
Treg CD25 CD4 CD127 CD8

Az aramlasi citometriai mérések a Semmelweis Egyetem 1. sz
Gyermekgyogyaszati Klinika, MTA Gyermekgyogyaszati és Nefrologiai
Kutatocsoport laboratoriumaban torténtek. Aramlasi citométerrel (BD FACS
Aria, Beckton Dickinson & Co, Plymouth, UK) tortént az egyes immunsejt
subpopulaciok el6fordulasi gyakorisiganak meghatarozasa. A mérési
eredményeket dot-plot valamint hisztogram segitségével tudtuk abrazolni. A

hisztogramon a sejtek megoszlasat abrazoltuk a jelintenzitas alapjan.




Plazma citokinek/kemokinek vizsgalata

A periférias vérbél nyert plazmakat -80 C-on fagyasztva taroltuk, majd
kozvetleniil a mérések elott haszndltuk fel. A mérések a Semmelweis Egyetem
III. sz. Belgydgyaszati Klinika Kutatolaboratoriumédban zajlottak. A plazma
citokin és kemokin szint meghatarozasadhoz elére gyartott Cytokine Antibody
Array Kiteket (RayBiotech Inc., Norcross, GA, USA) hasznaltunk. Egy array-
n parhuzamosan tobb faktort tudtunk mérni, az altalunk meghatarozott panel a
kovetkezdket tartalmazta: 4BB-1, interferon gamma-indukalta fehérje 10 (IP-
10), interleukin-12 , p70 (IL12p70), interleukin-17 (IL-17), CC kemokin
ligand 14a (CCL14), CC kemokin ligand 21 (CCL21), CC kemokin ligand 28
(CCL28), monocyta kemotaktikus fehérje 1 (MCP-1), monocyta kemotaktikus
fehérje 4 (MCP-4), interferon-indukalta T sejt alpha kemoattraktans (I-TAC).
Jelintenzitasokat rogzitettik és egy kemiluminescens képalkotdé rendszer
(Syngene Chemigenius 2 and GeneTools, Synoptics Ltd. Cambridge, UK)

segitségével valogattuk szét az adatokat.

Statisztikai analizis

A statisztikai analizis a GraphPad (Graph Pad Prism 5.0 by Graph Pad
Software Inc., San Diego, USA) szoftver segitségével tortént. A normal
eloszldsi adatokat egymintds t-teszttel ¢és ANOVA-val elemeztiik.
Amennyiben az ANOVA teszt alapjan szignifikans kiilonbséget talaltunk (p <
0,05), akkor a Neuman-Keuls tobbszords Osszehasonlitast post-hoc tesztet
hasznaltuk a tovabbi elemzéshez. Kategérikus adatok analizisilara a y* vagy a
Fisher-egzakt tesztet alkalmaztuk. Két csoport esetén a parametrikus adatok
Osszehasonlitasara a t-tesztet hasznaltuk. Az adatokat atlag + atlag szorasa
(SEM) formaban adtuk meg, mas adat esetén ezt kiilon jeloltik. A p< 0,05

értéket tekintettiik statisztikailag szignifikansnak.
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4. EREDMENYEK

4.1. SLE PLEUROPULMONALIS MANIFESZTACIOJA

Az SLEpum csoportban jelent6sen tobb tiinetet, valamint oxigenizacios (pO;)
csOkkenést észleltiink szemben SLE, csoport tagjai kozott (Terhelési dyspnoe
SLEpum: 85% vs. SLE:: 7%; pO2 SLEpum: 70,23£3,51 Hgmm vs. SLE.:
92,73+£2,28 Hgmm). Szignifikdnsan magasabb szamban talaltunk serositist,
SLS-t, pulmonalis vascularis érintettséget az SLE,,m csoportban, ugyanakkor
a legkifejezettebb kiilonbség a 1égzésfunkcios eltérés aranyaban (SLEpum: 92%
vs SLE.; 33%; p<0,0001) és ILD el6fordulasdban (SLEum: 54% vs. SLE.:
0%; p<0,0001) mutatkozott (1. abra).

