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1. Invarians T sejt receptor tumorokban: NKT sejtek

A palyazati terv egyik legfontosabb hattere az a kordbbi megfigyelésink volt, hogy kozponti
idegrendszeri plakkokban az NKT sejtek invarians receptora (Va24-JaQ) nem mutathatd ki,
ugyanakkor Va24 T sejt receptort (TCR) expresszalo sejtek a plakkokban jelen vannak'. Ez arra utalt,
hogy a kozponti idegrendszeri SM plakkokban az NKT sejtek szelektiv deficiencidja mutathato ki.
Azonban ennek hatterében allhat a KPI specialis immunkornyezete is, tehat lehet nem a betegségre
specifikus jelenség.

Emiatt, a palyazati tervnek megfeleléen megvizsgaltuk az NKT sejtek jelenlétét 19 daganatban: 8
agydaganatban (glioblastoma és malignus meningeoma), valamint 11 vildgossejtes veserdkban. A
betegek a vizsgalatot megel6zéen nem részesultek immunszuppressziv vagy irradiacios kezelésben, a
daganatmintakat biopsziaval vagy operacié soran nyertiik*®,

Ezt kdvetéen RT-PCR SSCP klonalitas analizist alkalmaztunk. Ennek Iényege a TCR alfa lanc
hipervariabilis (aCDR3) régidjanak amplifikalasa Va24- és Ca-specifikus primerek segitségével, majd
az amplifikdlt Va24-CDR3 régiok SSCP elektroforézise. Az elektroforézis kapcsan az egymastol
kulonb6z6, Va24 TCR-t expresszald klonok CDR3 régidi egymastol szepardlodnak, majd ezek
kalonbdzé probe-okkal torténd hibridizacioval vizualizalhatok. Ca-specifikus probe a teljes Va24
repertoart (az 6sszes kulonbdzé aCDR3-at) vizualizdlja sdvok formajaban, JaQ-specifikus probe
lesziikiti a repertoart, az invarians NKT aCDR3-ra tervezett, klonotipus probe pedig csak az invarians
NKT szekvenciat jelzi (1. abra). A modszer elénye, hogy az NKT sejtek dominanciaja e molekularis
bioldgiai mddszerrel a repertoarban megitélhets. A Ca probe-bal térténé hibridizacid esetén ugyanis a
19 tumor mintat egymas mellett futtatva az invaridns NKT aCDRS3 (klonotipus) azonos pozicidban fut
minden mintaban, tehat jol azonosithato, ugyanakkor az egyes mintakon belul vizsgélhatd, hogy ennek
a csiknak milyen a dominanciaja az adott tumort infiltralé Va24 T sejtek kdzott: a dominans klonokat
reprezentéld klonotipusok csik formajaban jol elkilonulnek, ha nincs dominans klén, kenet lathato (1.
abra).
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Amennyiben a membrant az NKT sejtek invaridns aCDR3 régitjara tervezett klonotipus probe-bal
hibridizaljuk, az NKT sejt receptort reprezentald klonotipus az egymas mellett futtatott 19 tumor
mintaban jél lathaté (2. abra).
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Az SSCP klonalitas analizis a Va24-JaQ invarians TCR-t a vesedaganatok 72 %-aban (7/11), mig
az agydaganatok 88 %-aban (4/6) azonositotta. Ez ellentéte az autoimmun kozponti idegrendszeri
infiltrdtumoknak, ahol NKT sejt receptort korabban elvétve tudtunk kimutatni. Ez arra utalhat, hogy az
autoimmun kozponti idegrendszeri NKT deficiencia nem kdzponti idegrendszer specifikus, hanem a
sclerosis multiplexre jellemzé jelenség. Az adatok azt is jelzik, hogy a kozponti idegrendszeri
daganatot infiltrdlo6 Va24 T sejt repertodrban kevesebb a dominans T sejt klon, igy az NKT sejtek
viszonylagos dominancidja kifejezettebb (1. dbra).

2. Invarians T sejt receptor tumorokban: MAIT sejtek

Az utébbi években egy Uj invarians T sejt populécio, a MAIT sejtek kerlltek leirasra, mely az
NKT sejtekhez funkcionalisan egérkisérletekben nagyon hasonl6*’. Ezért megvizsgaltuk, hogy a
tumorokat infiltralo NKT sejtek mellett vajon MAIT sejtek is azonosithaték-e. Human MAIT sejtekre
vonatkozdan nagyon kevés adat all rendelkezésre, és tumorimmunitasban jatszott szerepiiket sem
allatkisérletes, sem human vizsgalatokban nem elemezték.

Az NKT sejtekhez hasonléan az invaridns MAIT receptort is RT-PCR SSCP mddszerrel
vizsgaltuk, a MAIT aCDR3 régidra tervezett primerekkel, és probe-okkal.

