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Roviditések jegyéke

ADA: American Diabetes Association

AF700: alexa fluor 700

AIRE: autoimmune regulator

ANOVA: varianciaanalizis (analysis of variance)
APC: antigénbemutato sejt (antigen presenting cell)
APC (aramlasi citometria): allophycocyanin
ATG: thyreoglobulin-elleni antitest

ATPO: thyreoperoxidaz elleni antitest

BAK: BCL2-antagonist/killer

BAX : BCL2-associated X protein

BCL2: B-cell CLL/lymphoma 2

BCL-XL: BCL2-like protein 1

BH3: BCL2 homologous 3

BMI: testtomegindex (body mass index)

CCL: chemokine (C-C motif) ligand

CI: konfidencia intervallum

CRP: C-reaktiv protein

CTLA-4: cytotoxikus T-lymphocyta-asszocialt protein 4
CXCL: chemokine (C-X-C motif) ligand

CXCR: CXC chemokine receptor

DAMP: danger-associated molecular pattern

DC: dendritikus sejt (dendritic cell)

DIPP: Diabetes Prediction and Prevention

DP5: death protein 5

DPP4: dipeptidyl peptidase 4

ELISA: enzyme-linked immunosorbent assay



DOI:10.14753/SE.2018.2106

ER: endoplazmatikus reticulum

FITC: fluorescein isothiocyanate

Foxp3: forkhead box P3

GAD: glutaminsav dekarboxiléz

GCK: glukokinaz

GDM: gestatios diabetes mellitus

GIP: glukézdependens inzulinotrép peptid

GKO: génkiiitott (gene-knockout)

GLP-1: glucagon-like peptid-1

GLUT: glukoztranszporter

GWAS: genome-wide association study

HbAlc: hemoglobin Alc (glikohemoglobin)

HHV: human herpes virus

HLA: human leukocita antigén

HNF-1a: hepatic nuclear factor-1a

hsCRP: high-sensitivity CRP

HSP: heat shock protein

IADPSG: International Association of Diabetes and Pregnancy Study Groups
IAPP: szigetsejt amiloid polipeptid (islet amyloid polipetide)
ICA: szigetsejt elleni autoantitest (islet cell autoantibody)
IDF: International Diabetes Federation

IFG: emelkedett éhomi glukozszint (impaired fasting glucose)
IL2RA: IL-2 receptor a lanc

INKT: invarians természetes 610sejt (invariant natural killer T-cell)
IFIH1: interferon induced with helicase C domain 1

IFN: interferon

IGT: csokkent glukdztolerancia (impaired glucose tolerance)

IPEX: immunodysregulation, polyendocrinopathy, enteropathy X-linked
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ITreg: indukalt regulatoros T-sejt

JNK: c¢-Jun N-terminal kinase

LADA: felnéttkori latens autoimmun diabetes (latent autoimmune diabetes of adults)
LCMV: lymphocytas choriomeningitis virus

LPS: lipopolysaccharide

MHC: major histocompatibility complex

MWU: Mann-Whitney U-teszt

MODY': maturity onset diabetes of the young

NAFLD: nem alkoholos zsirmajbetegség (non-alcoholic fatty liver disease)
NF-xB: nuclear factor-xB

NGS: ujgeneracios szekvenalas (next-generation sequencing)

NOD: non-obese diabetic

NTreg: természetes regulatoros T-sejt (natural Treg)

OVA: ovalbumin

PAMP: patogén-asszocialt molekularis mintazat (pathogen-associated molecular
pattern)

PBS: phosphate-buffered saline

PCR: polymerase chain reaction

PE: phycoerythrin

PerCP: peridinin chlorophyll

PRR: patogén-felismerd receptor (pathogen-recognition receptor)
PTPNZ2: protein tyrosine phosphatase, non-receptor type 2

PUMA: p53 up-regulated modulator of apoptosis

RANTES: regulated on activation, normal T cell expressed and secreted
SGLT: natrium-gluké6z kotranszporter (sodium-glucose transport protein)
siRNS: kis interferalo RNS (small interfering RNA)

SLE: szisztémas lupus erythematosus

SNP: single nucleotid polymorphism

SRO: Spearman rank order (Spearman-féle korrelaciovizsgalat)
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STAT: signal transducer and activator of transcription

T1DM: 1-es tipusu diabetes mellitus

T1DGC: Type 1 Diabetes Genetics Consortium

T2DM: 2-es tipusu diabetes mellitus

TEDDY: The Environmental Determinants of Diabetes in the Young
Th: helper T-sejt

TLR: toll-like receptor

TNF: tumor necrosis factor

TSDR: Treq cell-specific demethylated region

TRAK: TSH-receptor elleni antitest

TSDR: T cell-specific demethylated region

TUNEL.: terminal deoxynucleotidyl transferase dUTP nick end labeling
Th2: helper T-sejt, 2-es alcsoport

VEGF: vascular endothelial growth factor

VNTR: variable number tandem repeat

WHO DiaMond: World Health Organization Diabetes Mondiale
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1. Bevezetés, irodalmi hattér

1.1 A szénhidrat-anyagcsere zavarainak etiologia szerinti attekintése

Mig a korabbi évezredek soran az akut megbetegedések, elsésorban fertézések voltak
felelosek a haldlozas legnagyobb hanyadaért, az ¢letszinvonal javulasaval és a
szliletéskor varhatd élettartam novekedésével el6térbe keriiltek olyan kronikus
megbetegedések, amelyek kialakuldsdban a varhato élettartam novekedése és egyes
civilizaciés artalmak szerepe a meghatarozo. Ezen betegségek kozott kiemelt szereppel
bir a cukorbetegség (diabetes mellitus). Hatterében az inzulin relativ vagy abszolut
hianya all, amely kozvetleniil érinti a szénhidrat-, kézvetve a lipid- és fehérje
anyagcserét, ¢és szamos jelentés mortalitdsu sziv-érrendszeri és idegrendszeri
szovédmény kialakulasaval all Osszefiiggésben. Az IDF (International Diabetes
Federation) adatai szerint jelenleg vilagszerte tobb, mint 400 millio ember él diabetes
mellitusszal [1]. Az esetek tobb mint 90%-at a periférias inzulin-rezisztencian és relativ
inzulinhidnyon alapulé 2-es tipust diabetes mellitus (T2DM) teszi ki. Kialakulasa
szamos, részben ismert genetikai faktor mellett a nagymértékben ¢életmodbeli
tényezokon alapuld metabolikus szindroma kialakulasdhoz kothetd [2]. Relativ
inzulinhianyhoz vezethetnek tovabbi ritkabb korallapot is. Az inzulinszekrécio zavarat
eredményezd monogénes, autoszomalis dominansan 6roklédé koréallapotokat MODY
(maturity onset diabetes of the young) néven foglalja 6ssze az irodalom. Leggyakoribb
altipusai az inzulin transzkripciojat is szabalyozo6 HNF-1a (hepatic nuclear factor-1a)
transzkripcids faktor funkciovesztéses mutacioja altal okozott MODY3 és a B-sejtek
Osszefliggd MODY2. A mitochondriumok orokletes funkcidézavarai tovabbi
szervrendszerek eltérései mellett a B-sejtek funkciozavarat is eredményezik, amelyet az
irodalom mitochondrialis-, illetve az 6roklédés sajatossaga alapjan anyai agon 6rokl6do
diabetesként foglal 6ssze [3]. A pontos prevalencia adatok megadasat neheziti, hogy az
inzulinhiany sulyossagatol, ¢€letkortol €és a Klinikai képtél fiiggéen MODY vagy
mitochondrialis diabetes esetén szamos esetben 1-es, gyakrabban 2-es tipusu diabetest
diagnosztizalnak és a késobbiek soran sem minden esetben sziiletik meg a pontos
korisme. MODY a diagnosztizalt — nagyobb részben fiatalkori- diabeteses esetek 0,14-

1,8 %-aban keriil megallapitasra, [4] a mitochondrialis diabetes prevalencidja 1 %
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koriilire tehetd az Osszes eset kozott [5]. A felsoroltakon kivill valtozd mértéki
inzulinhianyhoz ¢és kovetkezményes diabetes mellitushoz vezethetnek a pancreas
allomanyat kiterjedten roncsold folyamatok (pancreatogén diabetes, ,,3c tipusu
diabetes” — T3cDM), elsésorban az akut és kronikus pancreatitis, illetve a pancreas
térfoglalo folyamatai. Etiologiatol fliggetleniil gestatiés diabetes mellitus (GDM),
illetve gestatios hyperglikaemia keriil megallapitdsra a szénhidrat-anyagcsere
varandossag soran felismert zavarai esetében. A (gestatios diabetes meghatarozasa
jelentds részben lefedi a szénhidrat-anyagcsere nem varandoés alanyok kozott emelkedett
¢homi vércukorként (IFG: impaired fasting gucose) és csokkent glukoztoleranciaként
(IGT: impaired glucose tolerance) meghatarozott, diabetes kialakuldsara fokozott
kockazatot jelentd allapotokat is, bar az egyes szervezetek ajanlisai a hatarértékek
vonatkozasaban eltérhetnek [6]. Ujabban a WHO is szigoribb ajanlast tett a
diagnosztikus éhomi plazma glukézszint tekintetében. Bar a szénhidrat-anyagcsere
barmely zavara leirasra keriilhet varandossag ideje alatt is, a GDM esetek nagy tobbsége
a T2DM kialakulasara is hajlamosité rizikotényezokkel hozhatd Osszefliggésbe. A
diabetes eddig felsorolt alcsoportjainak részletekbe mend ismertetése tilmutatna a jelen

munka keretein. A diagnosztikus hatarértékeket az I. tablazat foglalja Gssze.

I. tablazat A diabetes mellitus diagnosztikajaban hasznalt hatarértékek [7—12]

Fokozott kockazatu Gestatios diabetes*
allapotok (prediabetes)
Egészséges TigDMn:S 2013 WHO, Modositott
ADA 1999 WHO (SE
IFG IGT . .
jelenlegi, centrumban
IADPSG* hasznalt)
Ehomi 6,1-6,9 >6,1 mmol/|
mmol/I 5,1-6,9*
plazma <6 mmol/I NA >7 mmol/I (2017 MDT:
B} (ADA: 5,5- mmol/I
glukéz >5,6 mmol/l)
6,9)
Random >11,1
11,1 11,1 11,1 ! 11,1 11,1
srték <11,1 mmol/l |<11,1 mmol/l | <11,1 mmol/I mmol/! <11,1 mmol/l | <11,1 mmol/I
OGT 60’ >10 mmol/I
- > - *
OGTT 120' | <7,8 mmol/I NA /811 2111 85>-11,1 >7,8 mmol/|
mmol/I mmol/I mmoll
HBAlc ADA:<5,7% ADA:5,7-6,4 % >6,5%
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Az |. tablazatban jelolt nemzetkozi iranyelvek és legujabb hazai ajanlas alapjan a *
jeloléssel kiemelt felsé érték folott a korisme terhesség alatt manifesztalodott diabetes
(diabetes in pregnancy). GDM esetében a feltiintetett értékek a 24-28. gestatios héten
egy lépésben, 75 g glukozzal végzett terhelésre vonatkoznak (ADA 2016, WHO 2013).

Az 0Osszes eset mintegy 10 %-aért felelds 1-es tipusu diabetes mellitus szamos
vonatkozasban eltér az emlitett altipusoktél. A T2DM-t6l eltéréen tobbnyire, de nem
kizarolag fiatalabb életkorban (jellemzéen 30 év alatt) alakul ki. Az inzulin
elvalasztasaért felelds B-sejtek szelektiv pusztuldsabol kdvetkezd abszolut inzulinhiany
jellemzi. Hatterében a betegség korai szakaszaban az esetek nagy tobbségében
szerologiai modszerekkel is igazolhato az autoimmun folyamat fenndllésa.
Terminoldgiailag kiilonbséget tesziink gyorsan progrediald (,.klasszikus fiatalkori
cukorbetegség™) €s lassabban progrediald, tipusosan felndttkorban jelentkezd varians
kozott. Ez utdbbit LADA (latent autoimmune diabetes of adults) néven emliti az
irodalom. A B-sejtek karosodasahoz vezet6 folyamat, az insulitis szovettani szinten
azonosithaté folyamat (a jelenleg leginkabb elfogadott definicid szerint kimutathato
legalabb harom érintett sziget és ezek mindegyikében 15 infiltrald immunsejt
metszetenként [13]). A Langerhans-szigeteket infiltraldé makrofagok citokintermelésiik
[14] altal, a citotoxikus CD8" T-sejtek emellett porusképzéssel jarulnak hozza a p-sejtek
pusztulasahoz [15]. A folyamat igen specifikus, ugyanakkor az inzulinhiany a glucagont
elvalaszto a-sejtek gatlasvesztéséhez is vezet [16]. A pusztuld B-sejtekbdl felszabadulo
autoantigének ellen teremelddd autoantitestek a szérumban kimutathatéak, és a
diagnozis fontos elemei. Ugyanakkor a folyamatot elindito, ¢és fennallasat,
elorehaladasat lehetévé tevo tényezokrdl jelenleg is csak toredékes ismeretekkel
rendelkeziink. A T1IDM népegészségiigyi jelentdsége is ebbdl adodik: a jellemzden
fiatalkori kezdetet kovetden a betegek tobb évtizeden keresztiil élnek egyiitt
betegségiikkel és annak szovoédményeivel, amelyek jellemzdéen aktiv korukban
alakulnak ki, és befolyasoljak munkaképességiiket; ugyanakkor a koriilhatarolhatod
tamadaspont hianyaban nem rendelkeziink olyan terapias lehetéséggel, amely altal a
folyamat megelézhetd, feltartoztathato, esetleg visszafordithaté lenne. Az egyetlen
hatékony — tlineti — kezelési lehetdség ma is az inzulin kiils6 forradsbol torténd potlasa,
amely a T2DM-tél, illetve ritkabb altipusoktol eltéréen TIDM esetében —jelen tudasunk

¢s terapias lehetdségeink mellett- definicio szerint elkeriilhetetlen.
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1.2 Az 1-es tipust diabetes mellitus epidemiologidja

A vilagban jelenleg mintegy 422 milli6 ember szenved diabetesben (WHO 2015) [1], az
esetek mintegy tizedének hatterében feltételezhetd T1DM. Tekintettel arra, hogy a
klintkum Onmagéban nem elégséges a pontos diagnézishoz, az immunoldgiai
vizsgalatok, illetve a ritkabb alcsoportok meghatarozasdhoz sziikséges genetikai
vizsgalatok azonban csak a vilag népességének kisebb része szamara hozzaférhetdek, a
WHO globalisan nem tett kdzz¢é etioldgia szerinti pontos adatokat [17]. Az incidencia és
prevalenciaértékek teriiletenként eltéréek, a legkevesebb 0j esetet jellemzden Azsia
(Kina: 0,6/100 000 0j eset évente [18]) egyes teriiletein, mig a legtobbet Europaban
regisztraljak, igen jelentés helyi eltérésekkel. A vilagelsd Eszak-Eurdpa, ezen beliil
Finnorszag, ahol 100 000 vizsgalt személy kozott atlagosan 57,4 1 megbetegedést
regisztralnak évente, mig Macedoniaban az éves incidencia 3,9/100000 lakos. Az
incidencia északrdl dél felé¢ haladva jellemzden csokken, amely aldl kivételt jelent
Szardinia (38,8/100 000) [19]. Mind az 1-es [20], mind a 2-es tipusi diabetes
incidenciaja és prevalenciaja vilagszerte emelkedik. Az incidencia névekedése az elmult
évtizedekben Europaban évente 3-4% kozotti volt (jelentds teriileti eltérésekkel), és
jellemzbéen a legfiatalabbak (0-4 évesek) kozott volt a legnagyobb mértékii, bar a
legtobb 1j eset tovabbra is a serdiilékoruak koziil keriil ki [21]. Az elmult években az
EURODIAB study keretében sziiletett legatfogobb hazai felmérés alapjan a magyar
incidencia-adatok az eurdpai kozépmezonybe tartoznak, ugyanakkor 1989 ¢és 2009
kozott 7,7/100 000-r61 18,2/100 000-re emelkedett a gyermekkorban (<15 év) felismert
) esetek szama évente. Az incidencia atlagos novekedése a vizsgalt 20 éves id6szakban
4,4% volt. Az autoimmun betegségek tobbségétdl eltérden a szerzok nemek szerint nem
szamoltak be szamottevd eltérésekrdl. Figyelemremélté ugyanakkor, hogy az atlagos
évenkénti incidencia-novekedés liteme az 5 év alattiak kozott a legmagasabb (0-4 év:

6,2%; 5-9 év: 4,9%; 9-15 év: 3,3%) [22].

Mig a 2-es tipust diabetes kialakulasahoz vezeté korélettani eltérések Szorosan
kapcsolodnak a metabolikus szindroméhoz, €s az annak kialakulasaért felelds tényezok
terjedéséhez, 1-es tipus esetében a novekvd incidencia okairdl, a patogenezis korai
lépéseihez hasonldan csak keveset tudunk. A népesség genetikai kockazatra vonatkozo
Osszetétele jelenlegi ismereteink szerint nem valtozhat jelentdsen rovidebb iddtartamon

beliil, igy a tendencidk hatterében a kornyezeti tényezok elsddleges szerepét

10
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feltételezhetjiik. Ezt tamasztja ala, hogy a Type 1 Diabetes Genetics Consortium
(TIDGC) adatai alapjan az 1965 és 2006 kozott diagnosztizalt esetek kozott a rizikdért
meghatarozo részben felelés HLA-DR3/4-DQB1*0302 allélok csokkend penetranciajat
irtak le [23]. A valtozas az 6t év alatt diagnosztizaltak kozott a legjelentsebb, és az
incidencia ndvekedése ebben a csoportban a legkifejezettebb. Ugyanakkor a populacid
fokozatos genetikai atrendezédésének szerepe sem kizarhatd hosszabb tavon, azonban

ez valosziniileg nem elégséges az epidemioldgiai trendek magyarazatara.

Bar a metabolikus tényezOk szerepe T1DM kialakulasaban csekélyebb, mint T2DM
esetében, egyes megfigyelések szerint a kategorikus diagnodzis szamos esetben nem
lehetséges. Ahogy a gyermekek ¢s fiatalok korében is egyre tobb a thlstlyos, az
inzulinrezisztencia is megjelent az egészen fiatalok kozott. Emellett egyre ndvekszik
azoknak a szama, akik egyértelmiien obesek és inzulinrezisztenciat mutatnak (igy
altalaban 2-es tipustinak diagnosztizaljadk Oket), de emellett autoantitesteket is
hordoznak (,,double diabetes”). A SEARCH for Diabetes in Youth Study (USA)
eredményei szerint a 20 évnél fiatalabb, frissen diagnosztizalt diabetesesek 19,5 %-a a
bizonyithatd autoimmunitds mellett inzulinrezisztencidt is mutat (15,9 % tisztan
inzulinrezisztens, autoimmunitas nélkiil!) [24]. Felmeriil a kérdéses, hogy csak az 1-es
tipust diabeteshez jarulékosan tarsulo klasszikus inzulinrezisztenciarol van-e szo, vagy

mélyebb 6sszefonddasokat is kell keresniink, tovabblépve egy 0j klasszifikacio felé.

Tobb, régota ismert megfigyelés is alatamasztja, hogy az ujonnan felismert T1DM
esetek szdma évszakonként ingadozik, a legtobb 1) diagnozis a téli honapokban sziiletik.
Ez a megfigyelés vezetett el0szor a szezonalis virusfertdzések etiologiai szerepének
felvetéséhez mar 1926-ban [25]. 1969-ben féleg enterovirusok, leginkabb a Coxsackie
B virus etiologiai szerepe meriilt fel, amelyet szerologiai vizsgalatok eredményei is
alatdmasztani latszottak: magasabb Coxsackie B virus (foképp B4) elleni antitesttitert
mutattak ki harom honapon beliil felismert TIDM betegek szérumabol mind egészséges
kontrollszemélyekkel, mind hosszabb ideje fenndllo TIDM betegekkel 6sszehasonlitva
[26]. Késébbi PCR modszerrel is szignifikansan gyakrabban sikeriilt enterovirus RNS-t
kimutatni T1DM-mel diagnosztizalt gyerekek szérumabol a diagndziskor, mint

egészséges kontrollokbol [27].

11



DOI:10.14753/SE.2018.2106

A meggy6z6 adatok ellenére tovabbra sem egyértelmii, hogy a virusfertézések milyen
modon vesznek részt a patogenezisben. Egyes epidemiologiai megfigyelések
finomitjak, és részben 1) megkdzelitésbe helyezhetik eddigi ismereteinket a
szezonalitasrol. A World Health Organization Diabetes Mondiale (WHO DiaMond)
vizsgélatban gyerekkori TIDM incidenciajaban kimutathatd volt szezondlis ingadozas,
amely az életkor elérehaladtaval kifejezettebbé valt [28]. Az EURODIAB
(Epidemiology and Prevention of Diabetes study) hazai adatai is hasonl6 tendenciakat
mutatnak: négy éves kor elétt felallitott diagnozis esetén nem figyelheté meg
szezonalitds, 5-10 éves korban mérsékelt, de szignifikans, mig 10-14 évesen
diagnosztizaltak kozott kifejezett szezonalitas mutathato ki (1. abra) [29]. A szezonalitas
valtozasa az ¢életkorral felveti a lehetdséget, hogy egy kornyezeti trigger hatékonysagat

az ¢életkorral valtozo endogén folyamatok dinamikaja hatdrozhatja meg.

- ()4
90 4 =t 5-9
-0= 10-14 *p<0,001

*p=0,002

Esetszam (f6)

10 A *: Szignifikans valtozas

januar  marcius  majus julius szeptember november Hénap

1. abra A TIDM incidencidgjaban mutatkoz6 szezonalitds (az inzulinkezelés
megkezdése alapjan) korcsoportonként: a kozlemény szerzéi beszdmoltak réla, hogy a
klinikai manifesztacié idOpontja az életkor eldrehaladtaval egyre kifejezettebb

szezonalitast mutat [29]
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T1DM betegekben tobb —els6sorban T-sejt-medialt- szovet-specifikus és szisztémas

autoimmun betegség el6fordulasa jelentdsen gyakoribb, mint a teljes népesség korében,

amelynek hatterében meghatarozo6 lehet a k6zos hajlamositd genetikai polimorfizusok

szerepe, amelyek koziil szamos az immunvalasz szabalyozasahoz, limitalasahoz, az

autotolerancia kialakitasahoz alapvetd fontossagu fehérjéket kodolo géneket érint (Id.

