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Roviditések jegyzéke

ANOVA: varianciaanalizis (analysis of variance)

ATPO: thyreoperoxidaz elleni antitest

CNTRL: kontrollszemély

CTLA-4: cytotoxikus T-lymphocyta-asszocialt protein 4
CXCR: CXC chemokine receptor

DPP4: dipeptidyl peptidase 4

ELISA: enzyme-linked immunosorbent assay

Foxp3: forkhead box P3

GADA: glutaminsav dekarboxilaz elleni autoantitest
GLP-1: glucagon-like peptide-1

HbAlc: hemoglobin Alc (glikohemoglobin)

ICA: szigetsejt elleni autoantitest (islet cell autoantibody)
IL: interleukin

IL2RA: IL-2 receptor o lanc

MFI: median fluoreszcens intenzitas

PTPN2: protein tyrosine phosphatase, non-receptor type 2
SNP: single nucleotid polymorphism

T1DM: 1-es tipusu diabetes mellitus

Treq: regulatoros T-sejt



1.Bevezetés

Bar az insulitist, mint az 1-es tipusu diabetes mellitus (T1DM) kialakuldsanak
hatterében allo jellegzetes korszovettani eltérést hosszl évtizedek oOta ismerjiik,
és az autoimmun folyamat egyre tobb mozzanata is vilagossa valik, a B-sejt
vesztés szamos vonatkozdsa maig sem tisztazott. Az inkretin hormonok,
els6sorban a GLP-1 (és kozvetve az elbontasaért legnagyobb részben felelds
DPP4) a postprandialis inzulinvalasz szabalyozasan és a B-sejtek tulélésének
timogatasan tul immunoldgiai folyamatok szabalyozasaban is részt vesznek. A
DPP4-inkretin tengelyben bekovetkezd valtozasok szerepének jelentOségére is
egyre tobb adat utal TLDM-ben. Munkacsoportunk korabban magasabb szérum
DPP4 enzimaktivitast irt le TLDM betegekben. Valos jelentdségét sejtetik a kis
esetszamu vizsgalatok DPP4 gatlokkal elért terapias részeredményei mellett a
DPP4 széles, immunologiai vonatkozasu szubsztratkore, tovabba az aktiv és
hasitott GLP-1 immunmodulans hatasai is. Az autoimmunitasr6l alkotott
felfogas is atalakuldban van, ma mar nem tekinthet6 definicid szerint korosnak
az autoantitestek és autoreaktiv T-sejtek jelenléte. A manifeszt korallapotok
kialakulasdban inkabb a periférian iS megvalosulé szabalyozd folyamatok
zavara lehet a meghatarozo. Bar az immunregulacié szamos pontjan
bekovetkezhet zavar, ezek valds jelentdsége az egyes korképek, igy a TIDM
kialakulasaban egyelére nem egyértelmil. A sejtkdzvetitett immunvalasz
limitalasaban a periférian alapveté jelentségiiek a Foxp3™ regulatoros T-sejtek
(Treg). Egyes adatok arra utalnak, hogy az aktiv CD4'Foxp3°CD25" sejtek
mellett egy CD4"Foxp3*'CD25™" alcsoport is jelen van és egyfajta rezerv
poolt képezhet, amely aktivaciot kovetdéen valhat az immunfolyamatok
hatékony szabalyozojava. A rezerv Ty, sejtek T1DM-ben betoltott
jelentdségérdl egyelére nem allt rendelkezésre adat. A T1DM kialakulasaban
szamos immunologiai vonatkozasu genetikai tényezd szerepe is jol bizonyitott

volt mar a kutatasunk meginditasa el6tt.



2. Célkitizések

2.1

2.2

2.3

2.4

A munkacsoportunk 4altal T1DM miatt kezelt betegek szérumdban
kimutatott magasabb DPP4 aktivitas Osszefiiggésének vizsgalata GLP-1

plazmaszintekkel, valamint a vizsgalt immunoldgiai paraméterekkel.

A CD4'Foxp3" T, sejtek, illetve CD25" (aktiv) és CD25"" (rezerv)
alcsoportjaik aranyanak mérése mellett ezen alcsoportok gatlo (CTLA4) és
kemotaktikus (CXCR3) kapacitasat jellemzé markerek expresszidjanak
vizsgélata T1DM betegek és egészséges kontrollszemélyek periférias

vérmintaiban.

A GLP-1 aktiv (7-36) és DPP4 altal hasitott (9-36) hasitott formajanak
tulajdonithaté immunoldgiai hatasok pontosabb megismerése T1DM-ben,

illetve egészséges kontrollszemélyekben.

