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1. Bevezetés

A regulatorikus T-sejt egy olyan specialis alcsoportja (populacidja) a T-sejteknek,
amely kulcsszerepet jatszik a sajat antigénekkel szembeni tolerancidban és az antigén
stimulacié altal kivaltott tilzott immunreakcid gatlaséban, igy segitve az immunhomeosztazis
fenntartasat és csokkentve az autoimmun betegségek és allergidk kialakuldsanak kockazatat.
Klinikai relevancijat tovabb noveli a transzplantacio utani szervkilokodés folyamataban és az
anya magzat iranti tolerancidjaban betoltott szerepe. A Treg sejtek ezidaig legjobban leirt
alcsoportja a timusz eredetii, természetes (tTreg) Treg-sejtek és a periférian kialakulo indukalt
(iTreg) - Gjabb nomenklatura szerint periféras (pTreg) — Treg-sejtek. Mindkét alcsoportra
jellemz6 a Foxp3 (Forkhead boksz protein 3) transzripcids faktor €s a sejtfelszini CD25 és CD4
expresszio.

A sejtvonal specifikus faktorok fontos szerepet jatszanak a sejtek differencialédasaban
azaltal, hogy szadmos olyan gén expresszidjat szabalyozzak, melyeknek expresszios mindzata
adott sejttipus funkcionalis és fenotipusos tulajdonsdgait meghatarozzak. A Foxp3 a fokhead
transzkripcids faktor csalad tagja, melyet egy altalanos DNS koté domén, a forkhead box
domén, vagy winged helix domén hatdroz meg. A Foxp3-at a Treg irdnyu sejtvonal
elkdtelezddés ,,f0 szabalyozdjanak™ tartjdk. Funkcidja még ismeretlen, de a miikodoképes
Foxp3 hidnya IPEX-szindrémahoz vezet. Egyes adatok szerint felmeriilt, hogy a Foxp3
expresszido dnmagaban nem elegendd a Treg-ek stabil szuppressziojanak fenntartasdhoz vagy a
(Teff) tranziens Foxp3 expressziora anélkiil, hogy szuppresszor aktivitasra tennének szert sot,
az aktivacio hatasara proinflammatorikus citokineket termelnek. Mint transzkripcios faktor, a
Foxp3 sok mas sejtaktivacioban, differencidlédasban és TCR stimulacioban szerepet jatszo
transzkripcios faktorral keriil interakcioba. A masik oldalrél viszont a Foxp3 transzkripcios ko-
represszorként is viselkedhet, mivel gatolja az NFkB, CREB, és RORa aktivitasat. Tehat a
Foxp3 kolcsonhatasban maés transzkripcidos faktorokkal transzkripcios aktivatorként és
represszorként is miikodik, illetve a T-sejteket az immuntolerancia irdnyaba programozza,
példaul tgy, hogy represszalja az IL-2-t és szabalyozza a Treg-ek szuppresszor funkciojat a
NFAT transzkripcios faktorral vald interakcioja altal. Ezen kiviil egyes transzkripcios faktor
partnerei kolcsondsen eldsegitik a Foxp3 gén expresszigjat.

A TGFp a “transforming growth factor beta” szupercsalad egy szabalyozé citokinje,
amely receptor serin/threonine kinaz jelatviteli utok hat, Treg-ek, makrofagok és sok mas
sejttipus is termeli. Pleiotrop hatasu citokin, mely IL-6-al k6z6sen a naiv T-sejtek Th17 irdnyq,
IL-6 hianyaban pedig a pTreg iranyu differencialodasat segiti el6. Az IL-10-et bizonyos
koriilmények kozott szintén termelik mas sejttipusok is (Th1, Th2, Th17, B-sejtek), jellemzden
immunvalasz és gyulladas gatlo citokin.

Jelenleg nem ismert pontosan a GC-kezelés hatasa a Treg-ek aktivitasara vagy
eléfordulasi gyakorisdgara, de bizonyitott, hogy a GC-k hasznalata eldsegiti a Treg indukciot.
Ezért a GC-ket terapidsan alkalmazzéak olyan esetekben, amikor csokkent vagy elveszett a sajat
antigénekkel szembeni periférids tolerancia (mint példaul autoimmun betegségek, allergia),
vagy alkalmazzak transzplantacio utani szervkilokddés megeldzésére is. Mivel a Treg sejtek és
a GC hormonok is a citokintermelés és a sejtaktivacio befolyasolasaval fejtik Ki
immunoszuppressziv hatdsukat, érdekes kérdés volt a szinergisztikus hatdsuk vizsgalata. A
Treg sejtek GC érzékenységét vizsgald tanulmanyok egérkisérletekben ellentmondésosak,
beszamoltak mind emelkedett, mind cs6kkent Treg aranyokrol DX kezelés hatdsara. Balb/c
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egerek timuszaban és 1épében emelkedett CD4*CD25* Treg sejtaranyt, illetve magasabb Bcl-2
és GR szinteket figyeltek meg CD4*CD25* sejtekben a CD4*CD25™ sejtekhez képest. Egy
masik vizsgalatban IL-2 és DX adasa szintén magasabb Foxp3*CD4*CD25" Treg sejtaranyokat
eredményezett a periférids nyirokszervekben. A masik oldalrol viszont a Treg-eket
betegségmodellben vizsgald tanulmanyok a kortikoszteroid kezelés Treg kialakulast kolatozo
hatasat feltételezik, de nem vizsgaltak a Treg sejteket specifikus sejtfelszini, vagy intracellularis
markerrel.

Az SSc-ben észlelt érelvaltozasok és fibrozis kialakulasanak kulcs ingere a T-limfocita
aktivaci6. Ennek eredményeképpen az aktivalt T-limfocitak, foként CD4+ T-sejtek fedezhetéek
fel az SSc-ben szenvedd betegek keringésében és az érintett szerveikben is. Ezen feliil sok
tanulmany az immunrendszer mas elemeit — mint példaul autoantitestek és emelkedett citokin
megjelend szervi érintettség kialakuldsdban valamint a Treg kialakuldsban €s funkcidban is,
esetleg szerepet jatszhat az SSc patogenezisében is. Sok kézlemény szamol be emelkedett Treg
aranyokrol SSc-s betegek periférias vérének mononukledris sejt (PBMC) frakciojaban, mig
néhyany tanulmany normal, vagy csokkent Treg szinteket k6zol. Minddemellett altalanos
feltételezés, hogy nem csak a Treg-ek megvaltozott szdma, hanem azok diszfunkcioja is felelds
az SSc-ben talalt abnormalis immunszuppressziot mutatd Treg sejtekért.

A konvencionalis Treg definicio (CD4+CD25high+Foxp3+ T-sejtek) mellett szdmos
tanulmany definialt tovabbi Treg alcsoportokat Gijabb sejtfelszini jelolések alapjan. Ilyen Treg
markernek mutatkozik a CD127 (interleukin-7 receptor alpha chain) alacsonyabb expresszidja,
vagy jelen nem léte a sejtfelszinen a CD4+CD25high+ T-sejteken beliil, amely lehetové teszi
az ¢l6 Treg tisztitast és azonositast. A legszigoribb ¢és legprecizebb megkdzelités a Treg-ek
azonositasara a CD4 és CD25, valamint Foxp3 expresszio, illetve ezek melletti CD127
negativitds marad. A CD62L (L-selektin) egy limfocita homing receptor a nyirokcsomokban,
aktivan recirkuldlnak a nyirokcsomokba. Ezek a sejtek legfoképpen a naiv T-sejtek aktivaciojat
gatoljak a nyorokcsomokban, valamint els@sorban gyulladasos teriiletekre vandorolnak igy
gatolva a gyulladast a periférias szovetekben.

Legajabb kutatasi eredmények azt tanusitjak, hogy a Treg sejtek Foxp3 expresszidja
epigenetikai kontroll alatt all. Egy meghatarozott DNS metilacidos mintazat karakterisztikus
hiszton modifikéaciokkal kombinalva nyitott kromatinstruktirat hoz létre, ezaltal allandositva a
FOXP3 expressziét a Treg-ekben. A promoter, upstream enhancer és intronic enhancer
régioban harom konzervalt, nem-kodoldé szekvenciahoz (CNS- conserved non-coding
sequence) kapcsolodva demetilalt vagy hipometilalt CpG szigetek biztositjdk a FOXP3 gén
stabil expresszidjat. Ezek a régioak az elsédleges célpontjai az epigenetikai szabalyozasnak, és
sziikségesek az expresszidjanak modositdsdhoz a T-sejteket érdé kornyezeti hatdsok
fliggvényében. A timusz eredetli természetes Treg-ekben ezen régiok alapvetden
metilalatlanok, ami egy stabil Foxp3 expressziot erdményez, az indukalt Treg-ekben ezen
régiok hipometilaltak, mig az effektor T-sejtekben teljesen metilaltak. Mivel a Foxp3 stabil
expresszioja alapvertd fontossagu, azt feltételezziik, hogy az SSc-ben szenvedd betegek Treg
sejtjeiben a FOXP3 promoter és upstream enhancer régiok metilacids statusza megvaltozott,
ami felboritja az egyensulyt a pTreg-ek (CD62L-) és tTreg-ek (CD62L+) kozatt.