1.4 alfejezet). A TIDM betegek kozel negyede hordozhat pajzsmirigy elleni

autoantitesteket, és ezen betegek kozel felében idovel klinikailag manifeszt autoimmun

thyreoiditis is

kialakul

(jellemzden

Hashimoto-thyreoiditis  és

hypothyreosis).

Autoimmun gastritis és coeliakia jellemz6en a betegek 5-10 %-aban alakl ki [30]. A

TiIDM mellet

autoimmun

tarsbetegségként

ismerten

el6forduld  korképeket,

gyakorisdgukat és a diagnoézis alapjaul szolgdld immunoldgiai vizsgdlatokat a II.

tablazat foglalja Ossze.

I1. tablazat A TIDM gyakoribb autoimmun tarsbetegségei [30—40]

Prevalencia Esélyhanyados e .
. Szeroldgiai és szovettani
TiDM (vs. teljes diagnéazis
betegekben népesség) &
Autoimmun o pajzsmirigy funkcid, ATPO,
thyreoiditis 10-12% 23,5 TRAK, ATG
transzgluaminaz és
Coeliakia 4-10% 5-10 deaminalt gliadin elleni
antitestek, szbvettan
Autoimmun gastritis 5-10% s 8.12’ parietalis Sejt. elleni
. . . 3-5 antitest, gastroscopia,
(anaemia perniciosa) (2,6-4%) .
chromogranin?
Vitiligo 2-10% 4-30 -
Addison-koér 0,5% 5 21-hidroxilaz elleni antitest
Rheumatoid radioldgiai eltérések
arthritis- juvenilis <0,5% 4 & ]
-~ L. .. rheumafaktor, anti-CCP
idiopathias arthritis
e dsD
SLE 0,5-1,15% 6-13 ANA, anti-Smith, anti-dsDNS,
lupus band-test
Sclerosis multiplex 0,2-2% 3-5 Klinikai tinetek, képalkotd

vizsgalatok (MRI)
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1.3 Insulitis és B-sejt karosodas: a patogenezis klasszikus modelljének atértékelése

Sobolew 1900-ban a Langerhans-szigetek hianyat irta le egyes diabetes mellitussal
Osszefiiggésben elhunyt betegek boncolasakor [41]. Opie egy évvel kés6bb megjelent
munkajaban ,,interstitialis pancreatitis” esetek vizsgalata soran osszefliggést figyelt meg
a Langerhans-szigetek 1€zidi és a diabetes mellitus megjelenése kozott [41]. A korai
megfigyelések ellenére az insulitis valos korélettani jelentdsége még évtizedekig
ismeretlen maradt, amely a diabetes korélettani alapu klasszifikacidjanak
kiforratlansaga mellet leginkédbb talan azzal magyardzhatd, hogy a folyamat nem
egyszerre és egyforma mértékben érinti a szigeteket, igy az insulitis kiilonosen a korai
modszerekkel akcidentdlis leletként volt értékelhetd. Erre utalhat Weichselbaum 1910-
ben publikalt munkaja, amelyben 189, kordbban diabetes mellitusban szenvedd beteg
boncolasakor minddssze hat esetében tudott insulitist azonositani [42]. Bar az insulitis
szovettani leirasara mar tobb mint 100 éve sor kerilt, korilbelul 50 éve merilt fel
T1DM ¢és tovabbi autoimmun betegségek (Grawes-Basedov thyreoiditis [43] anaemia
perniciosa [44]) tarsulasa alapjan a TIDM autoimmun eredete, és az insulitis valos

korélettani szerepe 1958-ban keriilt leirasra [45].

«a"k'- i,
’,4’ \h\
,, "/r

/ )‘;( g 6;
’ !‘i) %’ - ';\t":;'j\
4 /u.'.:". L,L*"o:‘.‘ln"s o?.: \ “5‘?

,‘l? " l/m' 2 .“ll s e 4 t\

A — B

2. abra. A: Az insulitis egyik elsé fennmaradt fénymikroszkopos képe Opie [41]
kozleményébol (1901) ; B: az insulitis immunfluoreszcens képe (z6ld szin jeldli a

CD4", piros a CD8" T-lymphocytéakat) [46]
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A TI1DM Kkialakulasanak klasszikus elméletét Eisenbarth 1986-ban publikalt
kozleményében foglalta ossze [47]. A korélettani torténéseket egymasbol kovetkezd
események lancolataként értelmez6 elmélet, bar szamos 10 adattal egésziilt ki, maig a
patogenezis legelfogadottabb modellje maradt. Alapja, hogy a genetikai hajlammal
rendelkezé egyénben valamely kornyezeti trigger hatasara T-sejt medialt autoimmun
macrophag infiltracidja (insulitis) soran a B-sejtek ellen megvalosulo sejt-kozvetitett
immunvalasz a felelés. A macrophagok altal elvalasztott citokinek (TNF- a, IFN-y)
toxikus hatasuak a p-sejtekre [14], a CD8" effektor T-sejtek porusképzés altal képesek
Oket karositani [15]. A folyamat elérehaladtat a B-sejtek kompenzald proliferacidja,
illetve a regulatoros T-sejtek (Treg) miikddése (1d. késébb) nem képesek ellenstilyozni. A
pusztuld B-sejtekbol felszabaduld autoantigének ellen a diagnosztika alapjaul szolgalo
autoantitestek termelddnek. Az autoantitestek célfehérjéi jelentds részben megfelelnek a
CD4" és CD8" T-sejtek altal felismert antigéneknek. A B-sejtekkel szembeni
autoimmun folyamat standard modszerekkel legkordbban kimutathatdé markerei az

inzulin és proinzulin elleni autoantitestek [48].

Az ismert autoantigének (I11. tablazat) nagy tobbségének jellemz6 k6z6s vonasa, hogy a
szekrécios tUtvonalhoz (granulumok, szinaptikus mikrovezikulak, endoplazmatikus
retikulum, Golgi-apparatus) kothetok. Ugyanakkor az autoantigének nem kizardlag
konstans fehérjék lehetnek, tobb esetben igazolhatd volt, hogy poszttranszlacios
modosulasokat kovetden kordbban nem immunogén peptidekkel szemben is aktiv
immunvalasz alakulhat ki. Ez érthetd, hiszen a thymusban a T-sejtek szelekcioja csak
intakt sajat antigénekkel szemben torténik meg, igy adott a lehetdség, hogy ,,majdnem
autoreaktiv” T-sejtek jussanak a perifériara. Hasonld6 mechanizmusok szerepe egyes
autoimmun  betegségekben mar tankonyvi adatként ismert (pl. coeliakia-
transzglutaminacié, rheumatoid arthritis-citrullinacid). Ujabb, murin adatok szerint
hibrid-peptidek (C-peptid és WEI14 vagy IAPP -szigetsejt-amiloid polipeptid-)
szerepelhet T1DM-ben autoantigénként [49]. Emellett a szoveti transzglutaminaz
aktivitas B-sejtekben is igazolhatd, aktivacidja Osszefligg a hyperglycaemia-indukalta
Ca’*-arammal, és a transzglutaminalt (és citrullindlt) GAD65 epitopok nagyobb
affinitassal kotédnek a HLA DRB1*04:01 rizikéallélhoz [50].
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Az egyre csokkend B-sejt tomeg altal elvalasztott inzulinmennyiség kezdetben még
elegend6 az normoglycaemia fenntartisihoz (prediabetes), majd elkeriilhetetleniil
kialakul a hyperglycaemia és a klinikailag manifeszt diabetes mellitus. Az
inzulinkezelés megkezdésekor a tehermentesitett B-sejtek atmeneti proliferacios shubja
még létrehozhat egy “honeymoon” periddust, amikor az inzulinsziikséglet ¢&s
inzulinpotlas atmenetileg csokkenthetd, esetleg elhagyhato [51]. Bar a szérumbol
kimutathaté autoantitestek képezik a diagnosztika alapjat, a T-sejt medialt
autoimmunitas kezdete id6ben korabbra tehetd, illetve ez a kimenetelt meghatarozé
folyamat. Ugyanakkor a B-lymphocytak szerepe sem tekinthetd teljesen passzivnak. A
B-lymphocytdk professziondlis antigénbemutatd sejtek, igy az Aaltaluk felismert
antigénekkel reagalo T-sejtek aktivalasara és tamogatasara kozvetlenill is képesek,
illetve az altaluk termelt antitestek az antigéneket opszonizaljak, igy azokat a
macrophagok Fc-receptoraik segitségével hatékonyabban képesek felvenni [52]. Ennek
jelentdségére utalhat, hogy rituximab (CD20 elleni monoklonalis antitest)
alkalmazasaval NOD egerekben (non-obese diabetic, a human T1DM legelterjedtebben
alkalmazott allatmodelljében) a betegség remisszidjat lehetett elérni [53], és a kezelés
frissen felfedezett TIDM betegekben is az hozzajarult az endogén inzulintermelés
fenntartasdhoz, bar mdas immunologiai alapt terdpids probalkozasokhoz hasonldan

gyogyulas, illetve tartos remisszio elérésére nem bizonyult elégségesnek [54].

Kérnyezeti
trigger (?) Az immunszabalyozés egyértelm( elégtelensege,
ﬂ autoantitestek mutathatoak ki a szérumbal

v

JIAA (inzulin elleni At): az elsG, a diagnozis felallitasakor
50%-ban mar nem mutathato ki
GADA (GADBS5 elleni At) és tovabbi autoantitestek

iy

£

2 P

= o ) Vallt.ozo m‘?"‘te"”' Prediabetes: emelkedett éhomi

$ Genetikai insulitis, egyénenként és/vagy postprandialis glukdzértékek

ca tényezdk és eltérd iitem B-sejt
kdrnyezeti tomeg-vesztés, Az inzulinvalasz C-peptid nem
faktorok klinikailag normal els6 fazisanak  [Klinikailag kimutathats

klcstinhatasa szeénhidrat-anyagcsere elvesztése manifeszt diabetes

L 3

Id& (hénapok-évek)

3. abra A patogenezis klasszikus, eredetileg Eisenbarth altal leirt modellje [47, 51]
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Bar az emlitett tényezOk a patogenezis meghatarozo elemei, az incidencia
szezondlitasanak ¢életkorral torténd fokozodasa felveti a lehetdséget, hogy a
fogékonysag nem statikus paraméter €s egy kornyezeti trigger hatékonysaga endogén
folyamatok dinamikajatol fiigghet [28]. A human T1DM széleskortien elfogadott és
hasznalt allatmodelljében, a NOD egerekben minden egyedben megfigyelhet6 insulitis,
ez azonban nem vezet sziikségszerien manifeszt diabetes kialakulasahoz [55]. A human
T1DM-ben sem tekintheté a B-sejt-tomeg csokkenése linearis folyamatnak [51], illetve
ujabb adatok arra utalnak, hogy a folyamat nem teljesen szelektiv, TIDM betegekben az
exokrin pancreasallomany kisebb tomegét [56] és immunsejtes besziirtségét [57] is
leirtak. Bar a human T1DM diagnosztikajaban hasznalt autoantitestek a B-sejtekkel
szemben fennallé autoimmun folyamatra utalnak, mar az ICA antitestcsoport 1974-ben
tortént leirasakor [58] is megfigyelték normalis szénhidratanyagcseréjii személyekben,
¢és késo6bbi vizsgalatok is igazoltak, hogy az antitest-pozitiv egyénekben a késébbiekben
sem feltétleniil alakul ki TIDM [59]. Danke és mtsai. egészséges egyének periférias
vérében is ki tudtak mutatni autoreaktiv nem regulatoros CD4" T-sejteket, azonban in
Vitro az azonos egyénbdl szdrmazé CD4'CD25" (,,Treg”) sejtek jelenlétében ezen klonok
expanzidja elmaradt [60]. A szigetsejt elleni autoantitestek leirasanak évében publikalta
Jerne elméletét az anti-idiotipus (anti-1d) antitestek (immunglobulinok antigénfelismer6
jelentds részében is Ki tudtak mutatni glutaminsav-dekarboxilaz elleni autoantitesteket
az anti-Id antitestek eltavolitasa utan, azonban ezek standard modszerekkel torténd
kimutatasat a jelen 1évo anti-1d antitestek megakadalyoztak. T1DM miatt kezelt és stiff
man szindromaban szenvedd betegekben a GAD65-autoantitest elleni anti-l1d antitest
hianyat irtak le [62]. Ezek a megfigyelések a folyamatot elinditd tényezok helyett a

fennallo folyamat szabalyozasanak fontossaga felé toljak a hangsulyt.
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I11. tablazat. Ismert autoantigének és jellemzdik 1-es tipusu diabetesben [60, 63, 64]

autoantigén

Inzulin
GAD65
GAD67
IA-2 (ICA512)
Phogrin (1A2-beta)
IGRP
Chromogranin
ZnT8
HSP-60
HSP-70
Glima-38
Amylin/IAPP
CD38

expresszio

B-sejt, thymus
neuroendokrin
neuroendokrin
neuroendokrin
neuroendokrin
B-sejt
neuroendokrin

B-sejt

altalanos

altalanos

Intracellularis
elhelyezkedés

szekrécids granulumok
szinaptikus mikrovezikulak
citoszol
szekrécids granulumok
szekrécids granulumok
endoplazmatikus retikulum
szekrécids granulumok

szekrécids granulumok
mitochondrium

szekrécids granulumok

szekrécids granulumok
?

1.4 Genetikai tényezok szerepe T1DM kialakulasaban

antigén felismerése

CD4+ T-
sejtek

CD8+ T-
sejtek

auto-
antitestek

+
+

+

I+

Jelenlegi ismereteink szerint a genetikai tényezOk a TI1DM kialakuldsdban nem

kizarolagos, de meghatarozo szereppel birnak. Tiinetmentes egyének kockazatat T1DM

kialakulasara nagy fokban befolyasolja a csaladban eléforduld érintettség, amely szerint

egypetéjii ikreknél a kockézat a tiinetmentes egyénben 30-70%, tobb elséfokli rokon

érintettsége esetén 20-25%, egy elséfokl rokon érintettsége esetén atlagosan 5% (apa:

3%, anya: 5%, testvér: 8%, Id. IV. tablazat) [65-67]. A T1DM miatt kezeltek koriilbeliil

70%-a hordozza a legmagasabb rizikoval jard6 HLA allélok valamelyikét, ugyanakkor az
ezen allélokat hordozok kozott csak 3-7%-ban alakul ki TIDM [68]. A Morrann és

mtsai. altal szerkesztett dsszefoglald kdzleményben a kockazatokat HLA protektiv és

kockézati allélok, illetve csaladi anamnézis szerint a IV. tdblazatban Osszefoglaltak

szerint adtak meg.
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IV. tablazat T1DM kialakuldsara vonatkozo hajlam csalddi anamnézis és hordozott

HLA allél fiiggvényében [65]

Riziké (%)
Alacsony riziké
Els6foku rokon nem érintett, protektiv HLA allél 0,01
Els6foku rokon nem érintett 0,4
Els6foku rokon érintett, protektiv HLA allél 0,3
Ko6zepes riziké
Els6fokud rokon nem érintett, HLA rizikoallél 4
Egy els6foku rokon érintett 5
Apai TIDM 3
Anyai TADM 5
Testvérnél TIDM 8
Magas Riziké
Egy els6foku rokon érintett, HLA rizikoallél 10-20
Tobb els6fokd rokon érintett 20-25
Igen magas riziké
Tobb els6foku rokon érintett, HLA rizikdallél 50
Testvér érintett, HLA rizikoallél 30-70
Egypetéjl ikertestvér érintett 30-70

Todd és mtsai. szamos gén polimorfizmusara kiterjed6 vizsgalatukban altalanos elvként
nagymértékben, egy nagyobb csoportja kismértékben noveli [69], amely aldl kivételt
képeznek egyes ritkdbb monogénes formdk. Az elmult tiz évben tiz nagy
prekoncepciomentes GWAS (Genome-wide association study) vizsgalat tobb, mint
hetven hajlamosito  SNP-t (single nucleotid polymorphism) azonositott. Koziiliik
szamoshoz a TIDM mellett mas autoimmun betegségek kialakuldsara is magasabb
kockézat tarsul. Ez részben magyarazatot adhat egyes autoimmun betegségek
epidemiologiailag mar megfigyelt gyakoribb tarsuldsara, illetve ezen betegségek
hatterében kozos jelatviteli utakra és szabalyozé mechanizmusokra hivja fel a figyelmet.
Az autoimmun betegségek tobbségéhez hasonldan az 1-es tipust diabetes is Osszefiigg
bizonyos HLA-haplotipusok jelenlétével. Az altaluk kodolt MHC komplexek az
(auto)antigének bemutatasanak f6 mediatorai, a hozzajuk kotheté tobbletkockazat
(kozel hétszeres) messze a legmagasabb az eddig azonositott hajlamositd genetikai
tényezOk kozil [69]. A legismertebb hajlamosito allélok a HLA-DR3 és HLA-DR4,
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valamint a DQ2 és DQ8, amelyek tobbnyire kapcsoltan 6roklédnek. TLDM miatt kezelt
gyerekek 90%-aban kimutathat6 a DR4-DQ8 vagy a DR3-DQ2 allélkombinacio. E két
kombinacié megléte az adott személyben tovabb fokozza a hajlamot, és nagyon gyakori
azokban a gyermekekben, akiknél a betegség kiilonosen koran jelentkezik [70]. Az
emlitett HLA II. osztaly( allélok mellett az I-es osztaly bizonyos locusait érintd
polimorfizmusok is Osszefliggésbe hozhatoak a betegség kialakulasaval [71]. Torténeti
szempontbol emlitést érdemel, hogy a T1DM kialakuldsaval elészor gyanuba hozott
haplotipusok a HLA-A8 és W15 voltak, amelyek szintén az MHC-I komplex részei
[72]. Az egyre nagyobb mintakon elvégzett GWAS vizsgalatok alapjan egyre
novekszik azon HLA és non-HLA allélok szama, amelyekhez joval kisebb (jellemzéen
1-2-szeres esélyhanyados), de mérhetdé kockazatnovekedés kothetd. A modszertani
fejlodéssel egyidejlileg tovabbi finomhangoldsra lehet szamitani, ennek példajaként
emlithetd, hogy NGS (next generation sequencing) modszerrel a kozelmultban
igazoltak, hogy a HLA-DRB3, -DRB4 ¢és —DRBS5 allélok adott szigetsejt-ellenes
autoantitest mintazattal fiigghetnek Ossze ¢és novelik a gyerekkori TIDM kockazatat
[73]. A kandidans gének altal kodolt géntermékek pontos szerepe a T1DM
kialakulasaban nem minden esetben ismert, de koziilik szamos a patogenezis ismert

jelatviteli utvonalainak résztvevoje [74-95].
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4. abra. A T1DM kialakulaséra fokozott rizikoval sszefiiggd kandidans gének az

ismert polimorfizmusaikhoz kothetd esélyhanyados szerinti sorrendben [74]
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DOl

V. tablazat GWAS vizsgalatok sordn kandidans génként azonositott, az immunregulacidoban ismerten kiemelkedo jelentdségd terméket

kodold gének és a DPP4 korélettani ielentdsége és az ismert polimorfizmusaikhoz kothetd korallanotok. paraméterek [74-941

Odds
- . i i . ival A . : .
Gén _A_.o_sow.:wm:m S| riziké SNP Elhelyezkedés Ratio A géntermék korélettai funkcidja »wm: _m_sm.: RO _Bol_mB:mmEm ..> mmﬂ _m-m_m; uo__Bol_NB:mem_
pozicié T1IDM-re osszefiiggésbe hozott allapotok osszefiiggésbe hozott paraméterek
Lymphokin, meghatérozé szereppel bir az effektor atdpias dermatitis, coeliakia, IL2 plazmaszintek, Treg funkcio, T-
2 4q27 rs4505848 intron NA és regulatoros T-sejt valasz szabalyozasaban, rheumatoid arthritis, pollenallergia, helper sejtek 1I-2 elvalasztasa, LAK-
elsGsorban para- és autokrin mediator alopecia areata, colitis ulcerosa sejtek tumorolé képessége
IL2RA . Az IL-2 receptor a-lanca, az aktiv regulatoros és alopecia areata, sclerosis multiplex, szérum szolubilis CD25 szintek, CD25
(CD25) REI5A IRGABINeHY nEron 16 effektor T sejtek markere vitiligo, rheumatoid arthritis expresszio naiv és memoria T-sejteken
Az IL-2 receptor B-lanca, a a-lanccal Graves-betegség, rheumatoid o ¢
IL2RB , hematol k (Htk, MCV,
22g13.1 rs743777 intron 1.1 heterodimereket alkotva az IL-2 kdzepes arthritis, vesegraft-rejekcio, asthma Eeertolqglal parmicterels (Ht -
(CD122) o . , . MCH)
affinitasu receptorat hozza létre bronchiale
A T-sejt kostimuldtor CD28 analdgja, gatolja a T- | alopecia areata, rheumatoid arthritis, - 5
: s it i \ ¢ . CTLA-4 T-sejtekben, T,
CTLA4 2q33.2 rs3087243 near gene NA sejt aktivaciot, downregulalja az antigénbemutat6 | Graves-Basedow-koér, hypothyreosis, mm.ﬁmxmww_‘”mwN_M_‘:Mmum <mmqwm:am
sejtek felszinén a CD80/86 komplexeket autoantitestek TLDM-ben ] yap
Protein tirozin foszfatdz, gatolja a B-sejtek T T IL2RA medidlta jelatvitel (STATS
PTPN2 18p11.21 rs2542151 | intergénikus NA apoptozisat, gatolja a STATS medialta jelatvitelt, L & . " | foszforilaci6 alapjan), FOXP3 expresszid
- RS I coeliakia, oesophagus-carcinoma %
amely a meghatéroz6 a T, sejtek indukcidjaban T-sejtekben
Monocyték, Th2 lymphocyték és reguldtoros T- ;. 5 Treg markerek (Foxp3, GITR)csokkent
| | hn-
IL10 1g32.1 rs3024505 | downstream 1,19 sejtek altal elvalasztott antiinflamatorikus citokin, Colits c nmqwmm” £ :.cmnmmwmw. expresszidja Gjszilottkorban,
i | hgpiigiianpn - Behget-kor, talélés Azheimer-kdérban o o v S h iy o—
az immunvalaszt Th2 talsaly irdnyaba mozditja vakcinaciot kovetd T-sejt proliferacio
rs2476601 misszenz 1,98 Protein tirozin foszfataz, a TCR-medidlt T-sejt }mc3m8_a arthrtls, 3<mw§m:_m . . .
v s - R gravis, hypothyreosis, ATPO T- és B-lymphocytaszam, Treg sejtek
PTPN22 1p13.2 aktivacidt src-kindzok defoszforilacidja altal > 4 A e
S antitestszintek, vitiligo, Crohn- tulélése és funkcidja
rs6679677 upstream 1,82 gatolja i o %
betegség, emlGcarcinoma
IFIH1 2q24.2 151990760 wisEyei 12 A viralis kettGsszali RNS-t x.@.& mintazatfelismeré IgA hiany, vitiligo, psoriasis, colitis IFIH1 :<=u.>$ mxnﬂmmm\ﬁo‘ antivirdlis
receptor (pattern recognition receptor - PRR) ulcerosa interferonvalasz
Bar nem kandidans gén T1DM-ben, a GLP-1 és rheumatoid arthritis. schizophrenia érzékenység hatdanyagokra, plazma
DPP4 2q24.2 rs6741949* intron NA* szamos citokin bontasan keresztil befolydsolhatja >_N:mm3mm Kor p 4 DPP4 szintek coronariabetegekben,
az autoimmun folyamatot hippocampus-volumen

*vizsgalataink soran ez a génvarians keriilt meghatarozasra, ugyanakkor T1DM kialakuldsara vonatkozéan nem kdthet6 hozza magasabb kockazat
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1.5 Kandidans gének jelentosége az immunregulaciéban

A sajat antigénekkel reagalé B- és T-lymphocytdk elsédleges szelekcidjara a primer
immunszervekben keriil sor. A centralis tolerancia kialakitasa soran az autoreaktiv
sejtek delécid aldozataul eshetnek, valamint receptoruk editing altal korrekciora
keriilhet (els6sorban a B-lymphocytak esetében) [96, 97]. A sajat antigénekkel
elarasztott autoreaktiv T sejtek, ha kijutnak a perifériara, anerg allapotba keriilnek. A T-
¢s B-lymphocytak szelekcioja kdlcsondsen védelmet nyujthatnak egymas autoreaktiv
tendenciaival szemben. Ennek magyarazata részben, hogy az autoreaktiv T-sejt szaméara
a B-lymphocyta lehet az els6 professzionalis antigénprezentald sejt (APC: antigen
presenting cell), masrészt az autoreaktiv B-lymphocyta neki megfelelé Th2 (helper T-
sejt, 2-es alcsoport) tamogatast igényel. Ez nem zarja ki ugyanakkor, hogy egyes
fertdzések esetében a patogénre specifikus T-sejtek képesek legyenek az autoreaktiv B-
lymphocytak szamara Th2 szignalokat kozvetiteni [98]. Ezen feliil gyulladasos
kornyezetben 0j antigének valhatnak az immunrendszer szdmara hozzaférhetéveé, amely
folyamat “antigen spreading”-ként ismert [99]. Mig a centralis toleranciat tulnyomorészt
geneteikai tényezok hatarozzak meg, a periférias tolerancia multifaktorialis.