Va7.2 klonotipust (RT-PCR) a vesedaganatok 81 %-aban és az agydaganatok 75 %-dban
mutattunk ki, heterogén aCDR3-t expresszald T sejt receptorokkal. Invarians Va7.2-Ja33 receptor
(MAIT sejtek, SSCP analizis) a vesetumorok 54 %-aban (8/11) és az agydaganatok 62 %-&ban (6/8)
volt jelen, vagyis a Va24+ NKT sejtekhez hasonldan elsésorban a KPI infiltracio a jellemzé.
Hasonl6an az NKT sejtekhez, itt is azt észleltiik, hogy a MAIT sejtek relativ dominancidja a Va7.2
infiltral6 repertoaron bell a kézponti idegrendszeren belil nagyobb (3. abra).
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A MAIT és NKT receptorok jelenléte miatt megvizsgaltuk a tumorokat infiltrdld sejtek
fenotipuséat. Tébb adat utal arra, hogy NKT és MAIT sejtek CD56 molekulat expresszalnak®®. Jelen
tanulméany egyik célja a CD56+ T sejtek vizsgélata volt sclerosis multiplexben részben az NKT sejt
vonatkozdsok miatt (1asd alabb). Ezért immunhisztokémiaval megvizsgéltuk a CD3+, CD4+, CD8+ T
sejtek jelenlétét a vizsgalt tumorokban, és analizaltuk a CD56 expresszidt is. Ezt kdvetéen a tumort
infiltrdld limfocitdkat (TIL) izolaltuk, és flow cytometridval (FACS) vizsgéltuk a koreceptor
expressziot és aktivaltsdgot. Az adatok arra utalnak, hogy a MAIT és NKT sejt receptorokat
expresszalo tumorokat elsésorban aktivalt (HLA-DR+) CD8+ T sejtek infiltraljak (4. abra). A MAIT
sejtek elsésorban CD8+ T sejtek.
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Azonban, az NKT és MAIT invarians receptor jelenléte valamint a CD8+ TIL ellenére nem
talaltunk sem a vese, sem az agydaganatokban CD56+ T sejteket, bar az agyszovet a vartnak
megfeleléen intenziven fest6dott CD56 ellenanyaggal (pozitiv kontroll). Két lehet6ség merdlt fel: a
daganatokat CD56-negativ MAIT és NKT sejtek infiltraljak, vagy a daganatos betegekben e sejtek
CD56 expresszidja megvaltozik. Ezért megvizsgaltuk a MAIT sejtek CD56 expresszidjat a periférias
vérben. Mivel MAIT sejtekre ellenanyag nem &ll rendelkezésre, ezért a periférids vérbol a CD56+ és
CD56- sejtekez izolaltuk magneses szortoldssal, RNS-t izolaltunk, majd egy klonotipus PCR-t
allitottunk be a VVa7.2 sense és az invarians MAIT a-CDR3-ra tervezett anti-sense primer segitségével.
Az eredmények azt jelzik, hogy a periférias vérben egészséges kontrollokhoz hasonléan a vese- és
agydagantos betegekben is mindkét csoportban kimutathato a MAIT TCR. Vagyis a MAIT sejtek
CD56 expresszidja nem valtozik, de a daganatokat a CD56-negativ MAIT sejtek infiltraljak (5. abra).
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Ezt kdvetéen megvizsgaltuk, hogy az infiltrallo6 MAIT sejtek lokalis aktivalodaséra lehet6ség van-
e azéltal, hogy antigén prezentalé molekulajuk, a MR1 kimutathat6-e tumorokban®'. Illetve,
amennyiben jelen van, milyen citokin koérnyezetben fordulnak elé a MAIT sejtek. Ez tébb



szempontbdl is fontos volt: 1. A MAIT sejteket Th2 citokint termelé csoportnak tartjak®"*!; 2.
Azonban egérkisérletek ebben az évben felvetették funkcionalis heterogenitasukat az NKT sejtekhez
hasonldan'®; 3. A MAIT sejtek NKT setjekhez hasonldak, és az NKT sejtek funkcionélis
heterogenitasa emberben is ismert'®; 4. Az NKT sejtek anti-tumor aktivitasa Thl és gyulladasgétlo
citokin termeléssel fiigg dssze, de MAIT sejtek tumorimmunitasban jatszott szerepére nincs adat®.
Ezért RT-PCR-ral vizsgéltuk gyulladaskelté (TNFa, IL-12, IFNg, IL-17) és gyulladaskelts (IL-4, I1L-5,
IL-10) citokinek és MR1 expresszidjat. Az adatok azt jelzik., hogy a MAIT invaians receptort
expresszald tumorok MR1 RNS-t is expresszalnak, vagyis MAIT sejtek in situ aktivaciojara a
tumorokban lehet6ség van. Ezen fellil, harom vese- és harom agydaganatban a MAIT receptor olyan
citokin kornyezetben fordult eld, amelyben gyulladdsgatlo citokin nem expresszalodott, ami arra
utalhat, hogy a human MAIT sejtek is rendelkezhetnek gyulladasgatlé citokint termelé alcsoporttal az
NKT és egér MAIT sejtekhez hasonldéan. A citokin kornyezet emellett az agyi immunkdrnyezet
kulonbségére is felhivta a figyelmet: mig a vese- és agydaganatokban a gyulladaskelt6 TNFa és IL-12
azonos modon (10/11 és 8/8) expresszélodott, csak egyetlen agydaganatban lehetett Thl és Thl7
citokint kimutatni, szemben a 10/11 veserakkal.