2. Célkitiizések

1.

Az utobbi idében megjelent ellentmondasos kutatasi eredmények miatt célunk volt a
nagydozisi  GC homon kezelés hatdsdnak vizsgdlata a timusz ¢&s periférids
nyirokszervekben eléforduld Treg sejtekre. Vizsgalni kivantuk a Treg sejtek GC
érzékenységét a Treg arany €s abszolut sejtszam nyomon kovetésével kezeletlen és DX
kezelt BALB/c egerek timuszaban és kiilonbozo periférias nyirokszerveiben.

A Treg sejtek funkcidjaban GC kezelés hatasara torténd valtozdsokat a sejtek
szuppresszor citokin termelésével és a citokinek és a Foxp3 transzkripcios faktor relativ
mRNS expresszidjanak mérésével kivantuk meghatarozni.

A GC érzékenységet nagyban meghatarozd GR expressziot fehérje €s mRNS szinten
terveztiik vizsgalni Treg sejtekben.

Konfokalis mikorszkopos technikaval kivantuk vizsgilni a GC hormon indukalt GR
transzlokacié morfologiai valtozasait Treg sejtekben valamint a ligand ko6tott GR és a
Foxp3 transzkripcids faktorok esetleges ko-lokalizaciojat.

Célunk volt tovabba korai SSc-ben szenved6 betegek periférias vérmintaiban a Treg
sejtek pontos azonositasa; valamint az esetleges eltérések nyomon kovetése a Treg és
citokinjeinek (IL-10 és TGFB) szintjében az egészséges kontrol mitakhoz képest.

Vizsgalni kivantuk az egyes eltérések Osszefiiggését a betegség kiillonbozd szempontok
alapjan képzett tovabbi alcsoportjaival.

A Treg sejtek SSc-ben mutatkozo6 eltéréseinek esetleges epigenetikai hatterét keresve —
mivel a Treg fenotipusban fontos tényez6 a Foxp3 — vizsgalni kivantuk a FOXP3 gén

crer

3. Anyagok és modszerek

3.1 Treg-ek vizsgalata egérmodellen

3.11

Kisérleti allatok
Munkank soran 4-6 hetes BALB/c egerekkel dolgoztunk. Az egerek tartasa és

feldolgozasa a Pécsi Tudomanyegyetem Allatetikai Bizottsdga altal jovahagyott engedély
alapjan tortént (#BA 02/2000-16/2015).

3.12

In vivo glukokortikoid kezelés

A glukokortikoid hatas kivaltasdra az dallatokat 20 mg/kg/nap dexametazonnal

(Oradexon, N. V. Organon) oltottuk 1-4 napon at intraperitonealisan. Ez a koncentracié nagy
dozist szteroid kezelést jelent. Kezeletlen allatok szolgaltak kontrollként. Az allatokat 24
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oréaval az utolso oltast kdvetden aldoztuk fel. A vizsgélt szerveket az eltavolitast kovetéen 0,1%
BSA ¢és 0,1% NaN3 tartalma PBS-ben mechanikusan homogenizaltuk, majd ezt kovetden
nejlonsziirén sziirtiik.

3.1.3 Antitestek és fluorochromok

Az immunfluoreszcens metszetek készitésekor a 1épben a B-sejt zona azonositasara
B220-Alexa647 (PTE KK Immunologiai és Biotechnoldgiai Intézet) antitestet, a T-sejt zonara
Thyl-FITC (PTE KK Immunolédgiai és Biotechnoldgiai Intézet) antitestet hasznaltunk. A
timuszban DAPI (Sigma, Cat: 28718-90-3) jel6li a sejtmagokat és FoxP3-PE (eBioscience, Cat:
12-4771-82) a Treg-sejteket.

Az aramlasi citometrias mérésnél a Treg-ek azonositasara anti-CD4-FITC (PTE KK
Immunoldgiai és Biotechnologiai Intézet; YTS 191), anti-CD8-PE (BD Pharmingen; 53-6.7) és
anti-CD25-PE-Cy5 (eBioscience; RM4-5) vagy anti-CD25-PECy7 (clone PC61) sejtfelszini
antitesteket, illetve anti-FoxP3-PE (eBioscience ¢s Exbio; 3G3), anti-Helios-APC (BioLegend,
Cat:137222), anti-IL-10-APC (BioLegend; JES5-16E3) és anti-TGFp-PerCP (BioLegend,
TW7-16B4) intracellularis antitesteket hasznaltunk.

A GR expresszid valtozas vizsgalatara anti-CD4-AlexaFluoro647 (PTE KK
Immunologiai és Biotechnologiai Intézet) és anti-CD25-PerCP (BioLegend, Cat:102027) vagy
anti-CD25-PE-Cy5 (eBioscience) sejtfelszini antitesteket, illetve anti-FoxP3-PE (eBioscience,
Cat: 12-4771-82; Exbio, Cat:1P-601-C100) ¢és anti-GR-FITC (PTE KK Immunolédgiai és
Biotechnologiai Intézet) intracellularis antitesteket hasznaltunk.

A Treg sejtek FACS separalasahoz anti-CD4-PE (clone YTS 191.1.2, ImmunoTools;
YTS 191.1.2), and anti-CD25-PE-Cy5 (eBioscience; PC61.5,) antitesteket hasznaltunk.

3.1.4 Intracellularis jelolés és aramlasi citometria

A kisérleti allatok timuszat, 1épét, mezenteridlis €s periférids nyirokcsomoit, valamint
Peyer-plakkjait eltavolitottuk. A szerveket mechanikusan homogenizaltuk, majd a kapott
szuszpenziot vattan atsziirtiik, 5 percig 1000 RPM-en centrifugaltuk, majd 1ml RPMI
tapfolyadékba vettiik fel. A sejtek életképességét tripankék festék kizarasos teszttel hataroztuk
meg, majd mintdnként 10° sejttel dolgoztunk tovabb. A sejteket kétszer mostuk PBS-ben.

A sejtfelszini jeloléshez antitest koktélt készitettiink, adott antitestek megfeleld
koncentracioban 100 ul PBS/0,1%BSA/0,1%NaN3 pufferbe (jelold puffer) keriiltek. 30 percen
keresztiil inkubaltuk jégen. Ezt kdvetden a mintakat kétszer mostuk 2 ml PBS/NaN3 moso-
pufferben.

Az intracellularis jeloléshez a BioLegend FoxP3 Fixalo/Permeabilizald puffer kit-et
(Cat: 421403) hasznaltuk: 1 ml FoxP3 Fixal6/Permeabilizal6 puffert adtunk a mintdkhoz, majd
szobahOmérsékleten, sotétben 20 percig inkubaltuk. Centrifugéaldst kovetden, a feliiliszo
eltavolitasa utdn a sejteket egyszer 1 ml jelold pufferben, egyszer 1 ml FoxP3 Permeabilizalo
pufferben mostuk, majd 1 ml FoxP3 Permeabilizal6 pufferben vettiik fel, ebben 15 percig
inkubaltuk sotétben, szobahdmérsékleten. Centrifugalas és a feliiluszo eltavolitasa utan keriilt
a mintakra az intracellularis antitest-koktél, szintén megfeleld koncentracidéban, 100 pl jelold
pufferben, amivel sotétben, szobahdmérsékleten 30 percig inkubaltuk. Kétszer 2 ml moso
pufferes mosas utan 400 pl FACS-Fix pufferben felvettiik a sejteket az aramlasi citometrias
méréshez.



Az aramlasi citometrias mérést a FACSCantoll (Becton Dickinson, San Jose, CA, USA)
aramlasi citométeren, az analizist pedig az FCS Express 4 Flow Research Edition programmal
végeztiik. Mintanként 10000 eseményt mértiink a limfocita kapubol. A nagysag és granularitas
(FSC/SSC) paraméterek alapjan azonositottuk a limfocitakat, majd azokon beliil csak a CD4"
sejteket vizsgaltuk tovabb.