Az autoreaktiv T-sejtek szelekciojahoz nélkiilozhetetlen nagy szamu antigen bemutatasa
a thymusban. Az insulin thymusban torténé bemutatasat csokkentd, vagy akadalyozo
genetikai variaciok a centralis tolerancia kialakulasat befolyasoljak. Az INS géntdl
upstream elhelyezkedé6 IDDM?2 locusban rovidebb VNTR- (variable number tandem
repeat) szakaszokat hordozok nagyobb eséllyel betegszenek meg 1-es tipusu diabetes
mellitusban, mint akik hosszabb szakaszokat hordoznak. Hosszabb VNTR szakaszok
jelenlétekor az mRNS szintli inzulin-expresszidot magasabbnak talaltak a thymusban,
amely az antigénprezentacio6 jobb hatasfokara, utalhat [100, 101]. Ezzel 6sszefliggésben
az inzulin génhez kapcsolt rovidebb VNTR szakasz hordozéi kozel 2,5-szeres
kockézatot hordoznak T1DM kialakulasara. Kisérletes koriilmények kozott az Ins2 gén
expressziojanak célzott felfiiggesztése egerek AIRE (autoimmun regulator) expresszalo
thymusepithel-sejtjeiben nemt6l fiiggetleniil spontan insulitis és diabetes kialakulasahoz
vezetett az érintett egyedekben haromhetes korukban [102]. Szamos, az INS gént érintd,
TIDM kialakuldsdra hajlamosit6 SNP ismert, amelyekhez a jelenleg igazolt
legmagasabb non-HLA esélyhanyados (tobb mint kétszeres) kotheté [69, 78]. A

diagnosztikus markerként felhasznalt autoantitestek koziil jellemzdéen az insulin-elleni
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autoantitest jelenik meg elséként [103], diagnosztikus jelent6ségét azonban az
inzulinkezelés bevezetése utan elveszti.

A kozponti immunszervekben nincs lehetdség a szervezet Osszes antigénjének
bemutatasara. Bar az autoreaktiv B- és T-sejt klonok szelekcioja igen hatékony,
kijutasuk a perifériara nem kizart. Autoreaktiv B-lymphocytdk a periférias nyiroktiiszok
csiracentrumaban is keletkezhetnek a szomatikus hipermutaci6 soran [98]. Az
immunrendszer az élet soran szédmtalan antigénnel keriil kapcsolatba, ezért az
immunvalasz megfeleld szabdlyozasanak is a periférian kell megvaldsulnia. A
szabalyozasban kiemelt szerep jut a Ty Sejteknek, amely csoporton beliil
megkiilonboztetliink a thymusban keletkezd természetes (natural- NTreg) és a periférian
kialakulo indukalt Treq (iTreg) sejteket. Kialakulasukat és miikodésiiket részleteiben az
1.5.1 fejezet taglalja. Az iTq indukcié minimalis feltételei jelenlegi ismereteink szerint
a TCR-fiiggo jelatvitelen kiviil az IL-2 és a TGF-p jelenléte. Emellett az IL-2 medialt
jelatvitel szerepe a thymusban is kiemelkedd az nTreq sejtek keletkezésében [104]. Az
IL-2-t, illetve receptoranak a (CD25) és B (CDI122) lancait kodold géneket érintd
polimorfizmusokhoz kiilonb6z6 GWAS vizsgalatok eredményei alapjan egyenként
alacsony, de kimutathato rizikonovekedés tarsul (OR: 1,1-1,6) [76, 77, 105, 106].

Az immunvalasz jellegét alapvetden meghatirozzak az antigénbemutatds koriilményei.
Amennyiben az APC MHC-II expresszidja és a kostimulusok mennyisége alacsony
marad, kedvezd kornyezet alakul ki Treg-indukciohoz. Ez abban az esetben jellemzd, ha
a dendritikus sejtek (DC- dendritic cell) érését tamogatd stimulusok (Id. késobb)
mennyisége alacsony. Egyes DC-k retinsav termeléssel is ellenstlyozni képesek a Treq
indukciot gatlo citokinek hatasat, illetve IL-10 ¢és retinsav termelésiikkel
hozzajarulhatnak az Ty sejtek indukciojahoz [104, 107, 108]. Az intestinalis
mucosaban talalhatd macrophagok csokkent TLR érzékenységgel rendelkeznek, és IL-
10 termelés altal is hozzajarulnak a Tyeg-indukcidhoz, igy az oralis tolerancia
kialakulasahoz [109]. A Trq sejtek maguk is tovabbi TGF-B és IL-10 termeléssel
gatlolag képesek hatni az immunvalaszra és serkentdleg tovabbi Teq sejtek indukcidjara.
Ezzel 6sszefliggésben az IL-10 gén funkcionalis variansa is kockazatot jelent TIDM
kialakulasara [76].

A T-sejtek aktivacidjdhoz az antigénprezentacid melletti jarulékos szignalok

sziikségesek, ezek blokkoldsa a tolerancia iranyaba mozditja az immunvalaszt, illetve
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MHC komplexhez kotott antigén kostimulacid nélkiili észlelése a T-sejtet anerg
allapotba képes juttatni. A T-sejt felszini CD28 komplexének kotédése az APC
CD80/86 komplexéhez a T-sejt aktivacid egyik meghatarozo aktivald kostimulusa. A
CTLA-4 (cytotoxic T-lymphocyte-associated protein 4) a CD28 analdgja, ahhoz
hasonléan az APC CD80/86 komplexéhez képes kotddni. A Trq Sejtek konstitutivan
expresszaljak, a tobbi T-sejt alcsoport csak aktivaciohoz kapcsoltan, amely az
immunvalaszt limitalé feedback szereppel bir [110]. A CTLA4 kandidans génként kertilt
azonositasra a TIDM mellett tovabbi autoimmun betegségekben, igy példaul
coeliakidban is [77, 106]. CTLA-4 gatlassal kisérletesen autoimmun folyamatok,
gyulladasos bélbetegség, és hatékonyabb antitumor-immunitas idézheté elé, mig a
CTLA-4 hianyos egerek néhany hetes korukban elpusztulnak kontrollalatlan
lymphoproliferaci6 kovetkeztében [110, 111]. A csokkent sejtfelszini CD28 és
dominans CTLA-4 medialta jelatvitel az iT g sejtek indukcidjanak kedvez [112]. A naiv
T-sejt regulatoros fenotipusanak kialakitasa mellett a CTLA-4 hozzajarul a CD80/86
NOD-egerek védettnek bizonyultak T1DM kialakulasaval szemben [113]. Egy
kozelmultban lezarult vizsgalat soran Orban és mtsai. a CTLA-4 analdg abatacept két
éven at torténd alkalmazasa mellett placeboval 6sszehasonlitva jelentdsen magasabb C-
peptid szinteket és alacsonyabb HbAlc koncentraciokat mértek TIDM betegekben
valtozatlan inzulin hasznalat mellett. A szerzdk szerint a B-sejtek funkciovesztésének
lassulasa a T-sejt aktivacid csokkenésével magyardzhatd, amely valosziniileg a klinikai
diagndzis utan is folytatodik [114]. Az IL-2 medialta jelatvitel szerepe kiemelkedd a
CTLA-4 expresszi6 fenntartasaban (1d. késobb) [83, 115].

Egy, a kozelmultban megjelent kozlemény 1ij megvilagitasba helyezheti tobb, a Ty
sejtek éréséhez és funkcidjadhoz 1ényeges génterméket kodold kandidans gén szerepét
T1DM kialakulasaban. Achenbach és mtsai. autoantitest pozitivitas mellett harom éven
beliil T1IDM-be progredidldo €s autoantitest pozitivitds mellett tiz év elteltével is
normoglikémids gyerekek genotipusat hasonlitottdk Ossze (gyors és lassu
progresszorok). Mig a két csoport HLA-DR ¢és HLA-DQ genotipusaban nem
mutatkozott kiilonbség, a gyors progresszorok kozott gyakrabban fordultak eld egyes, a
Treg sejtek keletkezését, érését és aktivaciojat érinté non-HLA gének (IL2, CD25, 1L10,
INS VNTR, IL18RAP, PTPN22) polimorfizmusai [59].
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1.6 Az insulitis kialakulasat befolyasolé endogén és exogén tényezok

Dresser 1962-ben irta le, hogy nagy tisztasagi antigénnel torténd immunizacid
jellemzben toleranciat indukal és csak valamilyen adjuvanssal egyiitt eredményez
megfelel6 immunvalaszt [116]. Ez a kezdeti megfigyelés vezetett a kés6bbiekben ahhoz
a klasszikus elmélethez (el6szor a B-, majd a T-lymphocytak esetében is), hogy
legalabb két egyidejii trigger sziikséges az immunvalasz kivaltasahoz [117-119].
Késobb igazoltdk, hogy az APC az antigén MHC-II komplexhez kotott bemutatasa
mellett szamos kostimulust biztosit a T-sejtek szamara. Janeway 1989-ben publikalt
védekezés (infectious non-self, “stranger-hypothesis”) és az antigénbemutatas az
immunvalasz iranyat meghatarozo 1épés, amelyet alapvetéen meghataroz, hogy az APC
mintazatfelismeré receptoraival (PRR: pathogen recognition receptor) észlelt-e
valamilyen sajattol eltéré6 mintazatot (PAMP: pathogen-associated molecular pattern)
[120, 121]. Az elméletet alatamasztotta a toll-like receptorok (TLR), illetve szamos
tovabbi mintazatfelismerd receptor (koztiikk az IFIH1 - Interferon Induced with Helicase
C Domain 1, amely duplaszali virus RNS-t észlel) leirasa, azonban kiegészitésre szorult
ahhoz, hogy a tumorokkal, graftokkal szembeni immunvalaszra, illetve az
autoimmunitas kialakulasara magyarazatot adhasson. Matzinger alternativ hipotézise
szerint az APC-k olyan jeleket észlelnek, amelyek karosodott sejtekbdl szabadulnak fel
(DAMP: danger associated molecular pattern) [121, 122]. DAMP-ként szamos
sejtalkotd szerepelhet, koztik tobb heat shock protein (pl. HSP60 és 70) és
kristalyosodasi kiiszobét elérve a hugysav is [123], amelyek in vitro is képesek voltak
dendritikus sejtek érését serkenteni [124-126]). Ismert, hogy a HSP-k, mint peptidek
hordozoi specifikusan felvételre keriilnek APC-k altal, és az altaluk szallitott peptid
MHC-I-hez kotott formaban bemutatasra  keriil [127]. A HSP60 és 70 a
lipopoliszacharid-receptoron ~ (LPS-receptor: TLR4-CD14 komplex) keresztiil
kozvetitenek jelet [128-130] és egyes megfigyelések szerint az LPS-mentes HSP-k nem
fejtettek ki aktivalo hatast [131, 132]. A HSP60 és 70 szerepe is felmeriilt
autoantigénként [133]. A TEDDY (The Environmental Determinants of Diabetes in the
Young) vizsgalatban szigetsejt elleni autoimmunitas alacsonyabb incidencidjat irtdk le
harom honapos koruk el6tt probiotikus kezelésben részesiilt gyerekekben [134]. NOD

egerekben a bakteridlis komponensek (elsdsorban LPS) peritonedlis tirbe szivargasat
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Osszefliggésbe hoztdk az autoreaktiv T-sejtek aktivalodasaval a pancreaticus

nyirokcsomokban [135].

Matzinger és Janeway elméletei nem mondanak egymasnak ellent abban, hogy az
antigénbemutatast és ezzel az immunvalasz természetét az antigénfelvétel koriilményei
hatarozzak meg. Ismert, hogy az apoptotikus sejtmaradvanyok kevéssé immunogének,
illetve felvételiiket kovetéen az APC-k TGF-B elvalasztasat is leirtak, amely kedvezd
kornyezetet teremt az iTreq sejtek keletkezéséhez [136]. Ragesalokban [137, 138] és
emberben [139] is leirtak, hogy a perinatalis adaptacié soran jelent6s szamu B-sejt
apoptozisa kovetkezik be. Trudeau és mtsai. megfigyelték, hogy NOD egerekben az
insulitis koriilbeliil az 6t6dik hét kornyékén jelenik meg, de soha nem a 15. nap elétt. A
B-sejtek apoptotikus hullamanak cstcsa a 13. napra tehetd6 [138]. Az insulitis
kialakuldsanak ezt a késleltetését elméletileg magyarazhatna az immunrendszer
éretlensége, de ez ellen sz6l, hogy Hoglund és mtsai. vizsgalataiban a murin T-sejtek és
APC-k funkcionalisnak bizonyultak a 10. napon [140]. Emellett a diabetesre hajlamot
hordozé vagy kimondottan védett allatok apoptotikus ratajaban nem tudtak eltérést
kimutatni. Ennek ellenére NOD egerekben TUNEL (Terminal deoxynucleotidyl
transferase dUTP nick end labeling) modszerrel nagyobb mennyiségli apoptotikus
remnant mutatkozott [138]. Az apoptotikus sejtmaradvanyok eltakaritasaért élettani
kortiilmények kozott a macrophagok feleldsek. NOD egerekben az élet elsd heteiben a
pancreasban elsGsorban macrophagok mutathatéak ki [141], funkciézavaruk
magyarazatot adhat a nagyobb mennyiségii apoptotikus remnant jelenlétére [142, 143].
Késdi eltakaritasukkor a sejtmaradvanyok masodlagos necrosisa kovetkezhet be, amely
endogén adjuvansok felszabaduldsan keresztiil nem specifikus tdmogatast nyujthat egy
lokalis immunvalasznak (bystander aktivacio). A macrophag-funkciéo gatlasa NOD
egerekben protektivnek bizonyult, ami az antigénprezentdcié gatalasaval és a Thl
immunvalasz csokkent indukcidjaval magyarazhaté (a csokkent IL-12 szekrécio
eredményeként) [144]. Ezzel szemben a B-sejtek apoptotikus ratijanak valtoztatasaval
nem lehetett szamottevOen befolyasolni a betegség iniciaciojat [145]. Szisztémas lupus
erythematosusban (SLE) leirtak az apoptotikus remnantok csokkent eltakaritasat a
macrophagok altal [146] és rendelkezésre allo kisérletes adatok [147] alapjan T1DM

kialakulasaban is szerepe lehet a macrophag funkci6 zavaranak.
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A DIPP (Diabetes Prediction and Prevention) vizsgalat eredményei szerint a 10 éves
korukig TIDM-ben megbetegeddk tobbsége mar két éves korban is autoantitest-pozitiv
[148], ami az autoimmun folyamat igen Kkorai iniciacidja mellett szOol. Ismert
ugyanakkor, hogy az autoantitest-pozitivitaist nem minden esetben koveti T1DM
kialakulasa [59], illetve az torténhet a szerologiai diagnodzis utan évekkel, évtizedekkel.
Magnuson és mtsai. Kaede transzgénikus NOD egerekben az insulitist dinamikusan
valtozo 1ézioként irtak le. Kialakuldsat a negyedik hétre tették, amelyet kovetden a
Langerhans-szigetekben a lymphocytak jelentés turnoverét irtak le, amely soran az uj
belépdk tobbsége naiv fenotipust (CD44'/ lowecpe2*! hi) mutatott és ezen sejteknek csak
kis része aktivalodott. Ugyanakkor a jelentds szdmban torténd belépésiikhoz
feltételezhetden sziikséges a fennalld folyamat altal biztositott citokingradiens, amelyet

alatamaszt az érintett és intakt szigetek parhuzamos jelenléte [141].
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5. abra Az apoptotikus B-sejt maradvanyok késoi eltakaritasa esetén azok masodlagos
nekrozisa kovetkezhet be. A nekrotikus sejtmaradvanyokbdl felszabadulo intracellularis
sejtalkotok DAMP-ként funkciondlva az APC-k érését, a jelenlévd —potencialisan
autoreaktiv- T-sejtek aktivaciojat és proinflammatorikus citokinek elvalasztasat

indukalhatjak, ezzel elsegitve tovabbi B-sejtek karosodasat.
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Annak ellenére, hogy egyes kornyezeti tényezOk szerepét meggy6zd epidemioldgiai
adatok alapjan évtizedek ota feltételezik TIDM kialakuldsaban, ezek pontos helye a
betegség korélettanaban maig sem egyértelmii. Egyre boviilé ismereteink alapjan a
kornyezeti faktorokat, koztiik egyes virusfertézéseket triggernek tekintd elmélet csak
egy komplexebb rendszer elemeként latszik fenntarthatonak [149, 150]. Rubeola,
mumpsz és coxsackie virusok képesek a f-sejteket fertézni, és lizisiiket eléidézni [99],
¢s virusfertézéshez (koztik coxsackie-B, HHV6 ¢és herpes simplex) kapcsolodd
fulminans diabeses esetekrél is beszamol az irodalom [151], ugyanakkor ez nem
tarthatd a patogenezis elsédleges mechanizmusanak. A virusfertézések képesek
befolyasolni az apoptdzis folyamatat, tovabba a GWAS vizsgalatokban azonositott
egyes gének termékei aktivan részt vesznek a virusfertdzésre adott valaszban, amely
tdmogathatja az autoimmun folyamatot. A B-Sejtek is kifejeznek mintdzatfelismerd
receptorokat (koztik a kandidans gén IFIH1 termékét, -a kettsOszala viralis RNS
receptora- [69] és toll-like receptorokat), amelyek NF-kB és STAT1 aktivacio altal
proapoptotikus szignalt kozvetitenek a sejt szamara [152]. Az insulitis soran
meghataroz6 proapoptotikus citokinek (IFN- y és IL-1B) is az NF-xB és STATI1
medialta jelatvitel aktivalasan keresztiill fejtik ki a hatasukat [152]. A PTPN2
antiapoptotikus hatast fejt ki részben a JNK1 (c-Jun N-terminal Protein Kinase 1)
gatlasaval. Ennek megfelelden a PTPN2 expresszido gatlasa a transzlacid szintjén
(siRNS) mind in vitro human B-sejteken, mind in vivo a BCL2L11 (BCL2-like 11,
IFN-indukalta (mind a-, B-, és y-interferon) apoptozisat [153]. Az NF-kB és STATI1
jelatvitel ezen felil hozzajarul az MHC-I komplexek fokozott expresszigjahoz a
sejtfelszinen, amely a B-sejtet lathatobba téve a citotoxikus T-lymphocytak szdmara
hozzajarulhat egy circulus viciosus kialakulasahoz [99, 152]. In vitro human
szigetsejtek MHC-Il1 (HLA-DRA ¢és HLA-DQAT1) expresszidja is emelkedett IFN-y
hatasara, mig IFN-a kezelés mellett inkabb csokkenés volt megfigyelhetd. Ugyanakkor
szerzok a B-lymphoblastoid sejtek és dendritikus sejtek magasabb HLA-DRA és HLA-
expresszio eltérd szabalyozésara utalhat professzionalis €s nem professziondlis
antigénbemutatd sejteken [154]. A kozelmultban jelentésen boviiltek az ismereteink a

proapoptotikus szignalokat az apoptdzis végsd kozos utjat jelentd mitochondrialis BAX
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(BCL2-associated X protein) és BAK (BCL2-antagonist/killer) transzlokacioval
0sszekoto jelatvitelrdl. Ezekben a folyamatokban igen jelentds szereppel birnak a BH3
(BCL2 homologous 3) proteinek. Aktivitasukat tekintve két csoportjuk kiilonithetd el:
az érzékenyiték (pl. DP5 —death protein 5-) k6tédnek a BCL2 (B-cell CLL/lymphoma
2) és BCL-XL (BCL2-like protein 1) proteinekhez, amelyek gatoljak a BAX és BAK
aktivaciot, és egyben felszabaditjdk az aktivatorokat (pl. BIM és PUMA —p53 Up-
regulated Modulator of Apoptosis-) ebbdl a kotésbol, amelyek aktivaljak a BAX és
BAK fehérjéket [155]. Gurzov és mtsai. leirtak, hogy az endoplazmatikus retikulum
(ER) stressz meghatarozo szerepet jatszik ebben a folyamatban, és in vitro ER stressz
hatasara B-sejtekben magasabb DP5 expressziot irtak le [155] és a DP5 mRNS szinten
torténd gatlasaval az apoptotikus rata csokkentheté volt [152]. DP5 GKO egerekben
nagyobb [B-sejt tdmeget irtak le és rezisztensnek bizonyultak a magas zsirtartalmu diéta
indukélta glukoz-intoleranciaval szemben, igazolva a kapcsolatot az immunoldgiai,
apoptotikus és metabolikus folyamatok kozott [156]. Az aktivatorok kozott a BIM
szerepe tlinik a meghatarozonak. A PTPN2 gatlast kdvetd magasabb apoptotikus rita
csokkenthet6 volt BIM gatlassal [153]. TNF-a és IFN-y kombinacioja hatasara human
szigetsejtekben a DP5, PUMA, és BIM indukcidja volt megfigyelheté [157]. A

apoptotikus jelatvitel folyamatait a 6. abra foglalja 6ssze.