Néhany, a Ty sejtek miikodését alapvetden meghatirozé génterméket
kodolo gén kockazati polimorfizmusainak és a DPP4 egy ismert, gyakori
polimorfizmusanak (SNP-k: DPP4 rs6741949, CTLA4 rs3087243, CD25
rs61839660, PTPN2 rs2476601) meghatarozasa az altalunk vizsgalt
populacidban, és ezek befolydsanak felmérése az inkretinvalaszra, a
szérum DPP4 aktivitdsra, valamint az immunregulacié Aaltalunk

meghatarozott markereire.



3. Modszerek

3.1 Vizsgalatba bevont személyek

T1DM betegek (39 £6; klinikailag diabetes mellitus mellett C-peptid negativitas
és/vagy ICA/GADA autoantitest pozitivitas) és korban és nemi Osszetételben
illesztett kontrollszemélyek (36 f6) mintait vizsgaltuk. A lymphocyta-
szubpopulaciok aranyainak meghatarozasahoz minden vizsgalt alany (T1DM:
39 16, kontroll: 36 f6) mintai felhasznalasra keriiltek. A DPP4-inkretin-tengely
paramétereinek vizsgalatakor az igen jelentds anyagcsere-kisiklast mutatok
adatait figyelmen kiviil hagytuk, igy a TIDM alanyok szama 34-re modosult
35 kontrollszemély mellett. A genetikai vizsgalatok soran 33 T1DM és 34
kontrollszemély adatait elemeztiik (a célzott kizarasokon kiviili tovabbi

csokkenés okai invalid mérési eredmények).

3.2 Az inkretin tengely miikodésére vonatkozo vizsgalatok

3.2.1 DPP4 enzimaktivitas meghatarozadsa

Korabbi vizsgalataink szerint prandialis valtozast nem mutatdé szérum DPP4
aktivitast nativ éhomi szérum-mintdkbol microplate alapu kinetikus médszerrel
hataroztuk meg. A szérummintakat -20, majd -80 C-on taroltuk.
Szubsztratként Gly-Pro-pNA-t hasznaltunk. Az enzimaktivitdas U/L-ben adtuk
meg a Gly-Pro-pNA hidrolizise soran 30 perc alatt keletkez$ szines
paranitroanilin mennyiségéb6l, amit 405 nm-en fotometridas méréssel

hataroztunk meg Varioskan Flash eszkdzon.



3.2.2 GLP-1 koncentraciok meghatarozasa

EDTA-val, sitagliptinnel és proteaz-inhibitor cocktaillel kezelt csévekbe
standard tesztétkezést (50 g szénhidrat, 22 g fehérje, 9 g zsir) kovetéen 45
perccel levett vérmintakbol nyert plazmat hasznaltunk a csucs inkretin-szintek
meghatarozasahoz. A GLP-17° ( aktiv”) és az &ssz. GLP-1 (GLP-17° ¢s
GLP-1"%) koncentraciokat kiildsn is meghatiroztuk ELISA moédszerrel. A

hasitott GLP-1%%° plazmakoncentraciokat a ketté kiilonbségébél szamitottuk.

3.3 Aramlasi citometrias mérések

EDTA-val antikoagulalt éhomi vérmintakat vizsgaltunk a mintavétel napjan.
Minden mintabdl harom csovet allitottunk Osszes: az elsdben teljes fixalast és
permeabilizalast végeztiink jelolés nélkiil. A 2. és 3. csdvekben fluoreszcens
antitestekkel jeloltiik a vizsgalt sejtfelszini (CD3, CD4, CD8, CD25, CD26,
CD44, CXCR3) és intracellularis (CTLA-4, Foxp3) markereket. Az expresszio
mérése Beckman Coulter Navios dramlasi citométerrel, a kiértékelés Beckman

Coulter Kaluza szoftverrel tortént.
3.4.1 Kapuzasi stratégia

A lymphocytakat oldalsé és eldre iranyuld fényszorasuk alapjan azonositottuk.
A CD3" T-sejtek csoportjan beliil elkiilonitettik a CD4" helper és CD8"
cytotoxikus T-sejteket. Elobbiek kozott a Ty sejtek elkiilonitése Foxp3
expressziojuk alapjan tortént. Meghataroztuk az egyes sejtcsoportok CD25,
CD26 és CTLA-4 expressziojat, elkiilonitettik a CD25% és CD25"" Ty
sejteket. CD25 és Foxp3 esetében a jeldletlen csében észlelt autofluoreszcencia
jelentette a marker-pozitiv sejtekre vonatkozo cutoff értéket. A CD25 és

CTLA-4 expressziot median fluoreszcens intenzitisként (MFI) is megadtuk.