3.1.5 RT-PCR

Treg sejtek izoldlasa RT-PCR-hoz

Az 0Osszegyljtott timocitakat és 1épsejteket anti-CD4-PE ¢és anti-CD25-PE-Cy5
sejtfelszini antitestekkel jeloltiik a korabbiakban leirt protokoll szerint. A jelolt sejtek analizise
BD FACSAriall Cell Sorting System segitségével tortént BD FACSDiva Software (BD
Biosciences)-el. A limfocita kapun beliil a CD4 ¢és magas CD25 pozitivitast mutatod sejtek
keriiltek kivalogatasra.

RNS elokeészités és kvantitativ RT-PCR

Az RNS izolalasa 10° CD4*CD25"9 sejtb]l NucleoSpin RNA XS Kit segitségével, a
cDNA eléallitasa random oligo(dT) primerek (Applied Biosystems) felhasznalasaval tortént. A
génexpresszio kvanitifikalasa a SYBR Green metodussal zajlott Applied Biosystems 7500 RT-
PCR rendszerben. A relativ expresszios szintek meghatarozasa aktinhoz valé normalizalast
kovetéen tortént, az erdményeket pedig a kezeletlen Treg-ek MRNS szintjeinek
tobbszoroseként abrazoltuk (RQ. A kovetkez6 primer-szekvencidkat alkalmaztuk: B-ACTIN
(Forward) 5’- GGG AGG GTG AGG GAC TTC C -3’; B-ACTIN (Reverse) 5’- TGG GCG
CTT TTG ACT CAG GA -3’; IL-10 (Forward) 5’- GTG AAG ACT TTC TTT CAA ACA
AAG -37; IL-10 (Reverse) 5°- CTG CTC CAC TGC CTT GCT CTT ATT -3’; Foxp3 (Forward)
5’- TAC TTC AGA AAC CAC CCC GC -3’; Foxp3 (Reverse) 5°’- GTC CAC ACT GCT CCC
TTC TC -3°; TGFpB1 (Forward) 5’- GAC TCT CCA CCT GCA AGA CC 3’; TGFB1 (Reverse)
5’- GGA CTG GCG AGC CTT AGT TT-3’; egér GR (Forward) 5’- TGG TGT GCT CCG
ATG A-3’; egér GR (Reverse) 5’-AGG GTA GGG GTA AGC -3°.

3.1.6 Statisztika

A statisztikai kiértékelést SPSS v. 22.0 statistics package (IBM, USA) programmal
végeztiik. Munkank soran, a diagramokon a mért adatok atlagat és az atlagok standard hibajat
(+SEM) abrazoltuk. A kiilonbozd csoportok eredményeinek dsszehasonlitasara a Student-féle
t-tesztet hasznaltuk, és a P <0,05 eltérést fogadtuk el statisztikailag szignifikansnak.

3.2 Treg-ek vizsgalata szisztémas szkerézisban

3.2.1 Betegek

A vizsgalatot az Orszagos Etikai Bizottsag engedélyezte (Engedélyszam: 84-256/2008-
1018EKU) A vizsgalatban résztvevd személyek eldzetes tajékoztatast kovetden beleegyezd
nyilatkozatot tettek. Beteganyagunkat (n=26) a Pécsi Tudomanyegyetem Reumatologiai és
Immunolégiai Klinika altal kivizsgalt, és gondozott, immunszupressziv kezelésben még nem
részesiilt (n=18), illetve szteroid és/vagy ciklofoszfamid (CPH) kezelt (n=8) szisztémas
szkler6zisos betegei alkotjak. A kontrollcsoportot (n=10) korban, és nemben illesztett
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egészséges onkéntesek alkotjak. A 26 betegbdl 20 nd, 6 férfi, a betegek atlagéletkora 54,69 év,
az atlagos betegség-fennallas 2,54 év. a LeRoy kritériumok alapjan 7 az 1cSSc alcsoportba, 19
a dcSSc alcsoportba lett sorolva. A betegség diagnoézisa az ACR/EULAR altal 2013-ban
kidolgozott diagnosztikus kritériumrendszer alapjan lett felallitva. A betegség fennallas az els6
nem-Raynaud tiinet megjelenésétdl lett szamitva. A vérmintak standard eljaras szerint, heparin
tartalmu vakuumcsobe torténd levétel utan keriiltek feldolgozasra. A tiido fibrézis kimutatasa
HRCT-vel és/vagy a forszirozott vitalkapacitds mérésével tortént. (FVC <80%). A betegség
aktivitds az EScSG betegség aktivitasi index alapjan lett meghatarozva. Aktiv betegségnek
mindsilt, ha az aktivitasi index értéke nagyobb volt, mint 3.

3.2.2 Autonatitest mérés

A betegségspecifikus autonatitestek mérése konvencionalis ELISA modszerrel vagy
immunoblot technikaval tortént. Positiv anti-nuklearis autoantitest (ANA) screening tesztet
(ANA-Ease ELISA Kit, Genesis, GD74) kdvetden az anti-CenpB (Orgentec, ORG 633) és anti-
Scl-70 (Orgentec, ORG 212-24) antitestek detektalasa antigen specifikus ELISA teszttel
tortént. Az anti-RNA polymerase Il (RNA-Pol-I1l) antitest meghatarozasa immunoblot
technikaval (Euroimmune, DL 1532-1601 G) tortént, amely az anti-CenpB és az anti-Scl-70
pozitivitds igazolasara is szolgalt.

3.2.3 A Treg alcsoportok aramlasi citometrias azonositasa

A tobbparaméteres aramlasi citometrias vizsgalatok Ficoll gradiens centrifugalassal
izolalt PBMC-ken tortént. A Treg és alcsoportjainak meghatarozasara FITC konjugalt anti-CD4
(Becton Dickinson, RPA-T4), APC konjugalt anti-CD25 (Becton Dickinson, M-A251), PE
konjugalt anti-Foxp3 (Becton Dickinson, 259D/C7), PacificBlue konjugalt anti-CD127
(BioLegend, AOI19D5) és APC/Cy7 konjugalt anti-CD62L (BioLegend, DREG-5C)
antitesteket hasznaltunk. Az intracellularis jelolés Foxp3/Transcription Factor Staining Buffer
Set (eBioscience) segitségével tortént. A jelolt sejtek fluoreszcencidjanak mérése FACS Canto
IT dramlési citométeren (Becton Dickinson, USA) zajlott, a mért adatok analizise FCS Express
4 szoftverrel tortént (De Novo Software, USA).

3.2.4 Citokin mérés

A funkcionalis analizishez a PBMC-k 4 6ras, 25ng/ml PMA (Sigma)/ 1pg/ml
Tonomycin (Sigma)/10ug/ml Brefeldin (Sigma) jelenlétében RPMI-ben, 37°C-on torténd
stimulalasat kovetden IL-10 és TGFP termelést aramlasi citometria segitségével vizsgaltuk
PerCP/Cy5.5 konjugalt anti-TGFB1 (BioLegend, TW4-2F8), PE/Cy7 konjugalt anti-l1L-10
(BioLegend, JES3-9D7) antitestek felhasznalasaval CD4/CD25/CD127/CD62L sejtfelszini
jelollést kovetden a sejtek mosasa utan az intracellularis jelolés Foxp3/Transcription Factor
Staining Buffer Set (eBioscience) segitségével tortént. A jelolt sejtek fluoreszcenciajanak
mérése FACS Canto II aramlési citométeren (Becton Dickinson, USA) zajlott, a mért adatok
analizise FCS Express 4 szoftverrel tortént (De Novo Software, USA). Az IL-10 és TGFp
termelés meghatirozdsa a CD4+CD25+CD127-Foxp3+ ¢és a CD4+CD25+CD127-
Foxp3+CDG62L+ sejcsoporton beliil tortént.