A B-sejteket érinté virusfertézés altal 1étrehozott proinflammatorikus citokinkornyezet
kedvezd lehet egy fennalld, de klinikai tiinetekkel még nem jar6 autoimmun folyamat
fellangolasahoz (bystander aktivacid), illetve a szétesd sejtekbdl felszabadulo uj
antigének is hozzaférhetdvé valhatnak az immunvalasz szamara (antigen spreading), igy
nem megfefeld periférias tolerancia mellett akar ) autoimmun folyamat iniciacidjahoz
is vezethet [99]. A B-sejtek sem passziv résztvevoi a lokalis gyulladasnak (6. és 7. abra).
Eizirik és mtsai. a human f-sejt transcriptom vizsgalata soran a CXCL-9, -10, -11 és
CCL-2, -3, -5 tobbszords emelkedését figyelték meg in vitro IFN-y ésIL-1B kezelés
hatasara [158]. TIDM betegekben magasabb CXCL10 szérumkoncentraciot lehetett
kimutatni egészséges kontroll és T2DM betegekkel Gsszehasonlitva [159]. A CXCR3
(CXCL-9, -10, -11 citokinek receptora) expresszidja jellemz6 a Thl sejtekre, és a
CXCR3 medialta jelatvitel gatlasaval egyes szerzOk diabetogenesis gatlasardl szamoltak
be egérmodellben [160, 161]. Ugyanakkor ¢k a korabban emlitett RIP-gp (rat insulin

promoter glikoprotein, 1d. késébb) egereket hasznaltdk, amelyek tokéletesen modellezik
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az antigénmimikrit, de nem a multifaktorialis TIDM kialakulasat. Yamada és mtsai.
vizsgalatai soran a CXCR3 GKO NOD egerek nem bizonyultak védettnek diabetes
mellitus kialakuldsaval szemben, illetve a betegség korabban alakult ki benniik, amely a

Treg sejtek elégtelen kemotaxisaval volt magyarazhaté [159].
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6. abra A proinflammatorikus citokinekhez (IL-1B és IFN-y) hasonléan tobb
mintazatfelismer6 receptor kozvetitésével megvalosulo jelatvitel is hozzajarul a B-sejtek
apoptotikus folyamataihoz és szamos citokin elvalasztdsdhoz. Az apoptdzisban kiemelt
szereppel birnak a BH3 proteinek: ezen csalad egyes tagjai (“érzékenyitok”, koztik a
DP5) kotédnek az antiapoptotikus BCL2 és BCL-XL fehérjékhez, ezzel felszabaditva az
aktivatorokat (BIM, PUMA). A PTPN2 a B-sejtek apoptozisat gatolja a BH3 proteinek
medialta kaszkad gatlasan keresztiil (STAT1 gatlas szintjén) [150].

Egyes viralis és human fehérjék hasonlosdga vezetett az antigénmimikri utjan torténd
indukci6 feltételezéséhez. A legtobbszor gyanuba hozott coxsackie-B virus valoban
hordoz a human GAD65-¢l jelent6és hasonlosagot mutatd fehérjét [99]. Ugyanakkor

kisérletesen igazolhat6 volt, hogy molekularis mimikri Gtjan autoimmunitast triggerelni
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csak teljes aminosav-szekvencia azonossag esetén lehet, erre példa RIP-gp egér, amely
a lymphocytds choriomeningitis virus (LCMV) glikoproteinjét expresszalja a [-
sejtjeiben, és rapidan diabetesessé valik LCM virusfertézést kovetéen [99, 162, 163].
Ismert ugyanakkor, hogy egy hasonld, de nem azonos virusprotein serkenteni képes egy
mar fennallé autoimmun folyamatot [164], illetve annak intenzitasa hatarozza meg a
virusfert6zés hatasat [99]. Idésebb, insulitist hordozo NOD egerek fertézése coxsackie-
B virusokkal a diabetes gyorsabb kialakuldsdhoz vezetett [165] (hasonlo hatast irtak le
rotavirus esetében is [166]). Fiatal, insulitistl még mentes NOD egerek fertdzése
ugyanakkor csokkentette a diabetes eléfordulasat, és a leginkdbb pancreatovirulens
torzsek mellett figyelték meg a legnagyobb fokl védelmet, amelynek magyaradzata nem
egyértelmii, a szerzOk felvetették a felszinre keriilé autoantigének toleranciat kivalto
hatasat [165]. Ezt alatamaszthatja Hugues és mtsai. vizsgalata, amely soran NOD
egereket védetté lehetett tenni diabetes kialakuldsaval szemben, amennyiben fiatal
korukban egyszeri, alacsony dozisu streptozotocin-kezelésben részesiiltek. A protektiv
hatas csak akkor volt megfigyelhetd, ha apoptosis valoban bekdvetkezett, a RIP-CrmA
transzgénikus (B-sejtjeikbem CrmA kaszpdz-inhibitort expresszalo) NOD egerekben
nem [167]. Ezek a megfigyelések egybevagnak azokkal az epidemiologiai
megfigyelésekkel, amelyek szerint az antigénszegény kornyezet kedvezhet az
autoimmun folyamat kialakulasanak az 4ltal, hogy a korai fertézések immunmodulans
hatasa nem érvényesiil (,higiénia hipotézis”) [168]. A képet arnyalhatja az a
megfigyelés, hogy Beyerlein és mtsai. TIDM gyakoribb eléfordulasat irtak le az élet
elsd hat honapjaban atélt 1éguti virusfertdzések esetén kozel 300 000 gyermek 8,5 éves
utankovetése soran (OR: 1,19) [169]. Ugyancsak progressziot indukald hatasa
feltételezhetd a human inzulintdl csak harom aminosavban kiilonb6z6 bovin inzulinnak
is, amely ellen T1DM-specifikus antitesteket nem hordozo csecsemdkben is leirtak
antitesttermelddést, azonban ezek titere 12-18 honapos korban spontan lecsdkkent, a
T1DM-re hajlamosito HLA DQB1*0302 haplotipust hordozokban is. Veliikk szemben a
legalabb mar két autoantitestet (IAA, ICA, GADA, és/vagy 1A-2A) hordozokban a

bovin inzulin elleni antitestek titere tovabb emelkedett [170].
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7. abra A B-sejtet érintd virusfert6zések proinflammatorikus citokinkornyezet
1étrehozasa altal hozzajarulhatnak az esetlegesen jelen 1évé autoreaktiv T-sejt klonok
aktivaciojahoz (bystander aktivacio). A karosodott B-sejtekbdl tovabbi, korabban az
immunrendszer szamara nem hozzaférhetd antigének szabadulhatnak fel, illetve a
gyulladasos citokinkérnyezet is hozzajarul a B-sejtek fokozott MHC-I expresszidjahoz
(antigenic spreading). A citokinkdrnyezet és az endogén adjuvansok hatasara aktivalodo
APC-k altal biztositott kostimulusok a naiv autoreaktiv T-sejtek szdmara effektor

fenotipus kialakitasat tamogato kornyezetet biztositanak.

1.7 Trey sejtek: meghatarozasuk, mikodésiik és f6bb alcsoportjaik

Az autoreaktivitds nem binaris tulajdonsédg, a thymusban egy T-sejt affinitdsa egy
antigénhez széles skalan mozoghat. A sajat antigént erésen kotd CD4™ T-sejtek egy
része nem lesz delécié dldozata, nTrey (Natural Treg) sejtként hasznosul [171]. Emellett a
periférian is lehetdség van —megfeleld mikrokornyezetben- naiv CD4" T-sejtek indukalt

Treg (1Treg) iranyt differencialodasara.

32



DOI:10.14753/SE.2018.2106

természetes tulélé autoreaktiv
Treg (NTreg) (és ,majdnem autoreaktiv")

\ / T-sejtek

kézepesen erds affinitas

Relativ sejtszam

delécia sajat antigénekhez
(neglect)
f 1 negativ szelekcid
(apoptozis)
[alacsony] MHC/Sajét peptid felismerés [magas]

8. abra A thymusban a sajat MHC-komplexhez kotédni nem képes T-sejt klonok
delécigja kovetkezik be (pozitiv szelekcio). A sajat antigénekhez erésen kotddo klonok
apoptozis aldozataul esnek (negativ szelekcid). Atmenetet képeznek azok a klonok,
amelyek gyenge-kozepes affinitassal képesek sajat antigénekhez kotddni, illetve
azoknak minimalis modositasa (pl. transzglutaminacio, citrullinacid) sziikséges csak a
felismerésiikhdz. Ezen sejtek  természetes regulatoros  T-sejtekké  (nTreg)

differencialodva, illetve a tuléld autoreaktiv klonokként juthatnak a perifériara.

Bar egyes CD8" [172] és y3-T-sejtek [173] sejtek is betdlthetnek regulatoros funkciot,
jelen tudasunk szerint a dominans Ty populdciot az X-hez kapcsoltan 6rokl6do
forkhead box P3 (Foxp3) transzkripcids faktort expresszalo CD4" lymphocytak teszik ki
[104]. A Foxp3 a T differenciacié f6 iranyitoja [174], a diszfunkcidja kovetkeztében
kialakuld6 IPEX (Immunodysregulation, polyendocrinopathy, enteropathy X-linked)
szindromaban megfeleld Trq funkcié nem alakul ki és ezekben a betegekben gyakran és
igen koran alakul ki diabetes mellitus [175]. In vitro huméan Trq Sejtek szupresszor
kapacitasa jelentdsen karosodott a Foxp3 expresszid siRNS (kis interferald6 RNS)
medialta gatlasanak hatasara [176]. Vice versa, a Foxp3 lentivirus transzfekcié utjan
torténd bejuttatasat és expresszidjat kovetéen human naiv és memoria CD4" T-sejtekben
Treg sejtekre jellemz6 fenotipus és funkcio kialakuldsat irtak le. [177]. Emlitést érdemel
ugyanakkor, hogy effektor T-sejtek tranziens, alacsony szinti Foxp3 expressziojat is
leirtak aktivalodaskor [178]. Az IL-2 receptor o lancat is széles korben hasznaltak Tieq
sejtek azonositasara (CD4"CD25"M9") [104] CD127 negativitassal egyiitt [179], vagy

onmagaban. A modszer eldnye, hogy nem igényli a sejtek permeabilizalasat, igy
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¢letképes, és funkcionalisan tovabb vizsgalhato sejtek nyerheték. Ugyanakkor a CD127
expresszidja nem kapcsolhaté annyira alapvetdéen és egyértelmiien a regulatoros

tulajdonsaghoz, mint a Foxp3. Liu és mtsai. vizsgalatdban a CD4*'CD127""

sejtek
41,5%-a bizonyult Foxp3 pozitivnak, mig a jelentdsen nagyobb CD4"CD127" populacio
2,5%-a is expresszalt Foxp3-at [179]. Felmertilt tovabba, hogy aktivacidjukkor a Treg
sejtek felszinén is a CDI127 upregulacioja kovetkezik be [180]. Bar a CD25
specificitasat Treg sejtekre csokkenti, hogy az effektor T-sejtek aktivacios markere is
[181], funkcionalis IL2RA allél hidnya emberben IPEX-hez hasonlé tiinetegyiittes
kialakulasdhoz vezet megtartott CD4 Foxp3® sejtszammal, de ezen sejtek csokkent
funkcidjaval, amelyben meghatarozo az elégtelen IL-10 termelés [182]. Long és mtsai.
in vitro T1DM betegek CD4'CD25"" T-sejtjeiben a Foxp3 fokozott
expressziovesztésérol szdmoltak be IL-2 jelenlétében, amely Osszefiiggott az IL-2
medialta jelatvitelben meghatarozd STATS csokkent foszforilaciojaval és magasabb
PTPN2 expresszioval. Ez utdobbi nem volt dsszefliggésbe hozhato a PTPN2 gén két
ismert, TIDM kialakulasara hajlamosité polimorfizmusanak hordozasaval [83]. In vitro
a CTLA-4 mediélta jel eldsegitette CD4*CD45RB™" (naiv) murin T-sejtek Foxp3
expresszidjat, de ahhoz nem bizonyult feltétleniil sziikségesnek. In vivo a CTLA-4
szerepe meghatarozonak bizonyult a bélmucosa Foxp3™ T-sejt pooljanak kialakitasaban,
mig a thymusban és a Iépben nem. A szerzok tovabba leirtak, hogy a B7 komplex 2-es
altipusanak (CD86) szerepe meghataroz6 a Ty indukcioban [183]. A Ty Sejtek
kialakulasat és miikodését alapvetéen befolyasold jelatviteli utakat a 9. abra foglalja

0ssze.

Zelenay és mtsai. a murin CD4'Foxp3'CD25 sejteket az aktiv Treq Sejtek
rezervoarjaként irtdk le, amelyek csak aktivalodast (részben IL-2 altal) és a CD25
mtsai. szintén murin T-sejtek vizsgéalata sordn a CD4"Foxp3'CD25 Ty sejtek Foxp3
expressziojat kevésbé talaltdk stabilnak, és ezen sejtek T effektor irdnyu
vizsgélatok eredményei sokkal kevésbé kategorikusak, tobbségiikben azonban a CD25"
Treg sejtek meglévo, de csokkent szupressziv kapacitasat irjak le [179, 186, 187]. A
CD4'Foxp3'CD25 T-sejtek magasabb aranyat irtdk le sclerosis multiplexben [188],
rheumatoid arthritisben [189] és SLE-ben [190].
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9. abra A Ty sejtek kialakulasat és miikodését meghatdrozo jelatviteli utak
Osszefoglalasa [183, 191-200]. Az IL-2 elsdsorban STATS medialta jelatvitelen
keresztiil alapvet6 jelentdséggel bir a Foxp3 és a CTLA-4 expresszio fenntartasaban. A
szolubilis CD25 az IL-2 cellularis hatasait kompetitiven gatolni képes. A CTLA-4
medialta jelatvitel emellett a Foxp3 indukcidjan keresztil a Trg irdnyt

differencialodasnak kedvez. A fekete nyilak aktivaciot, a piros szintiek gatlast jelolnek.

AZ Ty és nTreg sejtek elkiilonitésére tobb lehetséges markert és eljarast is emlit az
bekdvetkezd demetilacid sziikséges a Foxp3 stabil expressziojahoz. Mig nTreg sejtek
esetében a régio jellemzéen demetilalt, in vitro indukalt iT.y Sejtekben inkomplett
demetilaciot és kevésbé stabil fenotipust irtak le [104]. Az in vitro indukalhatd iTyeg
sejtek azonban nem feleltethetok meg tokéletesen az in vivo indukalt iT g Sejteknek. Az
utobbiak esetében egyes vizsgalatok stabil TSDR-demetilaciot €s stabil fenotipust irtak
le [104, 201]. Thornton és mtsai. vizsgalataban az egerek thymusabol izolalt Gsszes
CD4'CD8Foxp3* T-sejtben ki tudtak mutatni a helios (az Ikaros transzkripcios faktor
csaladba tartozo protein) expresszidjat, mig az in vitro létrehozott 1Ty sejtek egyaltalan

nem mutattak helios expressziot. A periférias egér és human Foxp3" Tq sejtek 70%-a
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expresszalta ezt a markert, ami az nT,eg Sejtek 70%-os ardnyéra utal a periférias vér Treg
sejtjei kozott. [202]. Akimova és mtsai. ugyanakkor megfigyelték, hogy a helios
indukalhat6 T-sejt aktivacido sordn, €és az expresszid0 csokken a sejtek nyugvo
allapotaban mind effektor, mind regulatoros T-sejtek esetében, igy inkdbb aktivacios
markernek tekinthetd [203, 204]. Az NTrq és 1Ty sejtek elkiilonitésére alkalmasnak
latszd markerként mertilt fel egy szamos liagndot, koztiik a VEGF (vascular endothelial
growth factor) csaldd tagjait kotd receptor, a neuropilin-1, amelyre vonatkozoan

elsésorban murin adatok allnak rendelkezésre [204].

Viszonylag kevés adat ismert az iTry €s nTrq Sejtek eltérd élettani és korélettani
jelentdségérol. Ez taldn az elkiilonitésiikre irdnyuld probalkozasok Ujszertiségével és
bizonytalansdgaval is magyarazhatd. Kisérletes adatok alapjan az Ty sejteknek
jelentds szerepiik lehet az autoimmun folyamatok iniciaciojaban, progresszidjaban
jelentés mucosalis tolernacia fenntartasaban. Az asthma bronchiale ovalbumin (OVA)
indukalta egérmodelljében az iTyeg sejtek meghatarozo szerepe volt kimutathato: OVA-
TCR-transgénikus egerekbdl szarmazd nTrqg sejtek képesek voltak az asthmatikus
allatokban az IL-4 és IL-5 termelést csokkenteni, ugyanakkor az antigénspecifikus IgE
szintjét és a tiineteket nem. Ugyanakkor azonos TCR specificitasii iTrg Sejtek
atvitelekor az utobbiakban is szignifikans javulas mutatkozott [205]. Rag” egerek
kisérletes colitise is kezelhetonek bizonyult 1Treg €és nTreg sejtek szimultan atvitelével,
illetve 1L-10 GKO nTeqg sejtek atvitelekor az iTyey sejtek megfelelé mennyiségii 1L-10
termelésre voltak képesek [127]. Smythies és mtsai. az intestinalis macrophagok

csokkent gyulladasos citokintermelését irtdk le megtartott phagocitafunkcio mellett,

------

A Trg sejtek szuppressziv kapacitasa részben humoralis, részben kontakt celluldris
mechanizmusokon alapul. A kontakt gatldé funkcid jelentds részben a CTLA-4 felszini
expresszidjahoz kothetd. A Tyey felszini CTLA-4 altal képes az APC felszini CD80/86
expresszidjat csokkenteni [110], amelyben szereppel birhat a CD80/86 (B7) komplex
transzendocitozisa [207]. A Trqg sejtek szamottevé CD25 expresszidja altal az effektor
T-sejtek IL-2 deprivaciojat, és apoptosisat képesek kivaltani, amely in vitro kivédhetd
volt a kozos y-receptorlancon keresztiil jelet kozvetitd citokinek (IL-2, 4, 7, 15)

hozzaadasaval [208]. Emellett a Trq sejtek szamottevé humordlis gatlé kapacitassal
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rendelkeznek elsésorban I1L-10, TGF-B és 1L-35 elvalasztason keresztiil, illetve tovabbi
ITreg sejtek keletkezéséhez is hozzdjarulnak [209]. Az IL-10 medialta gatld funkcio
zavarat irtak le CD25 hianyban (1d. korabban) [182].

transz- APC+
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10. abra A Ty sejtek —jelentds részben IL-2 medialta- aktivaciojat a CD25
expresszidjuk upregulacidja kiséri. Az aktiv Treg sejtek jelentOs affinitasa az IL-2-hoz az
effektor T-sejtek IL-2 deprivacidjahoz, és ezzel gatlasahoz vezet, amelyhez az IL-10 és
TGF-B elvalasztassal is hozzdjarulnak. Emellett a Ty Sejtek felszini CTLA-4

crer

csokkentve az APC effektor T-sejt indukalo kapacitasat.

1.8 Az entero-inzularis rendszer metabolikus és immunoldgiai jelentésége

Nauck és mtsai. kozel husz éve irtak le az enteralis és vénas glukozterhelésre adott
eltérd inulinvalaszt [210]. A bélrendszer L- és K-sejtjei altal elvalasztott glukagonszerii
peptid-1 (GLP-1) és glukézdependens inzulinotrop peptid (GIP) stimulaljak p-sejtek
inzulinelvalasztasat, és az ¢&tkezést kovetd inzulinvalasz 50-70%-a a hatasukra
kovetkezik be [211]. Direkt endokrin hatasuk mellett az inkretin hormonok talélési és
proliferacios szignalt is jelentenek a B-sejtek szamara [211]. In vitro human B-sejteken
GLP-1 stimulus képes volt ellenstilyozni a glukolipotoxicitas jelentette proapoptotikus

stimulust [212], illetve a proinflammatorikus citokinek (IL-1B8, TNF-o, IFN-y)
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antiproliferativ hatasat [14]. Ezen talmenden in vitro hasnyalmirigy ductalis sejtjeinek
transz-differenciaciojat is leirtak GLP-1 hatasara [213]. Az L-sejtek GLP-1 elvalasztasat
elsésorban a béllumen feldl észlelésre keriilé glukoz serkenti, amely natrium-glukoz
kotranszporteren (SGLT), illetve GLUT csatornakon keresztiil kertiil felvételre €s a sejt
ATP-termelésén és az ATP-érzékeny kaliumcsatornak zarddasan keresztiil jarul hozza a
sejt depolarizacidjahoz és a szekrécios granulumok exocitozisahoz [214]. Sweet taste
receptorok és egyéb transzmitterek is aktivalhatjak az L-sejteket (neuropeptidek, GIP,
acetilkolin), mig a glukagon gatldlag hat [215]. A GLP-1 és GIP féléletideje néhany
percre teheté [216], inaktivalasukért (N-terminalis hasitas) elsGsorban a dipeptidyl
peptidase 4 (DPP4, felszinhez kotott formaban CD26) felelés (Id. 11. abra), kisebb

részben tovabbi enzimek (pl. neutralis endopeptidaz) is szerepet jatszhatnak [217].