3.5 Tovabbi laborparaméterek meghatarozasa

A rutin laboratoriumi (vérkép, plazma gluk6z, HbAlc, kreatinin, majenzimek,
szérum koleszterinértékek), immunologiai (szervspecifikus autoantitestek:
ATPO, ICA, GADA, parietalis sejt elleni antitest) és endokrin paraméterek (C-
peptid, TSH, B12-vitamin, chromogranin) meghatirozdsa a Semmelweis
Egyetem Kozponti Laboratoriumaban, illetve a Semmelweis Egyetem II. sz.
Belgyogyaszati Klinika Endokrin Laboratoriumaban  tortént  standard

modszerekkel.

3.6 Genetikai vizsgalatok

Harom, az immunregulacioban jelentés (CTLA4, CD25, PTPN2) gént érintd
T1DM riziko-polimorfizmust és a DPP4 egy ismert, gyakori polimorfizmusat

vizsgaltuk, fébb tulajdonsagaikat az alabbi tablazat tartalmazza.

3 Régio és e, MAF A kodolt protein
Gn | clhelyezkedés | NZKOSNP 11500 genomes funkciéja
IL2RA 10p15.1 AT sejt aktivacio
1 7
(CD25) intron rs61839660 0,07(T) markere és mediatora
CTLA4 2933.2. 13087243 | 0,7(a) | ~CD28analdgja,aT-
génkozeli sejt aktivacio gatldja
Gatolja a B-sejt
prenz | 18p11.21 rs2542151 | 0,14 (G) | apoptézist, de az IL-2
intergénikus e e .
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2q024.2 i S
DPP4 .q 4 rs6741949* 0,41 (0) Ink.retlr.1 hormon?k és
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A magnetic bead alapti modszerrel végzett human genomialis DNS izolalast
kovetden a genotipizalast biallélikus diszkriminaciora alkalmas TaqMan assayk
segitségével végeztik ABI 7500 Fast Real-Time PCR rendszeren a
Semmelweis Egyetem II. sz. Belgyogyaszati Klinika  Endokrin

Laboratériumaban.



3.7 Statisztikai modszerek

Az adatokat Statsoft Statistica szoftverrel értékeltik. Az eloszlas-vizsgalatot
kovetéen (Shapiro-Wilks, Kolmogorov-Smirnoff tesztek) a kovetkezo teszteket
hasznaltuk a TIDM és a kontrollcsoport dsszehasonlitasara: kétmintas T-proba
és Mann-Whitney U-teszt (fliggetlen valtozok), egyutas ANOVA és Kruskal-
Wallis ANOVA (tobb fiiggetlen valtozo), parositott T-préba és Wilcoxon-teszt
(fiiggd valtozok), Friedman-ANOVA (tobb fiiggd valtozo), tovabba Spearman
és Pearson-féle korrelacios tesztek. A genetikai vizsgalatokban meghataroztuk

a Hardy-Weinberg ekvilibriumtdl vald deviaciot Khi-négyzet probaval.



4. Eredmények

Az alabbiakban azokat az eredményeket tiintettiik fel, amelyek statisztikai
értelemben szignifikansnak bizonyultak és megfeleld statisztikai erével voltak
kimutathatéak, tovabba jelen tudasunk szerint egyéb (klinikai, kortani)

értelemben is szamottevdek lehetnek.

4.1 Szérum DPP4 aktivitas és GLP-1 plazmaszintek dsszefiiggése

A T1DM betegek szérumaban jelen vizsgalatunkban is magasabb szolubilis
DPP4 aktivitast mértiink (T1DM: 44,13 U/l vs. CNTRL: 40,29 U/l, p=0,025).
A szérum DPP4 enzimaktivitis és a plazma aktiv GLP-1"*° koncentracioja
kozott szignifikins negativ Osszefiiggést (r=-0,53, p=0,002) mutattunk ki a
T1DM csoportban.

4.2 Az inkretin-tengely vizsgalt paraméterek osszefiiggései hematologiai

paraméterekkel

Egészséges kontrollszemélyekben a GLP-1°* plazmakoncentracidja direkt
Osszefliggést mutatott a lymphocytaszammal (G/1) (r=0,58; p=0,0003). Az

Osszefiiggés T1DM betegekben tendencia szintjén sem volt megfigyelheto.