Normal h
légzésfunkcios 3 .
parameterek |67
Légzésfunkcids a2
paraméterek 33 %
eltérései .
pumonais | 22 +
embolia 0
Pulmonalis 15
hypertonia 7
Shrinking lung 8
szindréma 0-
LD I 5 -
0
. 1 B SLEpulm
Serositis 23 x
0 OSLEc
0 25 50 75 100

%
l.abra. SLE,ym és SLE; betegek pulmonalis manifesztici6 megoszlasa.
* p<0,0001 vs. SLEyim.
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2.4bra. Légzésfunkciés ventilaciés zavarok megoszlisa SLE; és SLE,n

csoportokban. p=0,0018 vs. SLEyim.

Szignifikdnsan alacsonyabb értékeket mértiink a forszirozott vital kapacitas

(FVC), a masodperc alatt kilélegzett levegdé volumen (FEV;) és maximalis

kilégzési aramlas (FEF,s.75) paraméterek tekintetében az SLE,ym csoportban,

mint SLE; csoportnal. A szénmonoxid difftzids kapacitas (DLco) (96,7+4,1
vs. 61,8+5,1; p<0,01) és KLco (102,9+7,1 vs. 72,5+£3,4; p<0,01) értékek is

szignifikdnsan alacsonyabbak voltak az SLEg,n csoportban, mint SLE.

betegeknél (3.abra).
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3.abra. Légzésfunkciés paraméterek SLE; és SLE,, csoportban. Atlag + SEM
értékek lathatok az alabbi paraméterekre: FVC %, FEV 1%, FEF,575% és a DL¢o %-0S
érteke. * p <0,05 vs. SLEpm.

42. CD4+ TH SEJT SUBPOPULACIOK MEGOSZLASA SLE-S
BETEGEKBEN

A Thl sejtek prevalencigjaban nem volt kiilonbség az SLE paciensek
csoportjai és az egészségesek kozott, viszont a Th2 sejtek szamaban jelentds
csokkenés volt mérhetd egészségesekhez képest. Ennek eredményeként a
Th1/Th2 aranya emelkedett SLE-ben a kontroll csoporthoz képest. Nem volt
azonban kiilonbség a Thl, Th2 subpopulacié vagy a Thl/Th2 egyensily
tekintetében az SLEum és SLE csoportja kozott (4. abra A része).
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4.abra. [A]: Th1/Th2 sejt prevalenciaja; [B]: Th17/Treg sejt prevalenciaja; [C]:
Treg/CD4+CD25hi+ sejt prevalencidja az SLE;, SLEm, az osszes SLE-s
csoportban és kontrollesoportban. *p<0,05 vs. SLEym # p < 0,05 vs.

kontrollcsoport.

Szignifikansan alacsonyabbnak mértiik a Th17 és Treg prevalenciajat mindkét
SLE csoportban a kontrollcsoporthoz képest. FErdekes, hogy SLE
paciensekben Th17/Treg alacsonyabb értéket mutatott, mint az egészséges
kontrollban (4. abra B része). Tovabbi elemzéssel igazoltuk, hogy a
CD4+CD25hi+ sejtek prevalencigja szignifikdnsan magasabb az SLEyym

csoport tagjainal, mint SLE; vagy kontroll csoportban. Hasonldan csokkent a
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CD4+CD25hi+ sejtek Treg sejtekhez viszonyitott aranya az SLEp,m csoport
tagjaindl, mint SLE,, illetve kontroll csoportban (4.4bra C része).
Szignifikans Osszefliggést igazoltuk a FVC, FEV; és DLco, valamint a
CD4+CD25hi+ vagy Treg/CD4+CD25hi+ ardny kozott (5.4bra).
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5.abra. Korrelaci6 az oOsszes SLE-s beteg légzésfunkciés paraméterei és

CD4+CD25hi+ sejt szamai és Treg/CD4+CD25hi+aranya kozott.
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[A]: DLco (referencia %-os értéke); r=-0,556, p=0,0109;
[B]: FEV, (referencia %-os értéke); r=-0,515, p=0,020;
[C]: FVC (referencia %-os értéke); r=-0,520, p=0,027.