+ nutriensek

+ alacsony gyomor pH
(vs PPI)

+*
Na-glukéz D-sejtek:'somatostatin
kotranszporter

(SGLT1) — GIP
neuralis &[T
stimulusok <& —

GRP (gastrin-

releasing
peptide)

Sweet taste
receptorok

kb.27%

Féléletid in vivo kb. 1,5-5 pere
(plazméban kb. 20 perc)

11. abra A GLP-1 elvalasztasat a béllumenbe keriild6 monoszacharidok, zsirok és
aminosavak mellett neuronalis stimulusok és az alacsony gyomor-pH is stimulaljak. A
véraramba szekretalt GLP-1 mintegy fele mar a mesenterialis kapillarisok endothel-
felszinehez kotott CD26 (DPP4) aktivitas kovetkeztében inaktivalodik. A portalis
keringést elérd mennyiség 60 %-a hagyja csak el a majat, és tovabbi 10 % a veszteség a
tiido érrendszerében. A teljes elvalasztott GLP-1 mennyiség kevesebb, mint harmada éri
el a szisztémas keringést, a féléletidd 5 percnél kevesebb. A GLP-1 inaktivacio mintegy

10-15%-aért a szérum DPP4 aktivitas felelds [218-220].
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12. abra A GLP-1 ismert pancreaticus és extrapancreaticus hatasainak attekintése [221—

223]

A GLP-1 szamos szovet ¢és szerv mitkddését befolyasolja (12. dbra), immunmoduldns
hatésair6l is egyre tobbet tudunk. GLP-1-et kddol6é rekombinans adenovirussal kezelt
obes (ob/ob) egerek peritonedlis macrophagjaiban alacsonyabb IL-6, TNF-a és TLR4
exressziot irtak le mRNS szinten kezeletlen egerekkel Osszehasonlitva [224]. In vitro
GLP-1 kezelés hatdsara human macrophagok STAT3 medidlta M2 iranya (a Thl
valaszokat I1L-10, TGF-B és IL-1 receptor antagonista termelésen keresztiil gatlo
fenotipus) differenciacigjat irtak le. (Az M1 fenotipust macrophagok jellemzden
gyulladasos citokineket - TNF-a, IL-6, IL-12- termelnek) [225]. Human umbicalis véna
endothelsejtek liraglutid-kezelése is a proinflammatorikus NF-xB jelatvitel
[227] és INKT sejteken is [228]. Hadjiyanni és mtsai. megfigyelései szerint a Glplr'/'
murin thymocytadk hypoproliferativnak bizonyultak és a him GLP-1 receptor GKO
egerekben csokkent periférias Treg szamokat irtak le [229]. Marx és mtsai. exendin-4
kezelés hatasara a human T-sejtek csokkent CXCL12 indukalta migraciojarol is
beszamoltak [227]. A munkacsoport késébb a GLP-1%*¢ GLP-1 receptortdl fiiggetlen, a
CD4" T-lymphocytak kemotaxisat gatld tulajdonsagardl is beszamolt [230]. Részben a
GLP-1 antiinflammatorikus hatasa, részben a DPP4 gatlasa nyoman megvaltozo
citokinkornyezet allhat a hatterében annak a megfigyelésnek is, hogy a

korondriabetegségben 1is szenvedd T2DM betegek kezelésének kiegészitése
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sitagliptinnel alacsonyabb hsCRP-szinteket, systolés vérnyomasértékeket és kedvez6bb
reaktiv hyperaemia indexet eredményezett a kontrollcsoporthoz képest [231]. A GLP-1
analog exenatidot akut myocardialis infarktusban alkalmazva alacsonyabb nekroenzim-
értékeket és Kisebb infarktusméretet figyelték meg, a hattérben a GLP-1 direkt
miokardialis hatasa allhat [232].

A  megfigyelések gyakorlati jelentdségét tamasztja ala az inkretin tengely
befolyasolasanak megfigyelt terdpids haszna tobb immunologiai betegségben.
Generalizalt pustularis és erythrodermaval jard psoriasisban eosinophiliat irtak le [233],
amely cyclosporin kezelés hatasara csokkent [234], ezzel egyiitt a szérum DPP4
aktivitas emelkedését figyelték meg [235]. Az eosinophiliaval jar6 Churg-Staruss
szindromaban alacsonyabb szérum DPP4 koncentraciokat irtak le, amelyek
remisszioban emelkedtek [236]. A megfigyelésekben szerepet jatszhat az eosinophilek
mobilizacidjaban jelentds eotaxin (CCL11) DPP4 medialt hasitasa. T2DM-ben és
psoriasisban szenvedd betegeken a bdrtiinetek javuldsat irtdk le exenatide kezelés soran,
emellett az iNKT sejtszam emelkedett a keringésben, de csokkent a plakkokban, illetve
dozisfiiggd csokkenés volt megfigyelhetd a citokintermelésiikben [228]. A sitagliptin
kedvez6 hatésat is leirtak sulyos psoriasisban [237], illetve antiinflammatorikus hatasat
figyelték meg T2DM betegekben: a kezelt csoport periférids mononuklearis sejtjeiben
csokkent NF-kB, TNF-0, TLR4 és CD26 expressziot irtak le placeboval kezeltekkel

Osszehasonlitva [238]. Asthma bronchialéban szenvedd betegek 1éguti epitheljében a

crer

crer

GKO patkéanyok ovalbumin indukélta asthmajadban a bronchoalveolaris lavage folyadék
csokkent eosinophil granulocyta és aktivalt T-sejt tartalmarol, a Ty Sejtek fokozott
tiidobe aramlasarol, in vitro a drenald nyirokcsomobdl szarmazéd sejtek I1L-10
termelésérol szamoltak be [240]. Sitagliptin kezelés mellett 1éguti allergias reakcio
OVA-indukalta murin modelljében csokkent a BAL leukocyta és 1L-13 tartalma, illetve
az allatok szérumaban az antigénspecifikus IgE koncentracidja [241]. Patkanyokban
DPP4 hiany mellett sulyosabb Thl medialta kontakt dermatitist, mig a Th2 medalta
allergias bortiinetek kedvezébb lefolyasat irtak le [242].

40



DOI:10.14753/SE.2018.2106

A DPP4 expresszioja gyakorlatilag minden szervben és szamos sejten kimutathato,
koztik a T és B-lymphocytdkon, NK (natural killer) sejteken, epithelialis ¢és
endothelsejteken, acinaris hamon, zsirsejteken, és szolublis formaban is megtalalhaté a
szérumban [243]. A transzmembran szakaszt nem tartalmazd szolubilis forma
rendelkezésre allo ismereteink szerint jelentds részben zsirszoveti és hepatikus eredetii
lehet [244, 245]. A szérumba jutdsanak mechanizmusa pontosan nem ismert.
Munkacsoportunk korabban a szérumban magasabb aktivitasarol szamolt be nem
alkoholos zsirmajbetegségben (NAFLD) [244] és T1DM-ben [246], illetve szamos
kozlemény irta le a szérum DPP4 aktivitds valtozasat autoimmun betegségekben.
Lamers és mtsai. in vitro a DPP4 inzulinrezisztenciat kozvetitd, adipokinszer(i hatasat
irtak le zsir- és vazizomsejteken, amely meghatarozo6 szerepét valosziniisiti az NAFLD-
hez kapcsolodod periférids inzulinrezisztencia kialakulasaban [245], és egybevag
Firneisz és mtsai. korabbi megfigyeléseivel [244]. A szamottevd felszini CD26
expresszid egyes szerzOk szerint a Thl [247] és Th17 [248] szubpopulaciokra, illetve
CD8" korai effektor memoéria T-sejtekre [249] kiilondsen, de nem kizarolagosan
jellemzd. Salgado és mtsai. az alacsony felszini CD26 expressziot a Treg sejtek jellemzo
tulajdonsagaként irtak le [250]. Lymphocytak esetében aktivacidos markerként kertilt
leirasra, illetve membranhoz kotott formaja maga is részt vesz kostimulusok
kozvetitésében [249, 251]. Emellett szamos, a lymphocytak kemotaxisaban és
homingjaban jelentds citokin a DPP4 ligandja, koztiik a CXCL9-11, CXCL12 (SDF-1),
CCL5 (RANTES - regulated on activation, normal T cell expressed and secreted) [252].
A DPP4 vizsgalatunk szempontjabdl jelentds citokin ligandjait a VI. tablazat foglalja
Ossze. In vitro a human lymphocytdk kemotaxisa gatolhato volt a CXCL9 és 10
citokinek CD26 medialta hasitasaval [253]. Yamada és mtsai. vizsgalatukban CXCR3
(a CXCL9-11 receptora) GKO NOD egerekben a diabetes rapidabb kialakulasat irtak le,
amelyet mérsékelni lehetett vad fenotipusi NOD egerek CD4'CD25" T-sejtjeinek

crcr

Langerhans-szigetekbe torténd elégtelen homingjat irtak le [159].
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VI. tablazat A DPP4 néhany kiemelkedd jelent6ségli interleukin/kemokin-ligandja

[252]
. N- s N g s s 4
Peptid . Receptor F6 biologiai jellemzdk
terminus
CXCL9 TPVVR... CXCR3
CXCL10 VPLSR... CXCR3 Kemokinek, szerepiik meghatdrozé az effektor és
CXCL11 IPLAR... CXCR3 regulatoros T-sejtek navigalasaban.
CXCL12 (SDF-1) | KPVSL... CXCR4
CCL1.1 GPASV. . CCR3 Kem?kln, ?.z eosinophilek homingjanak f6
(eotaxin) szabadlyozdja.
ILla SAPFS... IL-1R Alapvet6 proinflammatorikus citokinek,
pirogének. Els6sorban monocytdk és
IL1B APVRS... IL-1R . .
macrophagok valasztjak el.
IL-2R (részei: | T-sejt aktivator, szerepe els6dleges a T,
IL2 APTSS... | CD25, CD122 és | aktivacidban, igy a gyulladasos folyamatok
CD132) limitalasaban.
IL-6R (részei: Az akutfazis-reakcioé f6 mediatora, elsGsorban
IL6 VPPGE... , . . o . .
CD126 és CD130) | proinflammatorikus citokin, pirogén.
Antiinflammatorikus citokin, a T, sejtek jelent8s
IL10 SPGQG... IL-10R mennyiségben valasztjak el, CD25 medialta

jelatviteltdl fliggben
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2. Ceélkituzések

2.1 Munkacsoportunk korabbi vizsgalatai soran T1DM betegek szérumaban magasabb
DPP4 aktivitas igazolodott. A szolubilis forma a szervezetben eléfordulo DPP4
kisebbik héanyadat képezi. Mig a metabolikus szindrémahoz kapcsolodé T2DM
esetében eredetérdl és a patogenezisben betoltott jelentdségérdl a kozelmultban
ismereteink jelentdsen béviiltek, TIDM esetében mind a tobblet eredetérdl, illetve
annak befolyasarol az inkretin-tengelyre és immunologiai paraméterekre nem all
rendelkezésre informacié. Vizsgalatunk célja volt az 1-es tipusu diabetes mellitus
miatt kezelt betegek szérumaban kimutathaté szolubilis DPP4 aktivitas-tobblet
GLP-1 plazmaszintekre ¢és az immunregulacid egyes, altalunk vizsgalhato

paraméterei gyakorolt hatasdnak megismerése.

2.2 Tobb autoimmun betegség esetében igazolni lehetett a T.y sejtek, illetve
alcsoportjaik ardnyéaban eltéréseket, amelyek szerepet jatszhatnak az autoimmunitas
térnyerésében. Bar a Tyeg sejtek vizsgalata jelentds multra tekint vissza, ismereteink
tovébbra is toredékesek. Célunk volt a CD4'Foxp3™ Trqg sejtek, illetve CD25"
(aktiv) és CD25™w (rezerv) alcsoportjaik aranyanak mérése mellett ezen
alcsoportok gatlo (CTLA4) és kemotaktikus (CXCR3) kapacitasat jellemzo
markerek expresszidjanak vizsgalata is TIDM betegek ¢és egészséges

kontrollszemélyek periférias vérmintaiban.

2.3 Az inkretin-hormonok mellett a DPP4 ligandjai koz¢ tartozik szamos, mind a T,
mind az effektor T-sejtek és tovabbi fehérvérsejt-alcsoportok kemotaxisaban
meghatarozo  jelentdségli citokin. Kiterjedt citokinvizsgalatok kivitelezése
meghaladta volna lehetdségeinket, ugyanakkor vizsgalatunk célja volt a magasabb
szérum DPP4 aktivitas lehetséges Osszefliggéseinek megismerése a T-lymphocyta
populaciok megoszlasaval. A nativ GLP-1"° és a DPP4 altal hasitott GLP-1%2° is
ismerten rendelkezik immunmodulans hatassal, amelynek jelent6sége egyeldre
kevéssé ismert TIDM-ben. Célunk volt annak pontosabb megértése, hogy a GLP-1
aktiv és hasitott formajanak in vivo milyen immunologiai hatasok tulajdonithatoak

T1DM-ben, illetve egészséges kontrollszemélyekben.
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24 A GWAS vizsgalatok sordn azonositott, TIDM kialakuldsara hajlamositd
polimorfizmusok koziil szamos érinti a Trg sejtek kialakulasat és funkcidjat.
Emellett a DPP4-inkretin tengely eltéréseire is szamos adat utal T1DM-ben,
ugyanakkor ezek lehetséges Osszefliggései az immunregulacidval kevéssé ismertek.
Vizsgélatunk célja volt néhany, a Ty sejtek miikodését alapvetden meghatarozo
génterméket kodolo gén polimorfizmusainak (SNP-k: DPP4 rs6741949, CTLA4
rs3087243, CD25 rs61839660, PTPN2 rs2476601)meghatarozasa az altalunk
vizsgalt populacioban, és ezek befolyasanak felmérése a DPP4-inkretin tengely

altalunk mért paramétereire.
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3. Modszerek

3.1 Vizsgalatba bevont személyek

Vizsgalatainkat az Egészségligyi Tudomédnyos Tandcs Tudomanyos és Kutatdsetikai
Bizottsag engedélyével végeztiik (294/P1/10, 4514-0/2010-1018EKU). A vizsgalt
alanyok bevonasa onkéntes alapon tortént, tajékoztatast kdvetben irasos beleegyezd
nyilatkozatot irtak ala. Vizsgalatunk soran 1-es tipust cukorbetegek (T1DM) és korban
¢s nemi Osszetételben illesztett egészséges kontrollszemélyek mintait vizsgaltuk. A
T1IDM megallapitasara a nemzetkozi standardoknak megfeleléen keriilt sor [9].
Szisztémas immunmodulans kezelésben részesiilo, illetve ismert, szamottevo szisztémas
immunmoduldns hatdssal rendelkezd gydgyszert vagy DPP4 inhibitor készitményt
hasznaloé betegek egyik csoportban sem szerepelhettek. A kontrollcsoportban nem
szerepelhettek ismert autoimmun betegségben, illetve egyéb, jelentés akut, vagy
kronikus megbetegedésben szenveddk. Nem keriiltek bevonasra gravidak, illetve azon
személyek, akikben valamely vizsgalt laborparaméter alapjan a fentiekkel nem
Osszeegyeztethet allapot igazolhatd vagy feltételezheté volt. A TIDM csoportbol az
autoimmun tarsbetegségek nem keriiltek kizarasra a klinikai napi gyakorlatnak
megfelelden. Eléfordulasukat, illetve a célszervkarosodasokra és gydgyszerhasznélatra

vonatkozd adatokat a V1. tablazat tartalmazza.

A kontrollcsoportbdl kizarasra keriilt két személy: egy alany esetébenben pozitiv
gyulladasos laborparaméterek mutatkoztak, egy esetben Hashimoto-thyreoiditis
igazolddott a klinikai anamnézis és ATPO (thyreoperoxidaz elleni antitest) vizsgalat
pozitivitasa alapjan. A T1DM csoportbol is két alany keriilt kizarasra, akik esetében a
diagn6zis nem volt kétséget kizaroan igazolhaté. Ezen alanyok a feltiintetett
esetszamokban nem szerepelnek. Arra tekintettel, hogy a szénhidrat-anyagcsere jelentds
eltérései (bar ezt kdzvetleniil kimutatni nem tudtuk) befolyasolhatjak a DPP4-inkretin
tengely laboratoriumi moédszerekkel vizsgalhatd paramétereit, a szénhidrat-anyagcsere
igen jelentds eltéréseit mutatd betegeket (HbA1C >12% és/vagy ¢éhomi plazma glukoz
>20 mmol/l, 5 TIDM beteg) ezen paraméterek Osszefiiggéseinek vizsgalatakor kizartuk
az elemzésbol. Az egyes mérések esetében a mintdk elemszama technikai okok miatt is

modosulhatott, amely a késObbiekben feltiintetésre kertil.
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VII. tablazat Autoimmun betegségek és célszervkarosodas eléfordulasa, illetve

gyogszerhasznalat a vizsgalt TLDM betegek kozott

Autoimmun tarsbetegségek
Hashimoto-thyreoiditis 6/39 (15,38%)
Autoimmun gastritis 3/39 (7,69%)
Coeliakia 2/39 (5,13%)
Vitiligo 1/39 (2,56%)
Crohn-betegség 1/39 (2,56%)
Célszervkarosodas
Retinopathia 13/39 (33,33%)
Neuropathia 6/39 (15,38%)
Nephropathia 3/39 (7,7%)
Major cardiovascularis esemény 0/39
Gyogyszerhasznalat
Analo6g inzulint hasznalok 25/39 (64,1%)
ACEI/ARB 7/39 (17,95%)
Statin 2/39 (5,13%)
Aspirin 0/39

VI1I. tablazat A vizsgalati csoportok néhany fontosabb klinikai paramétere

T1DM (n=39) CNTRL (n=36) p
Kor (év, 95% CI) 32,52 (29,65-35,37) |31,06 (27,87-34,24)|] NS
BMI (kg/m?) 23,32 (22,02-24,63) | 23,7 (22,21-25,19) | NS
Nem (N/F) 20/19 19/17 NS
Eletkor diagnéziskor (év) 17,97 (15,22-20,73) - -
Betegségtartam (€v) 14,88 (12,32-17,44) - -
C-peptid pozitivitas 8/39 - -
HbA1lc (%) 7,91 (7,23-8,59) -
(mmol/mol) 63,4 (55,69-71,1) -
Ehomi plazma glukéz (mmol/L) | 9,64 (8,07-11,22) | 4,96 (4,82-5,09) |<10”
45 perces plazma glukoéz (mmol/L)|] 11,17 (9,5-12,83) 5,29 (4,82-5,77) |<10®
Fehérvérsejt-szam (G/L) 6,52 (5,96-7,08) 6,25 (5,76-6,75) | NS
Lymphocyta szam (G/L) 1,74 (1,56-1,93) 1,95 (1,8-2,11) NS
Neutrophil szam (G/L) 4,06 (3,64-4,48) 3,55 (3,2-3,9) NS
Monocyta-szam (G/L) 0,43 (0,38-0,47) 0,42 (0,39-0,46) | NS
Eosinophil-szam (G/L) 0,16 (0,13-0,2) 0,16 (0,13-0,18) | NS
Basophil-szam (G/L) 0,06 (0,03-0,09) 0,034 (0,03-0,04) | NS
CD4/CD8 arany 1,72 (1,5-1,94) 1,84 (1,53-2,14) | NS
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3.2 DPP4 enzimaktivitas meghatirozasa

A szérum DPP4 enzimaktivitas meghatdrozasa nativ éhomi szérum-mintakbol tortént
microplate alapt kinetikus moddszerrel 96 wellben. A szérummintdk tarolasa a
centrifugalassal (20 perc, 2000 rpm) az alakos elemektdl torténd kiilonvalasztast
kovetéen -20, majd -80 C°-on keriiltek tarolasra. Wellenként 9,4 ul minta hozzaadasara
kertilt sor. Szubsztratként Gly-Pro-pNA-t (Glicin-Prolin-Paranitroanilin) hasznaltunk. A
teljes reakciovolumen 125 ul, a Gly-Pro-pNA koncentracidja 2 mmol/l volt, pufferként
100 mM Tris-HCL-t hasznaltunk. A mérés 37 C°-on, Thermo Scientific Varioskan
Flash berendezéssel (Semmelweis Egyetem Orvosi Vegytani, Molekuléaris Biologiai és
Patobiokémiai Intézet) tortént 7°30” idokoézokkel, dsszesen 30 perc idétartammal, 405

nm-en. Az enzimaktivitas U/L-ben adtuk meg, amelyet a pNA hidrolizisb6l szamoltunk.

3.3 GLP-1 koncentraciok meghatarozasa

EDTA-val, sitagliptinnel és proteaz-inhibitor cocktaillel (Sigma Aldrich, P8340;
Osszetétel: 4-(2-Aminoethyl)benzenesulfonyl fluoride hydrochloride, aprotinin, bestatin
hydrochloride, N-trans-Epoxysuccinyl-L-leucine 4-guanidinobutylamide, leupeptin
hemisulfate, pepstatin A) kezelt csévekbe standard tesztétkezést (50 g szénhidrat, 22 g
fehérje, 9 g zsir) kovetden 45 perccel vett vérmintakbol nyert plazmat hasznaltunk. A
vérmintakat hiitve taroltuk és 30 percen belill centrifugdlassal (20 perc, 2000 rpm)
kiilonvalasztottuk a plazmat, amely -20, majd -80 C°-on keriilt tarolasra. A GLP-17%
(,,aktiv”) és a total GLP-1 (GLP-17'36 és GLP-19'36) koncentraciok meghatarozasara
standard ELISA kitekkel keriilt sor (Merck Millipore, GLP-1"%: EGLP-35K, total
GLP-1: EZGLP-1T-36K) a gyarto ajanlésainak megfeleléen. A hasitott GLP-1%3°

plazmakoncentracidkat a kettd kiilonbségeként szamitassal hataroztuk meg.