3.2.5 Metilaci6 analizis és piroszekvenalas
Genomialis DNS izolédlasa a B-sejt depletalt limfocitdkbol QIAamp DNA Micro Kit
(Qiagen) felhasznalasaval tortént. A FOXP3 promoéter és upstream enhancer cél régioiban 1évo
CpG metiléacio szintjének meghatarozasahoz hasznalt assay a PyroMark Assay Design software
7



(Qiagen, Hilden, Germany) segitségével lett tervezve. A DNS mintdk biszulfit konverzidja
EpiTectFast 96 Bisulfite Kit (Qiagen) segitségével tortént. A PCR amplifikacios 1épések Vapo-
Protect™ —en (Eppendorf, Wesseling-Berzdorf, Germany) torténtek. Denaturacios 1épés 5 perc
95°C, 37 ciklus 30 masodpercig 95°C, primer-specifikus annealing 60°C 30 masodpercig, 72°C
45 masodpercig, és a végsd extensio 72°C 7 percig. A reakcids keverék MgCl, tartalmu Sul
10x PCR puffert, 1 pul 10 mM dNTP mixet, 2.5 ul forward and reverse primert (végsod
koncentracio 0.5 uM), 0.4 ul (végs6é koncentracio 1 U) Taq DNA polimerazt (Roche
Diagnostics, Mannheim, Germany), 36.6 ul nukleAzmentes vizet, és 2 ul templat DNS-t (70-
200 ng) tartalmazott. A kovetkezd primereket hasznaltuk fel: Foxp3 (forward) 5°- Biotin-AGT
TTG GTT TGT GGG AAA TTG TT -3’; Foxp3 (reverse) 5’- ACC CTATTA TCT CAT TAA TAC
CTC TCA -3°; Foxp3 (Sequencel) 5’- ATA AAA ACA AAA TTA TTT TTA ATA -3’; Foxp3
(Sequence?) 5°- AAA TTA TTA AAA AAA AAA AAT CTA C -3’; Foxp3 Enhancer (forward) 5°-
ATG AAG GGG AGG AGG AAG -3’; Foxp3 Enhancer (reverse) 5°- Biotin-CCT CCA ACT CCA
CCA TAA C -3°; Foxp3 Enhancer (Sequencel) 5’- GAG GAA GAG GAG GTT -3’; Foxp3 Enhancer
(Sequence2) 5°- GGG TTT TAT TTG GTT TTT ATATT -3°. A PCR termékek ellenorzése 1.0%
agaroz gél elektoforézissel tortént.

A biszulfit piroszekvenalas PyroMarkTMQ96 MD Pyrosequencing System-en tortént
PyroMark Gold Q96 CDT Reagent Kit (Qiagen) segitségével. Az adatok analizise Pyro Q-CpG
software (Qiagen) segitségével tortént.

3.2.6 Quantitative real-time RT-PCR (QRT-PCR)

RNS izolalas a B-sejt depletalt limfocitakb6l RNeasy PlusMikro kit (Qiagen)
felhasznalasaval tortént. A cDNS eldallitasa 25-400 pg RNS-bdl tortént, a Maxima reverse
transcriptase-al (Thermo Scientific) végrehajtott reverz transzkripciohoz oligo(dT)1s primerek
(Thermo Scientific, Waltham, MA, USA) felhasznalasival A Real-time PCR applied
Biosystems® Real Time PCR 7500-al (Applied Biosystems, Darmstadt, Germany) tortént,
iTaquniver SYBR green (Bio-Rad, Ismaning, Germany) felhasznalasaval. Az amplifikacio 40
cikluson keresztiil zajlott, a FOXP3 relativ expresszidjanak meghatarozasa [32-microglobulin
(B2M) expressziora valo normalizalast kovetden tortént. Felhasznalt primerek: Foxp3 (forward)
5’-TCATCT GTG GCA TCA TCC GA -3’; Foxp3 (reverse) 5°- GGA ACT CTG GGAATG TGC TG
-3’; B2M (forward) 5°- CCA GCA GAG AAT GGA AAG TC -3’; B2M (reverse) 5°- GAT GCT GCT
TAC ATG TCT CG -3°.

3.2.7 Statisztika

A statisztikai kiértékelést SPSS v. 22.0 statistics package (IBM, USA) programmal
végeztilk. Az adatokkal normalitds vizsgalatot végeztiink Shapiro-Wilkteszt segitségével,
melyet kovetden normal eloszlasu adatainkat Student-féle t-probaval, nem-normal eloszlasu
adatainkat pedig Mann-Whitney-U teszttel elemeztiikk. Szignifikansnak a p <0,05 értéket
tekintettiik. A normal eloszlast adatok abrazolasakor az adatok atlagat és az atlagok standard
hibgjat (SEM), mig a nem-normal eloszlasti adatok abrazolasakor a median értékeket és az
interkvartilis terjedelmet (IQR) jelenitettiik meg. A valtozok kozotti korrelacid azonositasara
Spearman féle rangkorrelacids egyiitthatot hasznaltunk.



4. Eredmények

4.1 Treg-ek vizsgalata egérmodellen

4.1.1 DX-kezelés hatasa Treg sejtekre

Mivel a glukokortikoidokat immunszuppreszzansként haszndljadk a klinikumban,
el6szor a nagy dozisu DX-kezelés hatasat vizsgaltuk a timocitdk és kiilonb6z0 nyirokszervek
periférias T-sejt alcsoportjainak ardnyara és abszolut sejtszamara. Ismételt (48 oras) DX kezelés
hatasara a timuszban a kett6s pozitiv (DP) timocitak szinte eltiintek, aranyuk 77,9%-r6l 7%-ra
csokkent (9. abra), mikdzben a legkevésbé érett, kettds negativ (DN) és egyszeresen pozitiv
(SP) timocitak aranya emelkedett (DN: 3,7-szeres, CD4 SP: 4-szeres, CD8 SP 4,9-szeres). A
CD8 SP timocitak mutatkoztak leginkabb rezisztensnek a GC-indukalta apoptozisra.

A 1épben a CD4/CDS arany nem valtozott szignifikansan, mindemellett a nem-T-sejt
(B- és NK-sejt) populacié aranyanak csokkenését, illetve a Th sejtarany 22,7%-rol 27,5%-ra
valo, és Tc sejtarany 12,2%-r6l 14,1%-ra valo relativ novekedését tapasztaltuk.

A kovetkezékben a CD4"CD25"Foxp3* Treg sejtek normal eloszlasat vizsgaltuk kontrol
egerek centrélis (timusz) és periférids (1ép, nyirokcsomodk és Peyer plakkok) nyirokszerveiben.
A timuszban a Treg arany a CD4+T-sejteken beliil megkozelitdleg 3,5%, mig ez az arany a
periférias nyirokszervekben joval magasabb, 7-15 % (1ép ~15%, nyirokcsomok ~10%, Peyer
plakkok ~7%) volt. Ismételt (2x) DX kezelés a Treg sejtek aranya a timuszban a CD4+ T-
sejteken beliil szignifikdnsan emelkedett. A periférias nyirokszervek koziil a 1épben egy kicsi,
de szignifikans Treg arany csokkenést tapasztaltunk, mig a nyirokcsomok és Peyer plakkok
Treg aranyaiban nem tortént érdemi valtozas a kezelés hatasara.

Szintén vizsgaltuk a Treg sejtek abszolit szdmanak valtozasat a timuszban és periférias
nyirokszervekben ismételt (4x) DX kezelés hatasara. A timuszban a Treg sejtek szama
valtozatlan maradt, mig a periférias nyirokszervekben szignifikans sejtszamcsokkenés volt
megfigyelhetd. A kezelés hatasara 1étrejovo kiilonbség a timusz eredetli és periférias Treg
ami massziv (16-szoros) Treg arany novekedéshez vezetett a timuszban, mig a teljes timocita
sejtszam a kezelés elStti érték hatodara esett (8x107-r8l 1,3x107 sejt-re). A periférias
nyirokszervekben a DX kezelés az 6sszlimfocitaszam szignifikans csokkennését okozta a Treg
sejtszam csokkenésével egyiitt, melyet a szervek méretének drasztikus csokkenése kisért,
melyet korabbi vizsgalataink is igazolnak. Ez arra utal, hogy az érett T-sejtek és a periférias
nyirokszervek Treg sejtjei GC érzékenyek.

Szintén vizsgaltuk az egyszeri, nagy dozisi GC kezelés hatdsanak iddkinetikdjat a
periférids vér Treg sejtjeire. Szignifikans Treg sejtarany ndvekedést tapasztaltunk az oltast
kovetd 4. és 8. 6rdban, mig a 24. drara az arany visszatért a kiindulasi szintre és 48 ordval az
oltast kovetden is a kontrol szinten maradt.