43. CITOKIN/KEMOKIN SZINT VALTOZASA SLEp,, ES SLE.
CSOPORTBAN

A microarray mérése soran szamos citokin és kemokin plazma szintje (pl.:
4BB-1, I1L12p70, IL-17, CCL28, MCP-4 ¢és I-TAC) a kimutathatosagi
hatarérték alatt volt. Emiatt csak CCL21, IP-10, MCP-1 és CCL14 adatait
értékeltiik.

A 6. é&bra mutatja, hogy a CCL21 kemolumineszcens intenzitasa
szignifikansan magasabbnak bizonyult az SLE,u, csoportban, mint SLE.
paciensek ¢és kontroll egyének esetén (4949+1481 vs. 1272+236,1 vs.
1581+382,1 U; p<0,05) (6. abra A része). A kering6 IP-10 kemilumineszcens
intezitasa szignifikansabb magasabb volt az SLE,» csoportban, mint SLE; és
a kontroll csoportban (5923+1278 vs. 57594926 vs. 107621584 U; p<0,05)
(6. abra B része).
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6.abra. CCL21 [A] és IP-10 [B] szintek Osszehasonlitisa egészséges kontroll
csoportban és SLE-s betegekben.

[A]: SLEpum vs. kontroll és SLE; p <0,05

[B]: SLEpum vs. kontroll és SLE; p<0,05

Az SLE-s betegek FVC és FEV; paraméterei, valamint az IP-10, MCP-1,
CCL14 tekintetében szignifikans negativ 6sszefliggést igazoltunk (7.abra).
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7.abra. FVC (referencia %) és FEV, (referencia %) paraméterek osszefiiggése
IP-10 (abra A és B része), MCP-1 (abra C és D része) és CCL-14 (dbra E és F
része) SLE-s betegekben.

Korrelacié analizis soran a CCL-21 kemilumineszcens intenzitasa és a

diffuzios kapacitas paraméterek kozott szoros korrelacid volt igazolhato: a
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DLco értékeit (r=-0,73; p<0,01) és KLco értékeit (r= -0,62; p<0,02) a 8. abra

mutatja.
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8.abra. Az SLE-s betegekben CCL-21 kemilumineszcens intenzitasa és

DL o valamint KLco (referencia %) paraméterek kozotti osszefiiggés.
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5. KOVETKEZTETESEK

1. SLE-ben gyakori a pulmonalis manifesztacio, kiilondsen az idésebb betegek
érintettek. Az Aaltalunk vizsgélt SLE-s pacienseknél féként ILD, SLS és
kisléguti érintettség igazolddott. A betegek vezetd tiinete a dyspnoe és a

csokkent terhelhet6ség.

2. Az altalunk vizsgalat SLEyym csoport jelentds részénél (92%) igazolodott
1égzésfunkcids eltérés. A pulmonalis érintettséggel rendelkezé SLE-s betegek
spirometriai és vérgaz vizsgalata soran jelent6sen csokkent értékeket mértiink

az FVC, FEVy, FEF5.75, DLco és pO, paraméterek tekintetében.

3. SLE-ben a periférias Th1/Th2 arany és a Th17/Treg aranyanak valtozasat
korabban igazoltak, melyet vizsgalatainkkal megerésitettik. Az SLE

tiildéérintettsége kapcsdn nem igazoltunk eltérés ezen Th sejtek aranyaban.

4. Pozitiv korrelaciot tudtunk kimutatni periférids CD4+CD25hi+ aktivalt T
lymphocytak és 1égzésfunkcios paraméterek (FVC, FEV;), valamint DLco
értekek kozott pulmonalis  érintettséggel rendelkez6 SLE-s betegben.
Vizsgélatunkban eldszor igazoltuk a CD4+CD25hi+ aktivalt T sejt csoport

lehetséges szerepét a tiid6érintettség kialakulasaban SLE-ben.
5. SLE pulmonalis érintettségében emelkedett IP-10 és CCL21 értékeket

tudtunk kimutatni a betegek plazmajaban, mely szoros 0sszefliggést mutatott a

1égzésfunkcios paraméterek valtozasaival.
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