3.4 Aramlasi citometrias mérések

Az aramlési citometrias mérések a Semmelweis Egyetem 1. sz. Patologiai és Kisérleti
Rakkutatd Intézetben Dr. Barna Gébor 4ltal vezetett Aramlasi Citometrias

Laboratoriumban torténtek. EDTA-val antikoaguldlt éhomi vérmintikat vizsgaltunk a
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mintavétel napjan. A fixacio és a vordsvértestek lizise BD Pharmingen Transcription

Factor Buffer Set segitségével tortént. Minden vérmintabol harom csovet allitottunk

Osszes: az elsOben teljes fixalast és permeabilizalast végeztiink antitestek hozzaadasa

nélkiil. A 2. és 3. csovek Osszetételét és a felhasznalt antitestek fobb paramétereit a IX.

és X. tablazatok tartalmazzak. A 3. csében CD4 antitest hasznalatara nem Kkeriilt sor,

mivel a beallitds soran az APC-Cy7 (CD4) transzfluoreszcenciat okozott az APC

(CTLA-4) csatornaban. Ebben a csében CD8™ nem citotoxikus T-sejtek (T) keriiltek

meghatarozasa, a Trqg sejteket is ezen csoporton belil kiilonitettiik el Foxp3

expresszidjuk alapjan.

IX. tablazat A vizsgalt markerek csovenkénti és a jeloléshez tartozo festéket gerjeszto

l1ézerfény hulldmhossza szerinti bontasban

2. ¢cs6 3. cso
Kék 1ézer (488 nm)
CD44 Sul FITC CXCR3 | 5ul Fluoreszcein
CD26 S5l PE CD26 | 5ul PE
FoxP3 S5ul | PE-CF594 FoxP3 | 5l PE-CF594
CD8 L5 u PerCP CD8 |1,5p PerCP
CD3 1 pl PE-Cy7 CD3 1 ul PE-Cy7
Piros lézer (633 nm)
CD25 2l AF700 CTLA-4| 15wl APC
CD4 Sul | APC-Cy7 CD25 | 2yl AF700

X. tablazat Az egyes markerek jelolésére hasznalt antitestek az aramlési citometria

soran
Jelolt antigén Jelolés Izotipus | Klén Gyarto
CD3 PE-Cy7 IgGl, x | UCHT1 Biolegend (San Diego, CA, USA)
CD4 APC-Cy7 IgGl, x SK3 Biolegend (San Diego, CA, USA)
CD8 PerCP IgGl, x SK1 Biolegend (San Diego, CA, USA)
CD25 AF700 IgGl,x | BC96 Biolegend (San Diego, CA, USA)
CD26 PE IgG2a, x | BAS5b Biolegend (San Diego, CA, USA)
CD44 FITC IgGl, BJ18 Biolegend (San Diego, CA, USA)
CXCR3 (CD183) | Fluoreszcein | 1gG2b 49801 | R&D Systems (Minneapolis, MN, USA)
CTLA-4 (CD152) APC IgG2a,x | BNI3 BD Biosciences (San Jose, CA, USA)
Foxp3 PE-CF594 IgG1 |259D/C7| BD Biosciences (San Jose, CA, USA)
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A felszini antigéneket jel6ld antitestek és 50 ul EDTA-val antikoagulalt vér bemérését
kovetden a mintakat 30 percig inkubaltuk 2-8 °C hémérsékleten, fénytdl védve. Mosast
(2 ml PBS) és centrifugalast (5 min, 1600 rpm), a feliiliszo ledontését és az tiledék
vortexelését kovetéen fixalo-permeabilizalo oldatot adtunk a mintakhoz (Fix/Perm,
Transcription Factor Buffer Set, BD Biosciences), €s 45 percig inkubaltuk dket 2-8 °C
hémérsékleten. 1 ml Perm/Wash oldat (Transcription Factor Buffer Set, BD
Biosciences) hozzaadasat kovetden centrifugaltuk, majd a feliilliszo ledntését és
vortexelést kdvetden ismét mostuk a mintdkat 2 ml Perm/Wash oldattal. Ezt kdvetden
mértiik be az intracellularis antitesteket, és ismét 45 percig inkubaltuk hiitészekrényben
a mintakat. Az inkubacios id6 leteltével tovabbi két mosasi 1épés (2-2 ml Perm/Wash)
utan a 300 pl PBS-ben diszpergalt sejtszuszpenziot Beckman Coulter Navios aramlasi
citométer segitségével vizsgaltuk. Az eredmények kiértékelése Beckman Coulter

Kaluza szoftverrel (Ver. 1.2) tortént.

3.4.1 Kapuzasi stratégia

A mérések értékelése soran a lymphocytdkat a jellemzd oldalsé és eldre iranyuld
fényszorasuk alapjan kiilonitettiik el. Amennyiben egy markerre nézve (CD25, Foxp3)
nem volt egyértelmii a pozitiv és negativ populacio6 hatara, a cutoff érték meghatarozasa
a jeldletlen csOben azonos csatornaban észlelt autofluoreszcencia alapjan tortént. A
CD4" T-lymphocyték csoportjan beliil Foxp3 expresszidjuk alapjan kiilonitettiik el a
Treg Sejteket. Mind a CD4*, mind a Treg POpulacion beliil meghataroztuk a CD25" sejtek
aranyat, illetve meghataroztuk az egyes alcsoportokon beliil a CD26" sejtek aranyat.
Igen magas, és jellegzetes eloszlasu CD26 expresszidjuk alapjan kiilonitettiik el a CD8"
T-sejt csoporton beliil a korai effektor memoria sejtek alcsoportjat [249]. A 3. csében a
CD4 (APC-Cy7) és CTLA4 (APC) jeldlések kozott észlelt interferencia miatt a CD8"™
T-sejtek keriiltek tovabbi értékelésre. Meghataroztuk ezen csoport intracellularis
CTLA4 expressziojat, illetve a CD8"™Foxp3*CD25", valamint CD8™Foxp3*CD25"*"
sejtek felszini CXCR3 expresszidjat. A kiértékelés soran alkalmazott kapuzasi stratégiat

a l1l7. és 20. abrak részletesen tartalmazzak.
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3.5 Tovabbi laborparaméterek meghatirozasa

A rutin laboratoriumi, illetve tovabbi immunolégiai és endokrin paraméterek
meghatarozdsa a Semmelweis Egyetem Kozponti Laboratoriumaban tortént. A
hematoldgiai paraméterek meghatarozasa Siemens ADVIA 2120 Hematology System
(Erlangen, Germany), az ¢homi és postprandialis plazma glukézértékek meghatarozasa
Beckman Coulter AU5800 Clinical Chemistry System (Brea, CA, USA) berendezéssel,
a szérum C-peptid koncentraciok meghatarozasa Liaison XL Chemiluminescence
Analyzer (Dia Sorin, Saluggia, Italy), a HbA1C mérések Bio-Rad Variant 1l Turbo
Hemoglobin Testing System (Hercules, California, USA) berendezésen, az IFCC
(International Federation of Clinical Chemistry and Laboratory Medicine) modszertani
eléirasanak megleléen torténtek. A glutaminsav-dekarboxilaz elleni autoantitestek
(GADA) meghatarozasa Euroimmun Anti-Glutamic Acid Decarboxylase (GAD) ELISA
(IgG) Kittel (Euroimmun AG, Luebeck, Germany), a szigetsejt elleni autoantitestek
(ICA) detektalasa indirekt immunfluoreszcens technikaval majom pancreas-szoveten

tortént (Inova Diagnostics, San Diego, CA, USA).

3.6 Genetikai vizsgalatok

Héarom, a Trg sejtek indukcidjat és milkodését meghatarozd gén GWAS vizsgalatok
soran mar vizsgalt, immunpatologiai koérallapotokkal Osszefiiggésbe hozott
polimorfizmusat (CTLA4 rs3087243, CD25 rs61839660 és PTPN2 rs2476601), illetve a
DPP4 gén egy gyakori variansat (rs6741949) vizsgaltuk. Az ezen génekrdl és
polimorfizmusaikrol rendelkezésre allo, a kivalasztdsukat indokl6 adatokat az V.
tablazat foglalta Ossze. A human genomialis DNS izolalasa magnetic bead alapu
modszerrel (Mag Maxi Kit, LGC Genomic Solutions, Berlin, Germany), Hamilton
MagNA STAR (Hamilton Robotics, Bonaduz, Switzerland) automatizalt berendezésen
tortént a Semmelweis Egyetem Pulmonologiai Klinikajan (laborvezeté: Dr. Komlosi
Zsolt egyetemi adjunktus). Vizsgalt személyenként 500 ng genomialis DNS kertilt
izolalasra (5 pl volumenben, 100 ng/ ul). A hordozott genotipus (SNP: single nucleotide
polymorphism) meghatarozasat kereskedelmi forgalomban kaphato allélspecifikus
TagMan assayk (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA USA) és master-mix
(FastStart Essential DNA Probes Master, Roche, Basel, Switzerland) segitségével
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végeztik, ROX hozzaadasaval 7500 Fast Real-Time PCR rendszeren (Applied
Biosystems, Foster City, CA, USA), a gyart6 altal megadott ciklusparaméterekkel a
Semmelweis Egyetem II. sz. Belgyogyaszati Klinika Endokrin Laboratéoriuméaban
(laborvezet6: Dr. Patocs Attila egyetemi docens, munkatarsak: Dr. Nyir6 Gabor és dr.

Molnar Agnes).

3.7 Statisztikai modszerek

Az adatok értékeléséhez Statistica (version 11 ¢és 12, StatSoft, Tulsa, OK, USA)
szoftvert hasznaltunk. A csoportdsszetételek Osszehasonlitasat Khi-négyzet proba
(KST) segitségével végeztiik. Az adatsorok normalis eloszlasanak megitélésére Shapiro-
Wilks ¢és Kolmogorov-Smirnov teszteket hasznaltunk. Adatsorok paronkénti
Osszehasonlitasat fiiggetlen valtozok és normal eloszlas esetén kétmintas parositatlan T-
teszttel (T-teszt), nem normal eloszlas esetén Mann-Whitney U-teszttel (MWU)
végeztiik. Normal eloszlas, de az adatsorok eltérd szordsnégyzete esetén a Welch altal
modositott kétmintds T-probat hasznéltuk. Tobb fiiggd valtozd Osszehasonlitasara
Friedman-ANOVA-t és Wilcoxon post-hoc tesztet hasznaltunk. Tobb fiiggetlen valtozo
0sszehasonlitasa normal eloszlas esetén ANOVA-, a normaltol eltéro eloszlas esetén
Kruskal-Wallis ANOVA altal tortént, post-hoc tesztként mindkét esetben a rank-alapu
Scheffe-tesztet hasznaltuk. A korrelaciokat a minta normal, vagy attol eltérd eloszlasatol
fiiggéen Pearson, illetve Spearman korrelacios probakkal vizsgaltuk. A felhasznalt
statisztikai probak az eredmények mellett feltliintetésre keriiltek. A  genetikai
vizsgalatokban a Hardy-Weinberg ekvilibriumtol valo deviacid vizsgalatat kovetden a
genotipus-fenotipus 0sszefliggések analizisét (binaris és folyamatos valtozok) egy erre a
célra megirt R-projekt statisztikai programcsomaggal is elvégeztiik (Németh Laszlo,
E6tvés Lorand Tudomanyegyetem Természettudomanyi Kar, Valdszinliségelméleti és
Statisztika Tanszék) logisztikus regresszio6 modszerével dominans és additiv
matematikai modelleket alkalmazva. A genetikai Osszefiiggések fliggetlenségét
metabolikus paraméterektél a BMI kovarianshoz torténd matematikai hozzaigazitasi
eljarassal is biztositottuk. Tobb SNP egyideji vizsgalata miatt a Benjamini-Hochberg
szerinti p-korrekcios eljarast alkalmaztuk az FDR (false discovery rate) minimalizalasa

céljabol.
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4. Eredmények

4.1 Szérum DPP4 aktivitas és GLP-1 plazmaszintek

A T1DM betegek szérumaban jelen vizsgalatunkban is magasabb szolubilis DPP4
aktivitast mértiink (T1DM: 44,13 U/l [95% CI: 40,86-47,41] vs. CNTRL: 40,29 U/I
[95% CI: 37,84-42,75], MWU p=0,025 statisztikai eré =0,59). A plazma GLP-1"%, -
szamitott- GLP-1%% ¢s hasitatlan GLP-1 koncentraciokban nem figyeltiink meg
szignifikans eltérést a vizsgalt csoportok kozott (GLP-1"2%: TIDM: 5,07 pmol/l [95%
Cl: 4,54-5,58], CNTRL: 4,57 pmol/l [95% CI: 4,2-4,93]; 6ssz. GLP-1: TIDM: 14,06
pmol/l [95% CI: 12,84-15,29], CNTRL: 14,47 pmol/l [95% CI: 13,07-15,86]; iGLP-1:
T1DM: 8,99 pmol/l [95% CI. 7,89-10,1], CNTRL: 9,9 pmol/l [95% CI: 8,52-11,28],
MWU=n.s. mindharom esetben), valamint tovabbi alcsoportok létrehozasa esetén sem
(human és analog inzulint hasznald cukorbetegek, allergias betegségben szenvedd és
ettél mentes vizsgalati alanyok, rezidualis B-sejt funkcioval rendelkez6 és C-peptid-
negativ betegek). A szérum DPP4 enzimaktivitis és a plazma aktiv (GLP-17%%)
koncentracioja kozott szignifikans negativ Osszefliggést mutattunk ki a T1DM
csoportban (SRO: r=-0,53, p=0,002). Az adatsorok logaritmizalassal torténd
normalizalasat kovetden az Osszefiiggés Pearson korrelacidos probaval gyengiilt, de

fennmaradt (r=-0,41, p=0,018, statisztikai er6=0,69; 13. abra).
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13. abra. A szérum DPP4 aktivitas Osszefiiggése a plazma aktiv GLP-1

koncentraciokkal
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Emlitést érdemel, hogy T1DM betegekben a posztprandialis total GLP-1 koncentraciok
¢s a betegség fennalldsanak tartama kozott is megfigyelhetd volt egy gyenge forditott
Osszefliggés hatarérték statisztikai szignifikanciaval (Spearman r=-0,35, p=0,042). Sem
a szérum DPP4 aktivitas, sem a plazma GLP-1 koncentracidk nem mutattak
Osszefiiggést az ¢életkorral, BMI-vel, HbAlc koncentraciokkal és plazma glukoz
értekekkel. Ennek ellenére a szénhidrat-anyagcsere jelentds eltéréseinek kozvetlen
befolyasold hatasa a DPP4-inkretin tengely laboratoriumi modszerekkel vizsgalhatd
paramétereire a bevezetd részben mar vazolt korélettani 6sszefliggések ismeretében nem
zarhato ki. Emiatt a szénhidrat-anyagcsere igen jelentOs eltéréseit mutatd betegeket
(HbA1C >12 % és/vagy éhomi plazma glukdz >20 mmol/l) ezen Gsszefiiggések tovabbi

vizsgalatakor kizartuk a mintankbol.

4.2 Az inkretin-tengely vizsgalt paraméterek osszefiiggései hematologiai

paraméterekkel

Egészséges kontrollszemélyekben a GLP-1%% plazmakoncentracioja  direkt
Osszefliggést mutatott a lymphocytaszammal (G/1) (SRO: r=0,58; p=0,0003; 14. abra).
A GLP-1%% koncentraciok logaritmizalassal torténé normalizalasat kovetden is
fennmaradt az 6sszefiiggés (Pearson-teszt, r=0,48; p=0,004, statisztikai er6=0,84). Az
Osszefiiggés T1DM betegekben még tendencia szintjén sem volt megfigyelhetd. Gyenge
direkt Osszefliggést figyeltiink meg a szérum DPP4 enzimaktivitas és az eosinophil
granulocitaszdm (G/1) kozott (SRO: r=0,42, p=0,016), valamint forditott sszefliggést az
aktiv GLP-1"*® plazmakoncentracidja és az eosinophil granulocitaszam (G/1) kozott
(SRO: r=-0,4; p=0,028) T1DM betegekben. A DPP4 enzimaktivités és GLP-1"
plazmakoncentraciok normalizalasat kovetéen az Osszefliggéseket Pearson teszttel
vizsgalva csak tendencia szinten voltak megfigyelhetéek (r=0,3, p=0,089 illetve r=-
0,27, p=0,149).
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14. 4bra A posztprandialis GLP-17° koncentraciok dsszefiiggése a

lymphocytaszammal T1DM ¢és egészséges kontroll vizsgalati alanyokban

4.3 CD25 és CTLA-4 expresszio a helper és regulatoros T-sejt populaciokon

A CD25 expresszidt a vizsgalt T-sejt populaciok medidn fluoreszcens intenzitdsaban
(MFI) adtuk meg. A CD4" T-sejtek CD25 expressziodja alacsonyabbnak bizonyult a
T1DM csoportban (T1DM: 0,74 [95% CI: 0,59-0,89] vs. CNTRL: 1,21 [95% CI: 1,03-
1,38], p<10'4, MWU, stat. er6=0,97). A jeloletlen csOben mért autofluoreszcencianal
magasabb expressziot mutato sejteket tekintettiik CD25-re nézve pozitivnak. A CD25"
sejtek aranya alacsonyabb volt a TIDM csoportban (CD25°/CD4": T1DM: 34,68%
[95% Cl: 29,96-39,41] vs. CNTRL: 48,3% [95% Cl: 43,89-52,71], p<10™ MWU, stat.
er6=0,97; 15. és 17. abrak).

A regulatoros T-sejteket mint a Foxp3 transzkripcios faktort az autofluoreszcencia
szintje felett expresszaldé CD4" T-sejt populaciot definidltuk. Az aranyukban nem
mutatkozott eltérés a TIDM és a kontroll csoport kozott. Ugyanakkor a CD4 Foxp3”
Treg sejtek CD25 expresszidja szignifikdnsan alacsonyabb volt a TIDM csoportban
(MFI: TIDM: 1,89 [95% CI: 1,71-2,07] vs. CNTRL 2,22 [95% CI: 2,04-2,39], p=0,007,
MWU, stat. eré=0,7). Ennek hétterében a CD25" sejtek alacsonyabb aranyat
azonositottuk a TIDM csoportban (CD25'/CD4"Foxp3*; T1IDM: 63,48% [95% CI:
59,67-67,3] vs. CNTRL 73,2% [95% ClI: 70,25-76,15], p<0,001, T-teszt, stat. er6=0,96;
15. és 17. abrak).
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15. abra A T-helper és Treq sejtek CD25 expresszidja, illetve CD25" sejtek ardnya a

CD4"Foxp3™ Treg sejtek kozott a TIDM betegekben és egészséges

kontrollszemélyekben

Statisztikailag szignifikans forditott 6sszefliggést figyeltiink meg a CD8*CD26"" korai
effektor meméria T-sejtek aranya (CD26"9"/CD8") [249] és a CD25" T, sejtek teljes
Treg poolban szamitott aranya (CD25°/CD4 Foxp3*) kozétt (*: 0,25, p=0,002, SRO; 16.

abra) a kontrollszemélyek k6zo6tt, mig a TIDM csoportban nem.
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16. abra A CD25" sejtek Tye (CD4"Foxp3*) csoporton beliili aranyanak és a CD26"9"

(,,korai effektor memoria”) CDS8 cytotoxikus T-sejtek kozotti aranyanak osszefliggése

T1DM és egészséges kontroll személyekben
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17. abra Kapuzési stratégiank ¢s fObb 4aramlédsi citometrias eredményeink
Osszefoglalasa. A lymphocytdk kapuzédsa az oldalso és eliilsé fényszorasuk alapjan
tortént. A CD26 kivételével a cutoff értékek meghatarozasara és a marker pozitiv sejtek
elkiilonitésére egy jeldletlen csOben az adott csatorndban mért autofluoreszcenciat
hasznaltuk. A Treg Sejteket a CD4" illetve CD8™ csoporton beliil Foxp3 sejtekként
hataroztuk meg. Minden vizsgalt csoport és alcsoport kapuzasat egy-egy reprezentativ
minta szemlélteti, csillaggal jeloltiik, ahol a vizsgalt csoportok kozott statisztikailag

szignifikans kiilonbség mutatkozott.
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A T1DM csoport nem cytotoxikus T-sejtjeiben (CD3"CD8"™ T,) alacsonyabb CTLA-4
expressziot figyeltiink meg (MFI, TIDM: 1,49 [95% CI: 1,32-1,66] vs. CNTRL 1,89
[95% CI: 1,73-2,05], p=0,002, MWU, stat. er6=0,89; 19. 4bra). Szignifikins
osszefiiggést figyeltink meg a CD4" T-sejtek CD25 és a CD8™® T, sejtek CTLA-4
expresszidja kozott mind a TLDM (r?=0,22, p=0,007, SRO), mind a kontroll csoportban
(r*=0,17, p=0,015, SRO; 18. abra).