4.3 Theiper €s Treq Sejtek CD25 expresszidja

A CD4" T-sejtek CD25 expresszioja (MFI) alacsonyabbnak bizonyult a TLDM
csoportban (TIDM: 0,74 vs. CNTRL: 1,21, p<10™). A CD25" sejtek aranya
(CD25%/CD4") alacsonyabb volt a TIDM csoportban (T1DM: 34,68% vs.
CNTRL: 48,3%, p<10™). A regulatoros T-sejtek (CD3*CD4'Foxp3®)
aranyaban nem mutatkozott eltérés a TIDM és a kontroll csoport kdzott.

Ugyanakkor a CD4"Foxp3” T, sejtek CD25 expresszidja (MFI) szignifikdnsan



alacsonyabb volt a T1DM csoportban (T1DM: 1,89 vs. CNTRL: 2,22,
p=0,007). Ennek hatterében a CD25" sejtek alacsonyabb aranyat
(CD25/CD4"Foxp3") azonositottuk (T1DM: 63,48% vs. CNTRL: 73,2%,
p<0,001).

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

A T1DM csoport nem cytotoxikus T-sejtjeiben (T,.: CD3"'CD8"™) alacsonyabb
CTLA-4 expressziot (MFI) figyeltink meg (T1DM: 1,49 vs. CNTRL 1,89,
p=0,002). A CD25" és CD25™" T, sejtek CTLA-4 és Foxp3 expresszioi nem
mutattak eltérést a vizsgalt csoportok ko6zott, azonban egy 1épcsbzetes
emelkedés volt megfigyelhetd az egyes T-sejt alpopulaciok CTLA-4 és Foxp3
expresszi6jaban (Theipe! Tne<CD25™™" T,¢q<CD25" Trey).

4.5 A T¢q alesoportok CXCR3 expresszioja

A CXCR3" sejtek aranya szignifikinsan alacsonyabb volt a
CD8™%Foxp3'CD25"*" Ty, sejtek, mint a CD8"Foxp3*CD25" T, kozott
(53,72% vs. 39,89 p<10®). Ugyanakkor a TIDM és egészséges kontroll

csoport kozott nem volt kimutathato kiilonbség.

4.6 A vizsgalt expressziés és endokrin paraméterek osszefiiggései

genetikai polimorfizmusokkal

4.6.1 A CTLA4 rs3087243 SNP Gsszefiiggése a CD25" Ty sejtek CTLA-4

expressziojaval

A CD8™Foxp3'CD25" Ty, sejtek CTLA-4 expresszidja (MFI) magasabbnak
mutatkozott a legalabb egy minor (,,A”) allélt hordozo személyekben, mint a G
allélt homozigota formaban hordozokban (rs3087243-A allélt hordozok: 2,91
vs. G/G homozigota alanyok: 2,52, p=0,017).



4.6.2 A CTLA4 rs3087243 genotipus dsszefiiggése a postprandialis GLP-1

plazmaszintekkel

A tesztétkezést kovetden 45 perccel vett plazmamintakbol meghatarozott total
GLP-1 koncentraciok szignifikansan alacsonyabbak voltak a teljes vizsgalati
csoportban a CTLA4 rs3087243-G/G genotipust alanyokban, mint a minor (A)
allélt hordozokban (rs3087243-G/G genotipusuak: 12,5 pmol/l vs. A allélt
hordozdk: 15,62 pmol/L, p=0,0008). Ezt a kiilonbséget megfigyeltiik tovabba a
TIDM csoportban ¢és az egészséges kontrollszemélyek kozott is. Az
rs3087243-A allélt homozigéta és heterozigota formaban hordozok kézott nem
mutatkozott statisztikailag szignifikans kiilonbség Az 1s3087243-A allél
hordozasahoz mintegy 3,11 pmol/l-el magasabb posztprandialis plazma GLP-1

szinttel jart a teljes vizsgalati csoportban (p=0,002).
4.6.3 A DPP4 rs6741949 éGsszefiiggése a szerum DPP4 enzimaktivitassal

Az éhomi szérum DPP4 aktivitds magasabb volt a DPP4 rs6741949 G/G
genotipust hordozokban, mint a legalabb egy C allélt hordozdokban (45,34 U/l
vs. 40,7, p=0,0372). A C allél hordozasa mintegy 4,6 U/l csokkenéssel volt
Osszefiiggésbe hozhatd a szérum DPP4 aktivitasban (p=0,037).
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5. Kovetkeztetések

e A T1DM betegekben megfigyelt szérum DPP4 aktivitas-emelkedés stabil

eltérés, amely az inkretin tengelyre gyakorolt hatasan talmutatd szereppel

birhat immunolégiai folyamatok szabalyozasaban:

O

A TIDM betegek szérumaban korabbi vizsgalataink soran mar
kimutatott magasabb DPP4 aktivitas reprodukalhatonak bizonyult,
emellett statisztikailag szignifikins Osszefiiggését figyeltik meg a
prandialis aktiv GLP-1"%* plazmaszintekkel. Ez meger6siti azt a
feltételezésiinket, hogy a megfigyeléseink valds kortani jelentdséggel
birnak, ugyanakkor a megel6z6 kozleményekkel egybevagodan arra is
kovetkeztethetiink, hogy a szérum szolubilis DPP4 enzimaktivitasnak
a GLP-1 hormon inaktivalasaban hozzavet6leg 15% szerepe lehet, az
inaktivaldas dont6 tobbsége pedig a DPP4 membranhoz kotott

formajanak kovetkezménye.