4.1.2 DX-kezelés hatasa Treg sejtek citokin termelésére és Foxp3 expresszidjara

A kovetkezdekben azt vizsgaltuk, hogy a GC kezelés a Treg sejtaranyokra Kifejtett
hatasa mellett a Treg funkciora is hatassal van-e, ezért a tTreg-ek és pTreg-ek IL-10 és TGFp
produkcidjanak és Foxp3 expresszidjanak valtozasat kovettiik. A timuszban az [L-10 pozitiv és
TGFP pozitiv Treg-ek ardnya hasonlo6 volt (11.0+£2.3% és 13.5+3.1%), ¢s a DX kezelés mindkét
citokin esetében szignifikans aranyndvekedést okozott (17.6+1.4% és 21.0+4.9%). A kontroll

9



allatok 1épében a TGFp pozitiv Treg-ek aranya (13.7+2.0%) szignifikdnsan magasabb volt az
IL-10 pozitiv Treg-ekhez (3.6+0.5%) viszonyitva, ¢és bar a 48 o6ras DX kezelés hataséara az IL-
10 emelkedés joval markdnsabb, de mindkét citokin aranya szignifikdnsan emelkedett.

Szintén vizsgaltuk a CD4"'CD25"9" -re FACS médszerrel tisztitott, DX kezelt és
kezeletlen Treg-ek IL-10 és TGFp relativ mRNS expressziojat. A timusz eredetii Treg-ek
citokin expresszidja nem mutatott egyértelmii valtozast az ismételt (2x), nagy dozisa DX
kezelésre. Hasonloképpen nem valtozott az IL-10 mRNS expresszio a 1épbdl izolalt Treg-ekben
sem, viszont a DX kezelés a TGF3 mRNA relativ expressziojat 3,4-szeresére emelte.

A kovetkezdekben a Foxp3 transzkripcids faktor relativ expresszidos valtozasait
vizsgaltuk, amely szoros 0sszefliggésben all a Treg sejtek szuppresszor funkcidjava. Hasonlo
mértékii Foxp3 mRNS szinteket taldltunk a timusz erdedetli és 1€pbdl izolalt, tisztitott
CD4*CD25"9"* Treg sejtekben, de a DX kezelés hatasara csak a 1épben tapasztaltuk egyértelmi
emelkedést. Ez Osszecseng a fentebb leirt, 1ép eredii Treg sejtek DX kezelésre adott
funkcidvaltozasaval, és magyarazhatja ezen sejtek TGF mRNS-ének upregulaciojat is.

4.1.3 DX-kezelés hatasa a GR expressziora

Egy adott sejttipus GC érzékenységét nagyban meghatdrozza annak GR expresszios
szintje, ezért vizsgaltuk a lehetséges Osszefiiggést a tTreg-eknél tapasztalt GC rezisztencia és a
Treg-ek GR expresszidja kozott. Ennek érdekében dramldsi citometriaval mértik az
intracellularis GR szinteket és qRT-PCR-t végeztiink a GR mRNS szintek meghatarozasahoz
CD4*CD25"9" tisztitott timusz és 1ép eredetii Treg sejtekben.

Ismételt, nagy dozisi DX kezelést kdvetéen a timuszban tlélé (GC rezisztens) tTreg-
ekben emelkedett GR fehérjeszinteket talaltunk, mig a 1ép eredetli pTreg-ekben — melyek
szignifikansan magasabb GR expressziot mutattak a tTreg-ekhez képest — a kezelés hatasara
szignifikdnsan csokkent a GR expresszio. Ez a GC indukalt GR upregulacio jellemzoé a kettds
pozitiv timocitakra, mig a GR downregulacié az egyszeresen pozitiv és érett T-sejtek olyan
tulajdonsaga, melyet az intézetiink altal korabban végzett vizsgalatok egér és human sejteken
is leirtak.

24 o6réaval az utolsé DX kezelést (2.) kovetden nem tapasztaltunk valtozast a GR mRNS
expresszioban sem a timusz eredetii, se a 1ép eredetli Treg-ekben.

Egy az intézetlink altal végzett korabbi kisérletbdl kideriilt, hogy a GC érzékeny kettds
pozitiv timocitdkban a DX kezelés sejtmag helyett mitokondrialis GR transzlokaciot okoz, ami
arra utal, hogy az aktualis GR expresszids szint mellett, a GR sejten beliili elhelyezkedése is
jelentds meghatarozdja a GC indukalta apoptdzisra vald érzékenységnek. Ezért vizsgaltuk a GR
¢s Foxp3 kolokalizaciojat kezeletlen €s gliikokortikoiddal in vivo eldkezelt allatok negativan
szelektalt CD4+ T-sejtjein konfokalis mikroszkop segitségével. A kezeletlen mintdkon mind a
timusz, mind a 1ép Treg sejtjeiben magas kolokalizacids aranyt talaltunk a Foxp3 és a GR

.....

tovabb nétt, mig a timusz eredetii Tregekben nem valtozott.
4.2 Treg-ek vizsgalata szisztémas szkerozisban

4.2.1 Treg-ek azonositasa human mintakban
A Treg sejtek azonositdsara harom kiilonb6z6, korabbi Treg sejt vizsgalatokon alapuld
markerkombinaciot alkalmaztunk. Osszehasonlitottuk a ,,konvencionalis”
CD4+CD25+Foxp3+Treg jelolést, egy ,.kiterjesztett” (CD4+CD25+CD127-) sejtfelszini és a
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kettd kombinacidjabol adoédo “kombindlt” CD4+CD25+Foxp3+CDI127- jeloléssel az
egészséges kontroll csoportban és az SSc korai forméjaban szenvedd betegcsoportban. Elséként
a Foxp3 pozitivitas és CD127 negativitas kozotti 0sszefliggést vizsgaltuk a CD4+CD25+ T-
sejteken beliil minden vérmintdban. Szoros Osszefiiggést (p < 0.001, r = 0.896) talaltunk a
mintakban eléforduld Foxp3+ és CDI127- sejtek aranyai kozott (20. abra), ami korabbi
vizsgalatok eredményeivel Osszecseng. Ezt kovetden 0Osszehasonlitottuk a kiilonbdzo
markerkombinaciokkal azonositott Treg aranyokat az egészséges kontroll és SSc csoportban.
A konvencionalis Treg markereket, illetve a csak sejtfelszini markereket tartalmazod
kombinaciokkal hasonlo, de nem szignifikansan emelkedett Treg sejtaranyokat talaltunk az SSc
csoportban.

A CD4+CD25+Foxp3+CD127- markerkombinaciot alkalmazva szignifikdnsan
emlkedett Treg sejtaranyt talaltunk az SSc csoportban az egészséges kontroll csoporthoz képest
(p<0.05). Ezen adatok alapjan késébbi kisérleteink folyaman a CD4+CD25+Foxp3+CD127-
markerkombinaciot hasznaltuk, amely a jelenlegi legpontosabb és legszigoriibb kombinacionak
tekinthetd a Treg-ek azonositésara.

4.2.2 Emelkedett CD127-Treg arany csokkent IL-10 termeléssel dcSSc-ben

Miutan az SSc-ben szenvedd betegek emelkedett Treg aranyat talaltuk a CD4+ T-
sejeken beliil a “kombinalt” jelolés segitségével, az SSc betegcsoportot tovabbi alcsoportokra
bontva, - mint limitalt és diffiz SSc forma (IcSSc és dcSSc); kiilonb6z6 autoantitestek jelenléte
¢és a tiido fibrdozisanak jelenléte alapjan — vizsgaltuk tovabb. A diffuz formaban szenvedd, az
anti-Scl-70 ¢és anti-RNA-Pol-III autoantitest szeropozitivitast mutaté, valamit a tid6
fibrozisaval érintett betegalcsoportokban szignifikdnsan magasabb Treg aranyokat talaltunk az
egészséges kontrolok mintaihoz viszonyitva (p < 0.05).

Szintén vizsgaltuk a Treg sejtek jellemzo citokinjeinek (IL-10 és TGFp) eltéréseit a
kiilonb6zd  betegségalcsoportokban. Az  egészséges kontrol csoporthoz viszonyitva
szignifikansabb alacsonyabb IL-10 pozitiv Treg aranyokat talaltunk az SSc csoportban (p <
0.05), ami a tovabbi felosztas soran a limitalt formaban, illetve ACA (anti-centromere antibody)
pozitivitas esetén bizonyult szignifikansnak (p < 0.05), de gyakorlatilag az sszes felosztasi
szempont altal képzett alcsoportban jelen volt. A TGFB pozitiv Treg arany egyik felosztas
szerinti alcsoportban sem mutatott szignifikans eltérést.