T1DM (n=39) CNTRL (n=35)
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CTLA-4 expresszié T, sejteken (MFI) CTLA-4 expresszié T, sejteken (MFI)

18. abra A CD4" T-helper sejtek CD25 és a CD8™ nem cytotoxikus T-sejtek CTLA-4

expressziojanak 0sszefiiggése

4.4 Az egyes T-sejt alcsoportok CTLA-4 és Foxp3 expresszidja

Bar a CD25" és CD25"" T,y sejtek CTLA-4 expresszidja nem mutatott eltérést a
vizsgalt csoportok kozott, egy 1épcsdzetes emelkedés volt megfigyelhetd az egyes T-sejt
alpopulaciok CTLA-4 expresszidjaban (MFI; Tn.: TIDM: 1,49 [95% CI: 1,32-1,66],
CNTRL: 1,89 [95% CI: 1,73-2,05]; CD25™"% Treg: TIDM: 2,26 [95% CI: 2,06-2,46],
CNTRL: 2,38 [95% ClI: 2,16-2,6]; CD25" Ty T1DM: 2,94 [95% CI: 2,65-3,23],
CNTRL: 2,83 [95% CI: 2,67-2,98]), és ehhez hasonloan a Foxp3 expresszioban (MFI;
CD4" T-sejtek: TIDM: 0,14 [95% CI: 0,11-0,18], CNTRL: 0,11 [95% CI: 0,1-0,12];
CD25"" Treg: TIDM: 2,02 [95% CI: 1,89-2,16], CNTRL: 1,96 [95% CI: 1,81-2,12];
CD25" Treg: TIDM: 2,73 [95% CI: 2,47-3], CNTRL: 2,54 [95% CI: 2,29-2,8]) is. Az
egyes sejtcsoportok parhuzamos Osszehasonlitasa Friedman-ANOVA segitségével,
Wilcoxon post-hoc teszttel tortént (minden esetben p<10®). A TIDM és kontroll
csoportokat Mann-Whitney U-teszttel hasonlitottuk 6ssze (1d. 17. és 19. abrak).
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19. abra Az egyes T-sejt csoportok CTLA-4 és Foxp3 expresszidinak dsszehasonlitasa

4.5 A Treg sejtek CD26 expresszioja

A CD4'Foxp3'CD25" és CD4'Foxp3'CD25"" T, sejteken mindkét vizsglati
csoportban alacsonyabb CD26 expressziot mutattak, mint a teljes CD4" poolon. A teljes
vizsgalati csoport esetében a CD26" sejtek aranyai a kovetkezék voltak: CD4" T-sejtek:
82,46% [95% Cl: 80,72-84,2] vs. CD25”°" T, sejtek: 51,29% [95% Cl: 48,74-53,83]
vs. on CD25" T sejtek: 47,14% [95% Cl: 44,7-49,58] (Friedman-ANOVA, p<10>;
Wilcoxon post-hoc teszt: CD4* vs. CD25™™" T, vagy CD25" Ty p<l10” stat,
er6=0,99, CD25™" T, vs. CD25" Ty p=0,0002, stat. er6=0,7). A
CD4"Foxp3'CD25'CD26" sejtek aranya alacsonyabbnak bizonyult a TLDM betegekben
(CD26"/CD4"Foxp3'CD25": TIDM: 43,96% [95% CI:40,33-47,6] vs. CNTRL: 50,57%
[95% CI: 47,58-53,57], p=0,006, T-teszt, stat. er6=0,78).
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4.6 A Treq alcsoportok CXCR3 expresszidja

A CXCR3" sejtek aranya szignifikansan alacsonyabb volt a CD8"™9Foxp3*CD25"" Tyeq
sejtek, mint a CD8"Foxp3'CD25" T kozodtt (53,72% [95% CI: 51,06-56,38] vs.
39,89 [95% CI: 37,62-42,17, Wilcoxon-teszt p<10~, statisztikai erd =0,99; 20. &bra).
Ugyanakkor a TIDM ¢és kontroll csoport kozott nem volt kimutathatd kiilonbség.
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20. dbra A CD8™9Foxp3*CD25" és CD8"™Foxp3*CD25"" Tyey csoportok és ezek
CXCR3" és CXCR3" alcsoportjainak elkiilonitése és aranyaik dsszehasonlitisa

aramlasi citometria segitségével

4.7 A vizsgalt Ty paraméterek osszefiiggései metabolikus tényezokkel

Statisztikailag szignifikans, gyenge Osszefliggeés mutatkozott a
CD4'Foxp3'CD25'CD26" sejtek ardnya (CD26/CD4'Foxp3'CD25") és a HbAlc
értéke kozott a TIDM csoportban (r=0,39, p=0,0144, SRO). Bar statisztikailag
szignifikans, az Osszefiiggés erdsségét tekintve szintén marginalis Osszefliggés

mutatkozott az éhomi plazma glukéz és a CD25" T sejtek Foxp3 expresszidja kozott
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(r=0,26, p=0,026) a teljes vizsgalati csoportban. Az igen alacsony r? (0,15, illetve 0,07)
érték miatt a fentieket nem irhatjuk le valds Osszefliggésként. A Ty sejtek CD4”
populacion beliili aranya és az ¢homi plazma glukoz értéke kozott egy hasonld, bar
statisztikailag szignifikans, de igen gyenge Osszefiiggést (r=0,36, p=0,034) figyeltiink
meg, azonban csak az egészséges kontrollszemélyek kozott. Ezen feliil nem figyeltiink
meg Osszefiiggést a metabolikus és klinikai paraméterek (HbA1C, FPG, PPG, napi
inzulindozis) és azon paraméterek kozott, amelyekben kiilonbséget irtunk le a vizsgalt

csoportok kozott.

4.8 Az expresszios, metabolikus és endokrin paraméterek osszefiiggései genetikai
(DPP4 rs6741949, CTLA4 rs3087243, CD25 rs61839660, PTPN2 rs2476601)

polimorfizmusokkal

A vizsgalt allélok megoszlasat a vizsgalati alanyainkban és a 1000 Genomes adatbazis
eurdpai alcsoportjaban, tovabba a Hardy-Weinberg equilibrium teljesiilését a vizsgalati

csoportjainkra a XI. tablazatban foglaltuk Gssze.

481 A CTLA4 rs3087243 SNP Jsszefiiggése a CD25" T9 sejtek CTLA-4

expressziojaval

A CD8™Foxp3'CD25" Trey sejtek CTLA-4 expresszidja magasabbnak mutatkozott a
legaldbb egy minor (,,A”) allélt hordoz6 személyekben, mint a G allélt homozigota
formaban hordozokban (MFI; rs3087243-A allélt hordozok: 2,91 [95% CI. 2,74-3,08]
vs. G/G homozigéta alanyok: 2,52 [95% CI. 2,23-2,82], p=0,017, T-teszt, stat.
er6=0,66; 21. abra).
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XI. tablazat A genotipusok megoszlasa a kivalasztott génvariansokra (SNP) vonatkozdan a vizsgélati csoportban

Hardy-Weinberg

i | it | stk ratouot i | pncs | eaiion
teljesiilése
AA AG GG Allélok: G/A
CTLA4 | rs3087243 | TIDM | CNTRL | TIDM | CNTRL | TIDM | CNTRL | TIDM | CNTRL | 1000 Genomes (EUR) aanw_mwo,“_ﬂmmw_m:
91 | 147 | 455 | 441 | 455 41,2 |0,32(A) | 0,36 (A) 0,47 (A)
cc G GG Allélok: C/G
DPP4 | rs6741949 | TIDM | CNTRL | TIDM | CNTRL | TIDM | CNTRL | TIDM | CNTRL | 1000 Genomes (EUR) B_an_mwﬁo,ﬂ_mwmmw_mz
91 | 206 | 424 | 588 | 485 206 | 0,30(C) | 0,50 (C) 0,41 (C)
66 GT T Allélok: G/T
PTPN2| rs2542151 | TIDM | CNTRL | TIDM | CNTRL [ TIDM | CNTRL | TIDM | CNTRL | 1000 Genomes (EUR) B.M_wwo,ﬂﬂmmw_mz
61 | 29 | 303 | 176 | 63,6 79,4 | 0,21(G)| 0,12 (G) 0,14 (G)
T TC cc Allélok: T/C
CD25 [rs61839660 | TIDM | CNTRL | TIDM | CNTRL | TIDM | CNTRL | TIDM | CNTRL | 1000 Genomes (EUR) | TLDM csoportban
0 29 | 121 | 11,8 | 87,9 853 | 0,11(7) | 0,15(7N 0,07 (T)
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rs3087243 (CTLA4)

4,0
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7
—t

2,0

G/A+AfA

CTLA-4 expresszié aFoxp3*CD25* T, sejtekben
GfG
G/A
AfA
GG

33%  44,8% 11,9% 45,5% 54,5% ,2% 58,8%
Osszes vizsgalt személy (n=67) T1DM (n=33) CNTRL(n=34)
21. 4bra A Foxp3'CD25" Treg CTLA-4 expresszidja a CTLA4 rs3087243 genotipusok
szerint (atlagokat és 95% CI)

4.8.2 A CTLA4 rs3087243 genotipus Osszefiiggése a postprandialis GLP-1

plazmaszintekkel

A tesztétkezést kovetden 45 perccel vett plazmamintadkbol meghatarozott total GLP-1
koncentraciok szignifikdnsan alacsonyabbak voltak a teljes vizsgélati csoportban a
CTLA4 rs3087243-G/G genotipusti alanyokban, mint a minor (A) allélt hordozokban
(rs3087243-G/G genotipustiak: 12,5 pmol/l [95% CI:11,52-13,48] vs. A allélt hordozok:
15,62 pmol/L [95% CI: 14,33-16,9], p=0,0008, Welch T-teszt, statisztikai er6 =0,92).
Ezt a kiilonbséget megfigyeltiik tovabba a T1DM csoportban (rs3087243-G/G
genotipus: 12,77 pmol/L [95% CI: 11,34-14,2] vs. A allélt hordozok: 15,15 pmol/L
[95% CI. 13,28-17,02], p=0,0464, stat. power=48,16%, T-teszt) és az egészséges
kontrollszemélyek kozott (rs3087243-G/G genotipusuak: 12,21 [95% CI: 10,7-13,73]
vs. A allélt hordozok: 16,04 [95% CI: 14,13-17,95], p=0,01, T-teszt) is. Az rs3087243-A
allélt homozigdta és heterozigdta formaban hordozok kozott nem mutatkozott
statisztikailag szignifikans kiilonbség (egy rs3087243-A allélt hordozok: 15,47 pmol/L
[95% CI: 14,08-16,86] vs. homozigota rs3087243-A allél-hordozok: 16,19 [95% CI:
12,19-20,19], ANOVA p<0,05, Scheffé poszt-hoc teszt p=n.s.). Ugyanakkor az
ANOVA ¢és Scheffé poszt-hoc teszt egyértelmiien szignifikans (p=0,006) kiilonbséget
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mutatott a rs3087243-G/G genotipust személyek és a heterozigota A allélhordozok
kozott. Az rs3087243-A allél hordozasahoz mintegy 3,11 pmol/L-el magasabb
posztprandialis plazma GLP-1 szinttel jart a teljes vizsgalati csoportban (p=0,002). A
teljes GLP-1 koncentraciokhoz hasonld eltérés volt megfigyelheté a hasitott GLP-1
(GLP-1%) szamitott koncentraciojaban is a CTLA4 rs3087243 genotipustol fliggben
(teljes vizsgalati csoport, rs3087243-G/G genotipus: 7,96 pmol/L [95% CI: 6,97-8,94]
vs. A allélt hordozok: 10,57 pmol/L [95% CI. 9,31-11,82], p=0,0026, T-teszt,
statisztikai eré =0,82). Az aktiv GLP-1"*° koncentraciojaban és a szérum DPP4
enzimaktivitasban nem figyeltink meg a CTLA4 1s3087243 genotipussal

Osszefliggésben fliggo eltérést.

24 Ateljesvizsgalt populdciora ANOVA p<0.05 rs3087243 (CTLA4)
- p=8x10*
(stat. power=91,9%)
o I —
- p=0,01
18 p=0,006 p=0,0%6 —
16 E I

G+ AMA

45’ min prandialis GLP-1 plazmakoncentréacié
{pmol/L)
G/G
G/A
AfA
G/G

43,3% 44,8% 11,9% 45,5% 54,5% 41,2% 58,8%
Osszesvizsgalt személy (n=67) T1DM (n=33) CNTRL(n=34)

22. abra A tesztétkezés utan 45 perccel mért plazma GLP-1 értékek a hordozott CTLA4
rs3087243 allélok szerint (atlagok és 95% CI)

4.8.3 Tovabbi osszefiiggések az inkretin-valasszal és a szérum DPP4 enzimaktivitdassal

A TIDM korabbi manifesztacidja volt megfigyelhetd az rs3087243-A allélt nem
hordozé betegek kozott hatarérték szignifikanciaval (rs3087243-G/G genotipusu
személyek: 15,8 év [95% CI: 11,98-19,62] vs. A-allélt hordozok: 21 év [95% CI: 16,65-
25,35]; p=0,0713, T-teszt). A C-peptid negativ, és a rezidualis endogén
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inzulintermeléssel még rendelkezdk kozott ugyanakkor nem mutatkozott kiilonbség a
plazma GLP-1 szintekben, bar 0sszesen 8 beteg rendelkezett detektalhatdo C-peptid
szinttel és a két csoportban a betegség tartama jelentdsen eltért (7,96 év vs. 16,33 év). A
posztprandialis total plazma GLP-1 szintek tendencia szintli csokkenése volt
megfigyelheté a T1DM betegekben a betegség elorehaladtaval (r=-0,27), amely
valamivel kifejezettebb volt az rs3087243-G/G genotipust hordozokban (r=-0,41),

azonban a p-érték nem volt szignifikans (Pearson-teszt p=0,13).

Az éhomi szérum DPP4 aktivitas magasabb volt a DPP4 rs6741949 G/G genotipust
hordozokban, mint a legalabb egy C allélt hordozokban (45,34 U/l [95% CI: 40,57-
50,11] vs. 40,7 [95% CI: 38,6-42,79], p=0,0372, Welch T-teszt, statisztikai er6 =0,54).
A C allél hordozasa mintegy 4,6 U/l csokkenéssel volt 6sszefliggésbe hozhato a szérum

DPP4 aktivitasban (p=0,037).

p=0,037 rs6741949 (DPP4)
o A
p=0,5 p=0,066

o p=0,057 %

of iF I

w B3
35
30
25

34,3% 50,7% 15% 48,5% 51,5% 20,6% 79,4%
Osszes vizsgalt személy (n=67) T1DM (n=33) CNTRL(n=34)

=
'_|

GfC+ CGfC

Ehomi szérum DPP-4 enzimaktivitas [U/L)
G/G
G6/c
G/c
G/G

23. abra Az éhomi szérum DPP4 aktivitasnak a DPP4 rs6741949-G/C allélok

hordozéaséaval 0sszefiiggd eltérései (atlagok és 95% CI)
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5. Megbeszélés

Annak ellenére, hogy az insulitis, mint a TIDM kialakuldsanak hatterében allo
jellegzetes korszovettani eltérés évtizedek ota ismert, és az autoimmun folyamat egyre
tobb részletét értjiik, a B-sejt vesztés szamos vonatkozdsa maig sem tisztazott. Az
inkretin hormonok, elsésorban a GLP-1 (inaktivalasa altal pedig a DDP4) a
posztprandialis inzulinvalasz szabalyozasan és a B-sejtek tulélésének tamogatasan tal
immunologiai folyamatok szabalyozasaban is részt vesznek. A DPP4-inkretin
tengelyben bekovetkezé valtozasok jelentdségét egyre tobb adat (pl. a DPP4 széles,
immunologiai vonatkozasi — szubsztratkore) tamasztja ala T1DM-ben és igazolni
latszanak a DPP4 gatlokkal [254-256] és GLP-1 alapt kezelésekkel [256-258] elért
biztatd terapias részeredmények is. A TIDM betegek szérumdban kordbban mért
magasabb DPP4 enzimaktivitas [246] jelen vizsgalatunkban, illetve egy japan
munkacsoport altal [259] vizsgalatainktol fiiggetleniil is megerdsitésre keriilt. Tovabba
a szérum DPP4 aktivitas forditott Osszefiiggését figyeltik meg T1DM betegekben az
fényében a szolubilis DPP4 aktivitas csak az inkretin hormonok inaktivalasanak

mintegy 15%-aért [218-220] lehet felelds.

5.1 Periférids Theiper és Treg sejtek és egyes markereinek valtozasai T1IDM-ben

Tobb, a bevezetd részben mar idézett vizsgalat [58, 59, 61, 62] eredménye is arra utal,
hogy az autoimmunitds nem tekinthetd minden forméjédban definicio szerint kérosnak,
¢és a periférian megvaldsuld szabalyozd folyamatoknak meghatirozo szerepiik van az
¢lettani allapotok fenntartisaban. Ezen szabalyoz6 folyamatok zavara szamottevden
hozzajarul az autoimmun eredetii kérallapotok kialakulasahoz. A T1DM kialakulasaban
mai ismereteink szerint elsédleges a cellularis immunvalasz periférias szabalyozasaért
felelds Treg sejtek szerepe. A GWAS vizsgalatok soran azonositott kandidans gének
jelentds része kodol a Treg Sejtek indukciojahoz és funkcidjahoz sziikséges fehérjéket,
milkodésiiket szamtalan in vitro, human ¢és allatmodellekre épiil6é vizsgalat (nagyobb
részben NOD egerek) soran tanulményoztak. Mig a teljes Treg populdcié ardnyaban a

szerzOk tobbsége nem tudott egyértelmii eltérést kimutatni, egy, a kozelmultban kozolt
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vizsgalat soran in vitro is igazolhaté volt a TIDM betegekbdl szdrmazo Trq sejtek
csokkent szuppresszor funkcioja [261]. A Trg-vizsgalatok egyelére nem athidalhatd
technikai nehézsége, hogy a funkcidhoz legszorosabban kapcsolodd marker, a Foxp3
jelolése mindenképpen a sejtek pusztulasaval jar, funkcionalis sejtek igy csak indirekt
markerek felhasznalasdval nyerheték. A vizsgalati lehetOségeink ismeretében a
regulatoros karakterre specifikusabb, de a sejtek sziikségszerii fixalasaval és
permeabilizalasaval vizsgalhaté Foxp3 meghatarozasa mellett dontottiink. Ezt
egészitettik ki a gatldo funkcidhoz nélkiilozhetetlen CTLA-4 intracellularis
fehérjeexpressziojanak vizsgalataval, valamint a sejtfelszini aktivacidos marker CD25
(IL2-RA) vizsgalataval, ami lehetdséget biztositott, hogy elkiilonitsiik a feltehetden
aktiv (CD4'Foxp3'CD25") és a rezerv (CD4"Foxp3'CD25"") populaciét [184, 185]
alkotd Treq Sejteket. A teljes Treg populacié CD4™ T-lymphocyték kozotti ardnyaban nem
talaltunk kiillonbséget a TIDM betegek és az egészséges kontrollszemélyek kozott.
Ugyanakkor a ,,rezerv” Trg CD4"Foxp3"'CD25™" alcsoport szignifikansan magasabb
relativ aranyat figyeltilk meg a betegekben a teljes Teg populacion beliil. Ezen sejteket
jelentés Foxp3 expressziojuk egyértelmiien elkiiloniti a telijes CD4" T-lymphocyta
pooltol, ugyanakkor CTLA-4 expressziojuk, igy feltételezhetden a gatld kapacitasuk is
elmarad a CD25" Try sejtekétdl [262]. A Ty sejt alpopulaciok aranyéban talalt
kiilonbség azt a lehetdséget tamasztja ald, hogy a T1DM kialakul4dsaban jelentOs szerepe
lehet a Treq Sejtek egyfajta periférias érési zavaranak is. Eredményeink kozlése utan egy
évvel egy cseh munkacsoport hasonld megfigyelést tett: a CD25'FoxP3" (de nem a
Foxp3'Helios™) Treq Sejtek csokkent aranyat, illetve mindkét csoport csokkent CD25
expresszidjat irtak le hosszabb ideje fennalldo TIDM miatt kezelt gyerekek periférias
vérében, amely Osszefliggést mutatott az IL-2 medidlta STATS foszforildcios vélasz

zavaraval [263].

A flow citometrias vizsgalatokat genetikai vizsgalatokkal kiegészitve azt talaltuk, hogy
a CTLA4 rs3087243-G allélt homozigota formaban hordozok esetében a CD25" , aktiv”
Treg Sejtek CTLA-4 expreszidja szignifikdnsan elmaradt a legalabb egy A allélt
hordozoktol [264]. Eredményeink 0Osszhangban vannak egy korabbi vizgsalat
eredményével, amely soran a szerzék a CD4" T-sejtek magasabb CTLA-4 expressziojat
irtdk le az A allélt hordozd sclerosis multiplexben szenvedd betegekben a G allélt

homozigota formaban hordozokkal Osszehasonlitva [82]. A CTLA-4 T-sejt medialt
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immunvalasz gatlasaban beto6ltott meghatarozo szerepe alapjan feltételezhetd, hogy a
csokkent expresszidja csokkent gatld kapacitasnak felelhet meg, bar ennek kisérletes
koriilmények kozott torténd bizonyitdsara lehetdségeink egyelére nem voltak

elégségesek.

A CD4" és Trey populécio esetében egyarant megfigyelt alacsonyabb CD25 expresszio
T1DM betegekben [262] az IL-2 medialta jelatvitel zavarara utal, amelynek CTLA-4 is
része ¢s szabalyozoja is egyben. A CD25 expresszioban megfigyelt eltérések
jelentdsebbek, mintsem hogy kizarolag a vizsgalt betegpopulacionkban 11%-0s minor
allélfrekvenciaval megjelend CD25 rs61839660 génvarians hatasaval legyen
magyarazhat6. Ezért az IL-2 mediélta jelatvitel zavara feltételezhetben még tobb
tényezore vezethetd vissza. Az IL-2 medialta jelatvitel zavarat tdmasztjak ala TIDM-
ben tovabbi adatok, igy Todd és mtsai. megfigyelései is, akik T1DM betegek periférias
vérplazmajaban magasabb szolubilis CD25 (SCD25) szinteket irtak le [197]. Ez a
megfigyelés Osszhangban lehet az altalunk kozolt, eldbbiekben részletezett
eredményekkel, amelyek szerint a rezerv (CD4"Foxp3*CD25""") Tyey sejtpopulacio
aranya magasabb T1DM-ben, ugyanis az IL-2 képes a sajat receptorat up-regulalni, de a
magasabb szolublis CD25 szintek ezt a folyamatot gatolhatjdk. Habar a mi
vizsgalatunkban nem tortént sCD25 mérés a betegek plazmajaban, Todd és mitsai.
vizsgalatdban pedig nem hataroztak meg a Treg-ek sejtfelszini CD25 expressziojat, a két
vizsgalatot a fentiek értelmében lehet két egymast kiegészitd vizsgalatként értelmezni,
amelyek egyontetlien az IL-2 szignal valtozasaira utalnak. A rekombinans IL-2
aldesleukinnal végzett vizsgalatok [265-267] egyértelmiien alatdmasztjak az IL-2
jelatviteli Gtvonal jelentOségét a korkép kialakulasaban, jelenlegi formajukban azonban
inkabb a patogenezis megértését segitik. Az IL-2 tengelyen hato kezelési lehetdségek
terapias felhasznalasa csak a biztonsagossag igazolasa utan, valdsziniileg kombinalt

kezelések részeként johet szoba a jovoben.