A hasitott (,inaktiv’) GLP-1°%* forma plazmaszintjének direkt
Osszefiiggése a lymphocytaszammal kontrollszemélyekben (de nem
T1DM betegekben) 0j megfigyelés. A kettés receptor hipotézis (GLP-
1%% GLP-1"% receptortdl fiiggetlen hatdsait magyardzo elmélet)

szerint utalhat a GLP-1%**® medialta jelatvitel zavarara T1DM-ben.

e Tudomasunk szerint elsSként vizsgaltuk a CD4'Foxp3'CD25"%

markermintazat alapjan azonositott ,,rezerv”’ Tq sejteket TIDM-ben, és

els6ként irtuk le magasabb ardnyukat a teljes Ty populdcion beliil.

Ezekbdl az 0j eredményekbdl arra kovetkeztetiink, hogy a T1DM

immunregulacié zavardnak része lehet a Ty sejtek finomabb periférids

érési zavara.
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Tovabba a Foxp3*CD25"*" Ty, sejtek két meghatarozo jellemzojét irtuk
le, amelyek onmagukban nem specifikusak T1DM-re, az alcsoportok
aranyanak valtozasan keresztiil azonban mégis lehet jelentdségik a

patogenezisben:

o A CD25™" T,., sejteket az alacsonyabb CTLA-4 expressziojuk
megkiilonbozteti az aktiv Teq sejtektdl, ami feltételezhetden Osszefiigg

a csokkent gatlo kapacitasukkal.

o Tudomasunk szerint ugyancsak elséként irtuk le, hogy a CD25"" T
sejtek CXCR3 expresszidja jelentdsen meghaladja a CD25" T
sejtekét, ami fokozott kemotaktikus valaszkészséget valosziniisit. Az
ismert jelatviteli utak ismeretében feltételezhetd, hogy ezek a sejtek

egyfajta készenléti allapotban varakoznak orientald stimulusokra.

Eredményeink arra utalnak, hogy a CTLA4 rs3087243-G allél homozigdta
forméban t6rténd hordozésa az aktiv (CD25") Ty sejtek alacsonyabb
CTLA-4 expresszidjaval, igy feltehetden alacsonyabb szuppressziv
kapacitasaval jar, amely részben magyarazat lehet a GWAS vizsgalatok
soran észlelt T1DM kockazatnovekedésre, illetve tagabb értelemben ezen

génvarians szerepére tobb autoimmun betegségben.

Tudomasunk szerint els6ként firunk le egy gyakori génvarians
Osszefiiggését a csokkent GLP-1 valasszal, azaltal, hogy a CTLA4
rs3087243-G/G genotipus és a csdkkent 45 perces prandialis total GLP-1
koncentraciok kozott szignifikans és megfeleld statisztikai erdvel
jellemezhetd asszociaciot tudtunk kimutatni a TIDM jelenlététdl
figgetleniil. Tekintettel a CTLA4 1s3087243 kockazati genotipus
prevalencidjara alldspontunk szerint ez az azonositott génvarians
kandidansként jon széba az inkretinvalasz/terdpia személyre szabasat

célzo jovobeni vizsgalatokban. Tekintettel arra, hogy ez a génvarians nem

12



kodold szakaszon helyezkedik el (,near gene”), ezért mind a pontos
genetikai szabalyozas megértése, ami a csokkent CTLA-4 expressziohoz
vezet, mind a gén ismert funkcidja kovetkeztében felvethetd
immunologiai hatterli L-sejt funkciézavar pontos megértése a jovo

feladata.

Tudomasunk szerint elséként irjuk le, hogy a DPP4 rs6741949-G/G
genotipus esetén a szérum DPP4 enzimaktivitds magasabb. Annak
felderitése, hogy az rs6741949 intronikus SNP G/G homozigéta allapot

asszociacidja a magasabb DPP4 aktivitassal miként jon 1étre

szamottevden hosszabb idot és tovabbi vizsgalatokat igényelne.
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