4.2.3 Emelkedett CD62L+Treg arany és csokkent TGFf termelés SSc-ben

A kiilonb6z6 recirkulacios (“homing”™) sajatossagokkal rendelkez6 Treg-ek vizsgalata
érdekében elemeztiik a CD62L pozitiv (L-selectin) Treg-ek el6fordulasi gyakorisasgat a
CD4+CD25+Foxp3+CD127- Treg csoporton beliil, valamint ezen sejtek citokin pozitivitasat
is. A Treg-ek szignifikansan magasabb aranya CD62L+ az SSc betegcsoportban az egészséges
csoporthoz viszonyitva (p < 0.05). A betegcsoportot a kordbban leirtak szerint tovabb felosztva
— az autoantitest negativitast és az ACA pozitivitast mutatd csoportot leszamitva — minden
alcsoportban szignifikansan magasabb CD62L+Treg aranyokat talaltunk (p < 0.05). Tehat a
betegség gyakorlatilag minden forméjaban magasabb az erdsebb szuppresszor funkcioval bird
CD62L+ Treg-ek eléfodulasi aranya.

A kovetkezokben a CD62L+ Treg citokinjeit vizsgaltuk. Az egészséges kontrol csoport
mintaiban lényegesen magasabb volt az IL-10 pozitiv és a TGFp pozitiv CD62L+ Treg arany
(IL-10: 4.3 + 0.6%; TGFp: 49.1 + 9.6%), mint a teljes Treg populacioban mért citokin
pozitivitas (IL-10: 1.3 + 0.2%; TGFB: 1.4 = 0.2%). Az 1cSSc és a dcSSc alcsoportban is
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szignifikansan alcsonyabb TGFf pozitiv CD62L+ Treg aranyt taladltunk az egészséges
csoporthoz viszonyitva. Az autoantitest pozitivitds alapjan torténd felosztds esetében
mindharom csoportban (autoantitest negativ, ACA pozitiv, Scl-70 és RNA-Pol-III pozitiv)
szintén szignifikdnsan alcsonyabb TGFf pozitiv CD62L+ Treg aranyt talaltunk (p < 0,05). Az
IL-10 pozitiv CD62L+Treg aranyokban nem tapasztaltunk kiilonbségeket egyik alcsoport
esetében sem. A citokin pozitiv CD62L+ Treg-ek ilyen csokkenése és emellett aranyuk
novekedése, a Treg-ek funkcionalis kimeriilésére utalhat.

4.2.4 CD4+CD25-Foxp3+ T-sejt gyakorisag

Korabban leirtak egy CD4+CD25-, de Foxp3+ sejtcsoportot, mely megfelel6 hatasokra
CD25+, Treg fenotipussa konvertalhatd. Ezen CD4+CD25-Foxp3+, Treg rezerv sejtpopulacio
érintettségét is vizsgaltuk SSc-ben. Egészséges kontrolokhoz hasonlitva egy nem szignifikans,
de tendencidzusan alacsonyabb CD4+CD25-Foxp3+ T-sejt aranyt taladltunk SSc-ben. A tiido
fibrozisaval nem érintett SSc betegcsoportban ezen sejtcsoport ardnya viszont szignifikdnsan
alacsonyabbnak bizonyult a tiid6 fibrozisaval érintett csoporthoz képest (p < 0.05). Ebbdl arra
kovetkeztetiink, hogy a CD4+CD25-Foxp3+ sejtek olyan nagy aranyban alakulnak at Treg
sejtekké, hogy ez a CD4+CD25-Foxp3+ sejtek relativ hianyat okozza.

4.2.5 Emelkedett FOXP3 génexpresszié aktiv SSc-ben

Vizsgaltuk a FOXP3 gén expressziojat QRT-PCR-al SSc-ben szenvedd betegek B-sejt
depletalt limfocita mintaiban. A relativ génexpresszio értékei (RQ) az egyes SSc betegmintak
génexpresszios szintjének az egészséges kontrolok atlagértékét véve RQ=I1-nek lettek
kiszdmitva. Szignifikdnsan magasabb szdmban talaltunk upregulalt FOXP3 expressziot (RQ>2)
mutaté mintakat (7 a 14-bdl) az aktiv betegcsoportban az inaktiv betegcsoporthoz hasonlitva (1
a11-bél). A FOXP3 génexpresszio és a korabban definialt Treg alcsoportok kozotti korrelacio
analizis egy inverz Oszzefiiggést mutatott a FOXP3 RQ értékek és az IL-10 pozitiv
CD62L+Treg aranyok kozott (p=0,009; rspearman Rank = -0,580). Ez az 6sszefiiggés alatamasztja
a CD62L- effektor memoria Treg sejtek funkcionalis karosodasat SSc-ben.

4.2.6 Hipometilalt CpG-k a FOXP3 upstream enhancer régiéban SSc-ben

Mivel a FOXP3 gén expresszidja tobb SSc-ben szenvedd beteg mintajaban is
upregulaciot mutatott, vizsgaltuk a FOXP3 génlokusz proximalis promoter €s upstream
enhancer CpG régioinak metilacios statuszat. Egyik felosztas szerinti betegcsoportban sem
talaltunk szignifikans kiilonbséget a promoter régiok metilacids statuszdban a kontrol
mintdkhoz hasonlitva. Ezzel szemben a FOXP3 upstream enhancer 1 és 2 régioban
tendenciozusan alacsonyab metilacids ardny mutatkozott az SSc mintdkban a kontrolokhoz
3 és 7 CpG szekvenciaknal (28. abra). Ez az adat emelkedett, stabil Foxp3 expresszald
sejtpopulacio jelenlétére utal SSc-s betegekben.

5. Osszefoglalas és kovetkeztetések

5.1 Treg sejtek oszetételének és glukokortikoid hormon érzékenységének
vizsgalata egérmodellen
Az allo- és autoantigénekkel szembeni immunvalasz gatlasaval a regulatorikus T-sejtek
(Treg) és glukokortikoid hormonok (GC) fontos tényez6i az immunvalasz szabalyozéasanak €s
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a periférias tolerancia fenntartasanak. Gyulladasos betegségek, autoimmun és transzplantalt
betegek kezelésének egyik legfontosabb eszkozei a GC analogok, mégis keveset tudunk a Treg
sejtekre kifejtett hatasairol.

Munkank sordn a GC kezelés centralis és periférids nyirokszervekben eléforduld
természetes €s periférias Treg sejtekre kifejtett hatasat vizsgaltuk.

Nagy dozisu, ismételt DX kezelés hatdsara a timusz €s a 1ép szerkezete is megvaltozott,
a T-sejt zona diffuzza valt. A timuszban a természetes Treg sejtek aranya szignifikdnsan
emelkedett, a kezelés hosszaval parhuzamosan pedig tovabb nétt, mikdzben az Osszsejtszam
dramaian csokkent — ami a kett6s pozitiv GC érzékeny timocitak pusztulasaval magyarazhato.
Ekozben a Treg sejtszam nem valtozott, igy a tapasztalt arany novekedése kizardlag azok
tulélésébol adodik.

A periférias nyirokszervekben sokkal magasabb a Treg-ek aranya, de kezelés hatasara
ez nem valtozott, mikdzben az Osszsejtszamok csokkentek. Ezek alapjan feltételezhetd, hogy a
periférian foleg pTreg-ek fordulnak eld nagy szdmban, és ezek masképp reagalnak GC
expoziciora. Kisérleteink alapjan elmondhatd, hogy a tTreg sejtek rezisztensek a GC indukalta
apoptoézisra, ezaltal novekszik aranyuk.

Megemlitendd, hogy DX kezelést kovetden az allatok periférids vérében a Treg
sejtarany sajatos id6-fiiggd kinetikat mutatott: atmeneti sejtarany emelkedés az oltast koveto 4-
8 oranal jelentkezo csuccsal, majd visszatérés a kezeletlen kontroll szintekre. Ez a Treg sejtek
kiilonb6z6 limfoid szervekbdl torténd ,kiszabadulasanak™ kovetkezménye lehet, illetve arra
utalhat, hogy a DX kezelés a vérben egy atmeneti immunszuppressziot, €s Treg atrendezddést
okoz. Mivel a Treg-ek kiilonféle mikrobialis infekciokban jatszhatnak szerepet aranyuk relativ
novekedése érintheti a gazdaszervezet fogékonysagat fertézo betegségekkel szemben is.