Ebben az Osszetett rendszerben jelenlegi ismereteink szerint tovabbi meghatarozo, de
nem kizarélagos szereppel birhat a CXCR3 receptoron (CXCL9-11 kemokinek
receptora) keresztiil megvalosulo jelatvitel a Ty sejtek orientdlasaban [159],
ugyanakkor az ezt aldtdmasztd adatok jelentds része murin modellekbdl szarmazik és

tudomésunk szerint az aktiv és rezerv Ty alcsoportok kemotaktikus kapacitasara
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vonatkozoan nem alltak rendelkezésre adatok. Bar funkcionalis vizsgalatok elvégzésére
nem volt lehetéségiink, tudomasunk szerint els6kként irtuk le alcsoportokra bontva
(CD25" és CD25") & Tieq sejtek CXCR3 expressziojat és méréssel is igazolni tudtuk a
»rezerv” Treg sejtek jelentdsen magasabb CXCR3 expresszidjat az ,,aktiv”’ Treq Sejtekkel
bsszahasonlitva [260]. A CD25"°" Ty, sejtek alacsonyabb CTLA-4 expresszidja (igy
feltételezhetden alacsonyabb gatld kapacitasa) és magasabb CXCR3 expresszioja is
ezen sejtek rezerv jellegére utalhat, ami azt jelenti, hogy ezek a sejtek egyfajta
,készenléti” allapotban varakoznak orientald és aktivald stimulusokra. Az irodalmi

attekintésben részletezett jelatviteli utak ismeretében feltételezhetd, hogy a CD257o"

visszafogdsdhoz vezethet, azonban ez csak tovabbi, in vitro vizsgélatokkal lenne
igazolhatd. Ki kell emelniink, hogy a vizsgalt Ty alcsoportok kozott megfigyelt
kiilonbség a CXCR3 expresszioban egyarant megfigyelheté volt a TIDM és a kontroll
személyek csoportjaban, igy ez a megfigyelésiink 6nmagaban nem specifikus TIDM-re.
Ugyanakkor a ,rezerv” és ,aktiv’ Try alpopuldciokban észlelt aranyeltolodast a
T1DM-re jellemz6 eltérésként irtuk le [262]. A szabalyozas komplexitasat tovabb
arnyalja, hogy a CXCR3 ligandjai mind szubsztratjai a DPP4-nek. Tekintettel arra, hogy
a lymphocytdk homingja alapvetden a citokinek gradiensétdl fiigg, a szérumban
megfigyelt magasabb DPP4 aktivitas, amely nem jar a lymphocyta-felszini CD26
expresszid paralell emelkedésével, elméletileg eltérfen befolyasolhatja a kiilonbozd

valaszkészségli Treq alcsoportok homingjat.

5.2 Az immunreguliciot befolyasolo genetikai tényez6k kapcsolata az

inkretinvalasszal

Jelen ismereteink szerint a CTLA4 rs3087243-G polimorfizmushoz 1,2-szeres
kockazatnovekedés tarsul TIDM kialakulasara, emellett a CTLA4 ugyanezen egypontos
génvaridnsat mint a TIDM ¢és a coeliakia kozos genetikai kockazati tényezdjét (,,shared
locus”) is leirtak [76, 268]. A CTLA4 rs3087243-G allélja globalisan, eurdpaiakban,
illetve az altalunk vizsgalt populdcioban is major allélnak tekinthetd, és ezzel
Osszefliggésben tartjuk fontosnak, hogy az rs3087243-G/G homozigdta genotipus

megjelenési gyakorisdga is magas (sajat vizsgalatunkban 43%), ezért az altalunk
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bemutatott prandidlis GLP-1 valasz csokkenésére vonatkoz6 eredményeknek
szélesebbkorl jelentésége is lehet [264]. A csokkent GLP-1 valasszal 6sszefliggésben
tudomasunk szerint eddig egyetlen alacsony frekvenciaji génvaridns homozigota
formajat tudtak azonositani, ami Osszességében tizezerbdl négy eurdpai embert érinthet
megfeleld asszociaciot csokkent inkretinvalasszal a jelen munkat megel6zéen eddig
nem tudtak &sszefiiggésbe hozni. Tekintettel arra, hogy a Foxp3'CD25" Ty sejtek
CTLA-4 expresszidjan kiviil tovabbi funkciondlis immunologiai vizsgalatot nem
végeztink, ami aCTLA4 rs3087243-G allélt homozigdta formaban hordozok
alacsonyabb prandialis GLP-1 plazmaszintjeinek [264] hatterében allo folyamatot
feltarhatna, igy jelen munkaban elsédlegesen az 0j asszociacid leirasara szoritkozunk.
alapjan felvetddik egy olyan lehetdség is, hogy a fiziologids autoimmunitas
limitalasdban alapvetd jelentéségli CTLA4 gén ezen varidnsa hozzajarulhat egy

esetleges, az L-sejtek funkciozavarahoz vezetd folyamat kialakulasahoz is.

Emellett a TIDM egyik leggyakoribb és az intestinalis mucosat kozvetlentil érintd
autoimmun tarsbetegségeként mindenképpen emlitést érdemel a coeliakia, amelynek
kialakuldsara magasabb rizikot jelent az altalunk vizsgalt CTLA4 rs3087243-G allél
homozigdta formaban torténé hordozasa [268]. Az, hogy a vizsgalatunkban nem
talaltunk kozvetlen Osszefiiggést a csokkent GLP-1 valasz és coeliakia k6zott nem
jelenti a végsd szot a kérdés vizsgalataban, hiszen a coeliakiara pozitiv
mintaelemszamunk igen alacsony volt. Ezzel Osszefiiggésben a bélmucosa barrier
funkciojanak és immunhomeosztazisanak karosodasara vonatkozdan tobb korabbi
lényeges megfigyelés is rendelkezésre all T1DM-ben [270-272], azonban ezek

vizsgalata nem képezte vizsgalataink, igy a disszertacio targyat.

Blaslov és mtsai. alacsonyabb plazma total GLP-1 szinteket mértek TIDM betegekben
egészséges kontrollszemélyekhez képest, és a kiilonbség még jelentdsebb volt a
metabolikus szindromaban is szenvedd T1DM betegek esetében [273]. Az utobbi
megfigyelés a jelenlegi eredmények (illetve a GLP-1 hepatikus hatasai [2]) alapjan egy

forditott logika/szekvencia szerint is 1étrejohet: az arra hajlamos személyek (koztiik a
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CTLA4 rs3087243-G/G homozigétak, A allélt nem hordozok) alacsonyabb prandialis
GLP-1 szintekkel rendelkezhetnek [260, 274].

A DPP4 gatlokkal [254-256] és GLP-1 mimetikumokkal [256-258] végzett
vizsgalatokban kezdetben biztato elézetes eredmények sziilettek. A liraglutiddal végzett
legutobbi ADJUNCT ONE vizsgalat azonban nem hozott atiité6 eredményeket a T1DM
betegekben, habar inzulinterapia mellett alkalmazva doézisfiggéen kisfokban
csokkentette a HbAlc értéket, a teljes napi inzulinsziikségletet, valamint a testsulyt a
placebohoz képest [275]. A magasabb szimptomatikus hypoglycaemia arany a teljes

T1DM populacidban a kezelés klinikai alkalmazasat korlatozta.

5.3 A DPP4-inkretin tengely valtozasai TIDM-ben, és ezek dsszefiiggése

hematologiai paraméterekkel

A jelen alfejezetben taglalt eltérések csak érintdlegesen képezik a doktori értekezés
részét, a vizsgalat soran mellékleletként lettiink figyelmesek néhany Osszefiiggésre a

DPP4-inkretin tengely valtozasai és egyes hematologiai paraméterek kozott.

A kontrollszemélyekben megfigyelt direkt 6sszefliggés a lymphocytaszam és a hasitott
GLP1%3® kozott [260] egybevag a mas munkacsoportok éltal leirt, a GLP-1*%-nak a
hogy egyes DPP4 gatlok mellékhatasaként lymphopaeniat figyeltek meg [276, 277].
Jelen ismereteink szerint feltételezhetd, hogy a GLP-172° a GLP-1 receptortd] fiiggetlen
jelatvitelen keresztiil megvalosulod hatasokkal is rendelkezik (kettds receptor hipotézis)
[278]. Emlitést érdemel emellett, hogy a lymphocytdk kemotaxisat alapvetden
befolyasold6 CXCL-12 plazmaszintjét a DPP4 gatlo kezelés befolyasolhatja [279], igy a
szérum DPP4 aktivitas valtozadsa akar két szinergista tuton is befolyasolhatja a

1% vs. abszolut

lymphocytamobilizaciot. A fenti negativ korrelacio (GLP-
lymphocytaszam) tovabbi vizsgalat targyat képezheti. Amennyiben erre, iletve TIDM
betegekben ennek hianyara vonatkoz6 megfigyelésiink megerdsitést nyer, az

immunregulacié zavaranak 0j tényezéjére is utalhat.
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6. Kovetkeztetések

Vizsgalatunk célja a DPP4-GLP-1 tengely és az autoimmun folyamat kapcsolatinak
pontosabb megértése volt 1-es tipusu cukorbetegekben. Eredményeinkbdl a kdvetkezd

kovetkeztetéseket vontuk le:

e A TI1DM betegekben megfigyelt szérum DPP4 aktivitas-emelkedés stabil
eltérés, amely az inkretin tengelyre gyakorolt hatasan tilmutatd szereppel birhat
immunoldgiai folyamatok szabalyozéasaban:

o A TIDM betegek szérumaban korabbi vizsgalataink soran mar
Kimutatott ~ magasabb ~ DPP4  aktivitas  vizsgalataink  soran
reprodukalhatonak bizonyult, emellett a statisztikailag szignifikans
osszefliggését  figyeltik meg a  prandidlis  aktiv ~ GLP-1"%
plazmaszintekkel. Ez meger6siti azt a feltételezésiinket, hogy a
megfigyeléseink valos kortani jelentdséggel birnak, ugyanakkor a
megeldzd kézleményekkel egybevagdan arra is kdvetkeztethetlink, hogy
a szérum szolubilis DPP4 enzimaktivitasnak a GLP-1 inaktivalasaban
hozzavetdleg 15% szerepe lehet és a GLP-1 inaktivalasa dont6 tobbsége
membranhoz kotott DPP4 aktivitas kovetkezménye.

o A Thasitott (,inaktiv’) GLP-1%*® forma plazmaszintjének direkt
Osszefiiggése a lymphocytaszammal kontrollszemélyekben (de nem
T1IDM betegekben) a kettés receptor hipotézis (GLP-1°%° GLP-1
receptortol fliggetlen hatasait magyarazo elmélet) ismeretében utalhat a

GLP-1%2® medialta jelatvitel zavarara T1DM-ben.

e A Try (CD4"Foxp3") sejtek aranyaban nem figyeltiink meg kiilonbséget a
TIDM betegek és kontrollszemélyek kozott. Ugyanakkor tudomasunk szerint
elséként  vizsgaltuk a rezerv” (CD4'Foxp3'CD25"™) T, sejtek
markermintazatait TAIDM-ben, és els6ként irtuk le magasabb aranyukat a teljes
Treg populacion beliil. Ezekbdl az (1 eredményekbdl arra kovetkeztetiink, hogy a
T1DM immunregulacié zavardnak része lehet a Trg sejtek finomabb periférias

érési zavara.
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Tovabba a Foxp3'CD25"°" Ty sejtek két meghatarozo jellemzéjét irtuk le,
amelyek onmagukban nem specifikusak T1DM-re, az alcsoportok aranyanak

valtozasan keresztiil azonban mégis lehet jelentdségiik a patogenezisben:

o A CD25™" T, sejteket az alacsonyabb CTLA-4 expressziojuk
megkiilonbozteti az aktiv Tyeq sejtektdl, amely feltételezhetden Osszefiigg
a csOkkent gatlo kapacitasukkal.

o Tudomasunk szerint ugyancsak elséként irtuk le, hogy a CD25™" T,
sejtek CXCR3 expresszidja ugyanakkor jelentdsen meghaladja a CD25"
Treg sejtekét, amely fokozott kemotaktikus vélaszkészséget valoszintisit.
Az ismert jelatviteli utak ismeretében feltételezhetd, hogy ezek a sejtek
egyfajta készenléti allapotban varakoznak orientald stimulusokra, ami a
sejteknek az immunvalasz helyére valé odatalalasat segitheti. Ezt
kovetden amennyiben aktivacidjukat tamogatd (elsésorban IL-2 alapt)
citokinkornyezetbe jutnak, kemotaktikus valaszkészségiik csokkenhet,

CTLA-4 medialta gatld kapacitasuk megnohet.

Eredményeink arra utalnak, hogy a CTLA4 rs3087243-G polimorfizmus
homozigéta formaban torténé hordozésa az aktiv (CD25") Ty sejtek
alacsonyabb CTLA-4 expresszidjaval, igy feltehetéen alacsonyabb szuppressziv
kapacitasaval jar, amely részben magyardzat lehet a GWAS vizsgélatok soran
észlelt TIDM kockazatnovekedésre, illetve tagabb értelemben szerepére tobb
autoimmun betegségben. Ugyanakkor —bar ezt a kis mintaclemszam miatt
kétséget kizardan igazolni nem tudtuk- felmeriil, hogy a CTLA4 rs3087243-G
polimorfizmus a betegség kialakulasara vonatkozo 1,2-szeres rizikondvekedést
meghaladé mértékben befolyasolhatja a klinikai manifesztacié idOpontjat és

esetleg a korlefolyas tovabbi klinikai jellemzdit.

Tudomasunk szerint elséként irunk le egy gyakori génvarians Osszefliggését a
csokkent GLP-1 valasszal, azaltal, hogy a CTLA4 rs3087243-G/G genotipus és a
csokkent 45 perces prandialis totdl GLP-1 koncentraciok kozott szignifikdns és
megfeleld statisztikai erdvel jellemezhetd asszocidcidt tudtunk kimutatni a

T1IDM jelenlététol fiiggetleniil. Tekintettel a CTLA4 rs3087243 kockazati
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genotipus prevalenciajara allaspontunk szerint ez a génvaridns kandidansként
jon szoba az inkretinvalasz/terapia személyreszabasat célzo jovoébeni
vizsgalatokban. Tekintettel arra, hogy ez a génvaridns nem kodol6 szakaszon
helyezkedik el (,,near gene”), ezért mind a csokkent CTLA-4 expresszidhoz
vezetd pontos genetikai szabdlyozas megértése, mind a gén ismert funkcidja
kovetkeztében felvetheté immunoldgiai hatterii L-sejt funkcidzavar vizsgalata a

jOvo feladata.

Tudomasunk szerint elsdként irjuk le a DPP4 rs6741949 intronvariansanak G/G
genotipusdt a magasabb szérum DPP4 enzimaktivitdssal Osszefiiggsésben.
Ugyanakkor az aktivitastobblet hatterét és esetleges kortani jelentOségét tovabb
vizsgélni egyelére nem volt lehetdségiink, igy nem tudjuk, hogy az enzim
aktivitdsa, vagy mennyisége altal valtozik a szérumban mérhetd aktivitas,
illetve, hogy az egyes szovetekre jellemzé DPP4 aktivitas, valamint az

asszociacio létrejottének pontos genetikai mechanizmusa hogyan alakul.
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7. Osszefoglalas

Eset-kontroll vizsgdlatunk sordn az immunregulacié véltozasait és azok Osszefliggéseit
tanulmanyoztuk a DPP4-inkretin tengellyel 1-es tipusu diabetes mellitusban (T1DM).
Aramlasi citometridval meghataroztuk a regulatoros T-sejtek (CD4'Foxp3™ T-
lymphocytak, Treg) és szubpopulacioik aranyat, valamint a funkciojukat és homingjukat
meghataroz6 CD25, CTLA-4 és CXCR3 markereik expressziojat. ELISA modszerrel
meghatdroztuk a plazma posztprandiélis (45 perccel standard étkezés utan) teljes és
aktiv  (7-36) valamint szamitassal a hasitott (9-36) GLP-1 koncentracidjat,
enzimkinetikus assay altal a szérum éhomi DPP4 aktivitasat. Meghataroztuk a vizsgalt
alanyok genotipusat négy, irodalmi adatok alapjan kivalasztott génvariansra nézve
(SNP-k: DPP4 rs6741949, CTLA4 rs3087243, CD25 rs61839660, PTPN2 rs2476601).
Korébbi eredményeinket megerdsitve magasabb szérum DPP4 aktivitast taldltunk
T1DM betegekben, amelynek értéke a T1DM csoportban forditott 6sszefliggést mutatott
bizonyult DPP4 rs6741949-G/G homozigotikban. A plazma hasitott GLP-17°
koncentracioja direkt Osszefliggést mutatott a lymphocytaszammal
kontrollszemélyekben, mig TIDM betegekben nem. A teljes Ty populacié aranyaban
nem észleltlink eltérést, azonban ezen beliil magasabb volt a CD25™v (,rezerv’”) Treg
sejtek aranya. Ezen sejtek az aktiv (CD25") Treq sejtekkel dsszehasonlitva magasabb
CXCR3, és alacsonyabb CTLA-4 expressziot mutattak. A CD25" Ty sejtek CTLA-4
expresszidja és a plazma posztprandidlis total GLP-1 koncentracidja is magasabbnak
bizonyult a legalabb egy CTLA4 rs3087243-A allélt hordozokban a G allélt homozigota
formaban hordozokkal 6sszehasonlitva mindkét vizsgalati csoportban.

A T1DM-ben bekovetkez6 immunregulacids zavar része lehet a Treg sejtek periférias
aktivacidjanak, érésének zavara a CD4'Foxp3'CD25'/CD4*Foxp3*CD25""
aranyeltolodas alapjan. Eredményeink a DPP4-inkretin rendszer eltéréseinek korélettani
jelentéségére utalhatnak T1DM-ben. Elsoként irtuk le egy gyakori genetikai varians
(CTLA4 rs3087243 GI/G genotipus) 0Osszefliggését csokkent prandialis GLP-1
plazmakonecentraciokkal TIDM fennallasatol fiiggetleniil. Az Osszefliggés hatterében
felmeriilhet az L-sejtek immunologiai eredetli karosoddsanak lehetdsége.
Gyakorisagabol adoédoan a CTLA4 rs3087243 kandidans genetikai variansként

felmeriilhet a jovOben az inkretinvalasz, illetve inkretin-alapt terapidk vizsgalataban.
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8. Summary

The aim of our case-control study was to investigate the alterations of immune
regulation in type 1 diabetes (TIDM) and their relations with the DPP4-incretine axis.
We assessed the proportion of regulatory T-cells (Treq, CD4"Foxp3™ T-lymphocytes)
and their subpopulations as well as the expression of certain markers (CD25, CTLA-4,
CXCR?3) related to their function and homing by flow cytometry. Total and active (7-
36) GLP-1concentrations were measured from prandial plasma samples taken ’45
minutes after a standardized meal. Concentrations of cleaved (9-36) GLP-1 were
calculated. Fasting serum DPP4 activity was determined in a continuous monitoring
assay. The genotypes of the participants were assessed for four selected polymorphisms
(SNPs: DPP4 rs6741949, CTLA4 rs3087243, CD25 rs61839660, PTPN2 rs2476601).
We confirmed our previous results regarding the higher serum DPP4 enzymatic activity
and found its values to be inversely correlated with the plasma concentrations of active
GLP-1"*® in the T1DM study group. Furthermore the serum DPP4 activity was higher
in the DPP4 rs6741949-G/G homozygous individuals. The plasma concentrations of
cleaved GLP-1%%¢ was directly correlated with lymphocyte count in controls, but not in
T1DM individuals. The proportions of the total T.q population was similar in the two
study groups, however, the proportion of CD25"°" (,reserve™) Trgs was higher in
T1DM subjects. These cells showed higher CXCR3 and lower CTLA-4 expression
when compared to active (CD25") Tyeq cells. The CTLA-4 expression of CD25" Ty
cells and surprisingly the plasma concentrations of total GLP-1 were also higher in
individuals carrying at least one CTLA4 rs3087243-A allele compared to those
homozygous for the G allele.

According to the altered proportion of CD4"Foxp3'CD25" and CD4*Foxp3*CD25""
TregS an impaired perypheral maturation and activation of T4 cells might be part of the
immune dysregulation in TLDM. Our results suggest the pathophysiologic significance
of the DPP4-incretin axis in TLDM. We first report the association between a common
gene variant (CTLA4 rs3087243 G/G genotype) and reduced total prandial plasma GLP-
1 concentrations independent of T1IDM in our cohort. One may speculate that an
immune response-related L-cell damage might explain this novel association. Based on
its prevalence in the population the CTLA4 rs3087243 might potentially be considered

as a candidate gene variant for future trials tailoring the incretin response/therapy.
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K6sz6ném Dr. Varga Timeanak, hogy Ph.D. munkéjaban lefektette azokat az alapokat,
amelyekre vizsgalataink megtervezésekor tamaszkodtunk.

Halaval tartozom I. sz. Patolégiai és Kisérleti Rakkutatd Intézet Aramlasi Citometrias
Laboratériumabol Dr. Barna Gabor laborvezetének és Szabd Orsolydnak, akik
iranymutatdsa, a méréseink beallitdsdban nyujtott segitsége nélkiil a vizsgalataink nem
valoésulhattak volna meg.

Koszonom Dr. Patécs Attila egyetemi docensnek, hogy a genetikai vizsgalatainkat
Semmelweis Egyetem II. sz. Belgyodgyaszati Klinika Endokrin Laboratoriumaban
végezhettiik. Az allélspecifikus PCR vizsgalatok elvégzésében kdszondom Dr. Nyird
Gabor és dr. Molnar Agnes segitségét és iranymutatasait.

Ko6szonom Németh Laszlo (ELTE, Természettudomanyi Kar, Valdszintiségelméleti és
Statisztika Tanszek) segitségét a statisztikai elemzésben.

K6szonom Prof. Dr. Vér Agota, Dr. Kukor Zoltan és Dr. Bartha Csaba segitségét abban,
hogy lehet6vé tették méréseink végzését a Semmelweis Egyetem Orvosi Vegytani,
Molekularis Biolodgiai €s Patobiokémiai Intézetében.

Ko6szonom Dr. Komlési Zsolt egyetemi adjunktus Segitségét a magnetic bead alapu
DNS izolalasban.

Koszonom dr. Olah Agnes egykori TDK hallgaté konstruktiv segitségét a vizsgalatok
elvégzésében és kiértékelésében.

Ko6szonom Dr. Miizes Gyorgyi Docens Asszony kozleményeinkhez adott épitd
kritikajat.

Koszoném Dr. Racz Karoly Professzor Urnak, hogy lehetévé tette a részvételt a

Semmelweis Egyetem II. Belgyogyaszati Klinikan foly6 kutatomunkaban.
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