Egy adott sejt GC érzékenysége a GC exressziojanak szintjétdl és kiilonbozo jelatviteli
utakkal valo Osszekapcsolodasatol fiigg. Intézetiinkben végzett korabbi kisérletek alapjan
ismert, hogy az éretlen DP timocitak expresszaljak a legalacsonyabb szinten a GR-t, ennek
ellenére a legérzékenyebb sejtpopulacié a GC-indukalta apoptdzisra. A GC kezelést talélo, SP
sejtté differcnialodo timocitdkban ugyanakkor a GR upregulacioja figyelhetd meg. Az érett,
periférias limfocitakban ugyancsak magasabb a GR szint, sokkal rezisztensebbek a GC-analog
kezelésekkel szemben, és benniik a GR szignifikans downregulacidja figyelhetd meg GC
kezelést kovetden. Jelenlegi adataink azt mutatjdk, hogy a kezeletlen kontroll &llatok
timuszaban talalhato Treg-ek GR expresszidja alacsonyabb, mint a 1ép Treg sejtjeiben, ami a
lokalis mikrokdrnyezeti hatdsok kovetkezménye lehet (mint példaul a lokalis GR termelés).
GC kezelés hatasara a timuszban a Treg sejtek GR expresszidja emelkedett, mig a 1ép Treg
sejtjeiben downregulacio volt megfigyelhetd, ami szintén a timusz eredetli €és periférias Treg-
ek kiilonbozé GC szenzitivitasara utalhat. A GC hatasara aktivalt jelatviteli utak a Treg
sejtekben azonban tovabbi vizsgalatokat igényelnek.

In vivo ismételt DX kezelés hatisara megemelkedett 1L-10 és TGFp pozitiv Treg
aranyokat talaltunk. Mindkét emlitett citokin immunoszuppressziv aktivitassal rendelkezik, a
TGFp-t a ,,purveyor of immune privilege” (immunvalaszt kivalto)-nek is nevezik. Az IL-10 és
a TGFp a Treg sejtek gatlo hatasanak f6 medidtorai az effektor T-sejteken €s az immunrendszer
mas sejttipusain. Adataink azt mutatjak, hogy a DX kezelés az IL-10 és TGFp pozitiv Treg
aranyok emelkedését okozza mind a timuszban, mind a lépben. Ezen citokinek relativ
expresszioja mRNS szinten is emelkedést mutatott, kivéve az IL-10 esetében a 1épben. Azonos
mértékit Foxp3 mRNS szinteket talaltunk a timusz erdedetii és 1épbdl izolalt Treg sejtekben, de
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a DX kezelés hatasara csak a 1épben tapasztaltuk szignifikans emelkedést. Ez 6sszecseng a 1ép
eredli TGFp pozitiv Treg aranyok emelkedésével, és magyarazhatja ezen sejtek TGF3 mRNS-
ének upregulacigjat is..Az IL-10 fehérje és mRNS kozotti korrelacid hianya a 1épben adodhat
abbdl a ténybdl, hogy a kezeletlen allatok CD4+CD25+ FACS szeparalt sejtjei kozott aktivalt,
IL-10 termeld helper T-sejtek is megtaldlhatdak, de ezek a sejtek a DX kezelés hatasara
eltinnek, igy a DX hatasara bekovetkezo 1L-10 valtozasok mRNS szinten nem detektalhatoak.
Ezen feliil sokféle fehérje és azoknak megfel6 mRNS kozott talaltak hasonlo eltéréseket
kiilonboz6 sejttipusokban €s szervezetekben.

Adataink aldtamasztjdk, hogy a GC kezelés a timuszban és Iépben is a Treg sejtek
immunszuppressziv tulajdonsagait fokozzak. Tehat a DX (és esetlegesen mas GC-k) a
glukokortikoidok szdmos hatdsmehanizmusa mellett befolyasolhatnak f6 immunszabalyozo
utakat és mechanizmusokat azaltal, hogy elésegitik a Treg sejtek szelektiv tulélését és ezen
sejtek immunoszuppressziv citokinjeinek termelélést novelik.

A timuszban és a Iépben a GR ¢és a Foxp3 fizikai kolokalizaciéjat tudtuk kimutatni. DX
kezelés hatasara a 1épben a kolokalizaciod szintje fokozodott. Ez arra utal, hogy a GR és a Foxp3
transzkripcids faktorok a kromatin meghatarozott régioihoz kapcsolodnak, ahol a transzkripciot
kozosen vagy egyenként szabalyozzak. Korabbi tanulmanyok szerint a GR kapcsolodik a
nukleazok szamara is hozzaférhetd open-kromatin régiokhoz, amely meglevé enhancer
régiokat a Foxp3 kihasznal és ahhoz kapcsolodik a Treg sejt specifikacid soran. Ezen adatok
fényében logikusan felmeriil a kérdés: Van-e bizonyiték a GR és Foxp3 transzkripcios
halézatok kozti kapcsolatrél? Ezzel kapcsolatban DX kezelt egér sejtekben teljes genomra
kiterjedé ChIPseq és microarray analizis segitségével meghataroztdk a GR-kotd helyeket. Tobb
gén mellet a FOXP3 gén is tartalmazott GR-kot6 régiot. Ez arra utal, hogy emlds sejtekben a
GR befolyasolhatja a FOXP3 gén aktivitasat, és a Foxp3 pedig igy szabalyozhatja tobbféle
célgén aktivitasat. A GR és Foxp3 kolokalizaciot mutatd adataink aldtdmaszthatjak a feltevést,
miszerint Treg sejtekben a glukokortikoidok direkt médositjdk a FOXP3 gén aktivitasat, igy
befolydsolva az immunrendszer egy f6 szabalyozo agat.

Jelen adatok alapjan egy masik érdekes kérdés, hogy van-e additiv vagy szinergikus
hatasa a Treg-ekben a megemlekedett Foxp3, IL-10 és TGFf kozott. Ezen faktorok kozti ismert
genomszintli (epigenomszintll) és fehérje jelatviteli utak kozti kdcsonhatasaikra alapozva azt
feltételezziik, hogy 1éteznek az eldbb emlitett hatasok. Eldszor is, a Foxp3 alacsony szintii
expresszidja korlatozott Treg fenotipust indukal alacsony, vagy teljesen hidnyz6 szuppresszor
funkcidval, és a teljes szuppresszor hatas csak a Foxp3 magas expressziojaval érhetd el. Aztan
a Foxp3 gén indukciojat Treg-ekben a TGFp jelatvitel segiti el (azaltal, hogy a Smad2/3 a
a Foxp3+ Treg sejtek kialakulasaban. Végiil pedig az IL-10 parakrin Gton hatva a Treg-ekre
segit a Foxp3 expresszi6 fenntartasaban.

Human vizsgalatok sordn nyert adatok szerint a glukokortikoid kezelés noveli a Treg
sejtek ardnyat és/vagy funkciojat kiilonb6zo betegségekben. Példaul szklerdzis multiplexben
szenvedd betegek esetében GC kezelés hatasara a CD4"CD25"9 sejtek aranyanak emelkedését
¢s a Foxp3 expresszio novekedését figyelték meg, és arra a kdvetkeztetésre jutottak, hogy a
szteroidok igy mozditjak elé a relapszusbdl valo felépiilést. Graves-betegségben szenveddk
esetében a dexametazon kezelés javitja a Treg funkciot, mig nikkel allergia esetében az oralis
GC kezelés fokozott Treg valaszt valtott ki a bérben.
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Osszefoglalva eredményeink alapjan a GC-analdg dexametazon kezelés a Treg-ek
aranyanak novekedését okozta, és ezen Treg-ek fokozott szinten termelték az IL-10 és TGFf
immunoszuppressziv citokineket. Ezen adatok hozzajarulnak a glukoortikoidok azon bioldgiai
hatasainak ismeretéhez, melyek az immunrendszer szabalyozo agat befolyasoljak, és olyan
klinikai allapotokban is jelentdségiik lehet, ahol hasznos lehet a Treg sejtek aktivitdsanak
fokozésa.

5.2 Treg sejtek osszetételének és funkcidinak vizsgalata szisztémas szkerézisban

Az SSc egy kronikus, progressziv megbetegedés, amely kiterjedt dermalis €s viszceralis
gyulladassal, érkarosodassal és autoantitest termeléssel jar, ami immunoldgiai folyamatok
részvételét jelzi. A Treg sejteket dontd fontossagu résztvevoként azonositottak a cellularis és
humordlis immunvalasz mértékének korlatozadsdban. A Treg-ek szama ¢és aktivitdsa
meghatarozoan befolyasolhatja a betegség lefolyasat. Kisérleteink soran elsé célunk az volt,
hogy azonositsuk a Treg sejteket a CD4+ T-sejt populacion beliil, kiilonbozé sejtfelszini és
intracellularis markerek kombindciojaval, beleértve a az intracellularis Foxp3 transzkripcios
faktort is, amely érintett a Treg differencialodasban. El§ Treg sejtek izolalasahoz
konvencionalisan sejtfelszini jelolést alkalmaznak, és CD4+CD25high+CD127- fenotipus
alapjan késziilt Treg analizis szoros korrelaciét mutatott a Foxp3+ ¢s CD127- Treg-ek kozott
az altalunk végzett kisérletekben is. Mindazonaltal a Foxp3 pozitivitas és CD127 negativitas
egylittes felhasznalasa a Treg sejtek azonositasara szignifikans kiilonbségeket fedett fel az SSc-
ben szenvedd betegek és egészséges kontrollok mintainak Treg aranyai kozott.

Korabbi vizsgalatok emelkedett Treg aranyokat talaltak SSc-ben, mig masok csokkent
szintjeir6l szamoltak be. Egyik alapvetd eredményiink a korai stadiumu SSc-s mitak emelkedett
CD127-Treg aranya az egészséges kontroll mintak Treg aranyahoz képest. A statisztikailag
szignifikdnsan magasabb Treg aranyok még kifejezettebek voltak a betegség sulyosabb
formaiban, Ggy mint a dcSSc, Scl-70 és RNA-Pol-III autoantitest pozitiv €s tiid6fibrozis
esetében. Bar ellentmondasosak az eredmények a Treg alpopulaciok valtozasait illetéen SSc-
ben, adataink az SSc-s betegek periférias vérében emelkedett Treg aranyokat mutatd
vizsgalatokat tamasztjak ala, melynek hatterében a CD62L+Treg-ek aranyanak jelentds
novekedése all. A CD62L+Treg-ek a természetes, vagy timusz eredetii Treg sejtpopulaciot és
centralis memoria Treg sejteket képviselnek, melyek egy a nyirokszervekbe torténd
recirkulaciés mintazatot mutatnak, igy szuppresszalva a naiv CD4+ T-sejtek aktivaciojat.
Egérkisérletek soran kimutattak, hogy a CD62L+Treg-ek szignifikdnsan magasabb gatld
aktivitassal rendelkeznek, mint CD62L negativ tarsaik. Egy masik tanulmanyban colidkidban
szenvedd betegek CD62L+Treg sejtjeit mint a Treg-ek limfoid szovet homing csoportjat irtak
le, mig a CDO62L negativ Treg-ek a muko6zalis homing csoport, melyek a szoveti
immunhomeosztazisért felelosek.

SSc-ben nem csak a CD62L pozitiv és negativ Treg-ek kozotti egyensuly eltolodasat
talaltuk, hanem a Treg-ek funkcidjanak zavarat is, ugy mint csokkent IL-10 termelés a teljes
Treg populéacioban, és csokkent TGFP termelés a CD62L+Treg alcsoportban. Mivel a Treg
eredetli anti-inflammatorikus citokinek kdzponti szerepet jatszanak az immunvalasz gatlasaban
csOkkenése és emellett a Treg aranyanak novekedése a Treg-ek funkcionalis kimeriilésének
kovetkezménye lehet, mas T-sejt populaciokhoz hasonléan. Kisérleteinkben nem taldltuk
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csokkentnek a CD62L+Treg-ek IL-10 pozitivitasat, ami arra utalhat, hogy a CD62L-Treg
alcsoportok (Trl, vagy CD62L- effektor memoria Treg) IL-10 termelése elégtelen. Kimutattak,
hogy ezek a sejtek feleldsek a szoveti homeosztazis egyensulyaért és a gyulladasos valaszok
gatlasaért a borben és a mukdzdban. A vizsgélataink sordn taladlt emelkedett FOXP3
génexpresszid az SSc aktiv forméjaban €s ennek inverz korrelacidja a CD62L+IL-10+ Treg-
ekkel szintén alatamasztjak az effektor memoria Treg sejtek funkcionalis karosodasat SSc-ben.
A masik fontos citokin a Treg funkcioban a TGFf, melynek szintje csokkent a CD62L+Treg
populacion beliil, de a teljes Treg csoporton beliil nem. Ezen adatok a CD62L+ tTreg-ek és
centralis memoria Treg-ek funkcidjanak karosodasat, és emellett a Th3 alcsoport — mely TGFf-
t termel — funkcidjanak érintetlenségét tamasztjak ala. Az IL-10 és TGFp expresszalo Treg-ek
funkcionalis valtozasainak hatterében all6 mechanizmusok nem ismertek pontosan, bar vannak
ujabb kutatasi eredmények, melyek szerint epigenetikai mechanizmusok, mint DNS metilacios
statusz, hiszton modifikacio és nem-kodold6 RNS-ek szerepet jatszhatnak az SSc
patogenezisében. A Foxp3 pozitiv Treg fenotipus stabilizalasdban szerepet jatszhat a FOXP3
génlokusz proximalis promoterének és upstream enhanszerének metilacios statusza. A FOXP3
gén metildlatlan promoéter €s enhanszer régidi stabil, hosszitavii Foxp3 expressziot
biztositanak, amely mintdzat a timusz eredetli tTreg-ekre jellemzd, mig a hipometilalt
enhanszer régié a perifériasTreg-ek esetében tipusos, a konvencionalis T-sejtekben pedig
teljesen metilalt. A FOXP3 gén altalunk végzett metilacids analizise az enhanszer régié minden
CpG helyén hipometilaciét mutattott az SSc-betegek mintdiban szignifikansan csokkent
metilacioval 2 specifikus CpG helyen. Ez a megfigyelés egy emelkedett, stabil Foxp3
expresszalo sejtpopulacio jelenlétére utal SSc-s betegekben, ami Osszecseng az aramlasi
citometrias méréseink soran tapasztalt emelkedett CD62L+Foxp3+ Treg aranyokkal, melyet
mas kutatdsok is igazolnak.

A CD4+CD25-Foxp3+ sejtek tendencidzusan csokkent el6forduldsi gyakorisagat
talaltuk SSc-ben szenvedd betegek mintaiban, de ezen valozés csak tiidéfibrozis esetén volt
szignifikans. Ugy tartjak, hogy a CD4+CD25-Foxp3+ sejtek a Treg sejteknek egy reservoir
készletiik, amelyek homeosztatikus expanzid €s/vagy aktivacio hatasara CD25 pozitivva valva
Treg-ekkeé alakulnak. Feltevésiink szerint ezen sejtek aranyanak cs6kkenése a Treg aranyok
erdteljes megemelkedésére vezethetd vissza. Ez gyakorlatilag arra utal, hogy a CD4+CD25-
Foxp3+ sejtek olyan nagy aranyban konvertalodnak Treg sejtekké, hogy ez feliilmutlja a rezerv,
CD4+CD25-Foxp3+ sejtek képzddését. Tovabba feltételezhets, hogy a CD4+CD25-Foxp3+
sejtek kimeriilése, vagy azon T-sejt populaciok valtozésai, melekbdl a CD4+CD25-Foxp3+
rezervoir készlet kialakul — mint ahogy azt kronikus antigén jelenléttel jar6 allapotokban,
példaul kronikus infekciok vagy daganat esetében — felelések a CD4+CD25-Foxp3+ T-sejtek
csokkent jelenlétéért SSc-ben. Mivel ezen sejtek lehetnek az indukalt Treg-ek forrasai, nem
meglepd az SSc-s mintakban talalt egyensulyhiany az tTreg-ek és pTreg-ek kozott.

Osszefoglalva, adataink zavart egyenstlyt (emelkedett relativ aranyok) mutatnak a
regulatorikus T-sejt alcsoportok kozott, valamint abnormalitasokat a Treg alcsoportok IL-10 és
TGFp citokin termelésében SSc-ben szenvedd betegek mintaiban. Az aranybeli valtozasok a
betegség stadiumahoz és autoantitest statuszdhoz kapcsolodva jelentek meg. A FOXP3 gén
legalabb részben epigenetikai mechanizmusok feleldsek az SSc-ben tapasztalt Treg egyensuly-
¢s funkciozavarért. Tovabbi kutatdsok sziikségesek ezen immulogiai valtozasok SSc
patogenezisre ¢s progressziora kifejtett hatasarol.
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