A MAIT sejteket nemcsak az invarians TCR alfa-lanc, hanem a Vb2 és Vb13 expresszio is
jellemzi”®. Ezért vizsgéltuk e béta-lancok expresszidjat is a vese- és agydaganatokban. Mig az 6sszes,
MAIT invarians lancot expresszalé vesedaganatban ki lehetett mutatni a Vb2 és Vb13 b-lancot, az
olyan agydagantok felében, ahol az alfa lanc jelen volt, Vb2 és Vb13 nem expresszalodott. Ez arra
utalhat, hogy az agydaganatokat egyéb Vb lancokat expresszal6 MAIT sejtek is infiltraljak.

3. Egyéb invarians T sejt receptorok tumorokban: Va4 és Val9 T sejtek

Az NKT és MAIT sejtek mellett két tovabbi invarians TCR-t expresszalé alcsoportot sugalltak
korabbi adatok, az invarians Va4 és VVal9 invarians T sejteket™. Ezért, bealitottuk az RT-PCR SSCP
analizist e két T sejt populaciora vonatkozoéan is. Val9+ T sejt receptort RT-PCR-ral a vesedaganatok
45%-4ban észleltink, agydaganatban azonben nem talaltunk. Va4+ TCR a vesedaganatok 54 %-at
jellemezte, agydaganatban szintlén nem fordult elé. Invaridns Va19 és Va4 TCR szekvencidkat SSCP
modszerrel egyik daganatban sem tudtunk kimutatni (6. abra).
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Osszefoglalva, a tumorokat infiltrald invarians T sejtek NKT és MAIT sejtek. Elséként mutattuk ki az
aj invarians T sejtek (MAIT) jelenlét agydaganatokban, és adataink szintén elséként arra utalnak, hogy
feltehetéen az NKT sejtekhez hasonléan a human MAIT sejtek is Thl illetve Th2 alcsoportokkal
rendelkeznek, és ez utébbinak a tumorimmunitasban jelent6s szerepe lehet. Adataink arra is utalnak,
hogy az NKT és MAIT sejtek CD56-negativ altipusa infiltrdlja a kozponti idegrendszeri és
idegrendszeren kivili daganatokat. Az NKT sejtek jelenléte kdzponti idegrendszeri daganatokban arra
utal, hogy az SM plakkokban észlelt deficiencia a betegségre jellemzé jelenség.

A kéziratot publikélasra leadtuk (Am J Pathol).



4. CD56+ NKT és NK sejtek vizsgalata

A vizsgéalati tervnek megfeleléen sclerosis multiplexben is vizsgaltuk a CD56+CD3+ NKT
sejteket. Harminchat SM és 15 egészséges vérmintdban meghataroztuk a CD56+CD3+ NKT és a
CD56+CD3- NK sejtek szazalékos aranyat, azonban szignifikdns kulonbséget egyik populécio
esetében sem észleltiink, relapszus soran sem. Az NKT sejtek esetében azonban alacsony és magas
CD56 expresszioju alcsoport kulonitheté el, ezért nyolc betegnél tobb alkalommal vizsgéltuk a
CD3+CD56+ T sejtek aranyéat. Egy beteg kivételével az NKT sejt frekvencia kozelito értékeket adott
az ismételt mintakban, és megerésitette az alacsony €s magas expresszioju betegcsoportok lehetésegét
(7. abra).
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Ezt kdvetéen megvizsgaltuk a CD56+CD3+ NKT sejtek klonalitasat. Szortoltuk a CD56+CD3+
populécidt 5 egészséges és 5 SM betegtol, majd RNS izolalst, cDNS szintézist kdvetéen 21 TCR
Vbéta régiot amplifikaltunk. Az egyes amplikonokat egyméas mellett futtatva SSCP gélelektroforézist
alkalmaztunk, majd a membrant Cbeta-specifikus probe-bal hibridizaltuk®. E technika gyakorlatilag a
teljes CD56+CD3+ T sejt repertodr klonalitasat vizualizdlja sdvok formajaban. A klénokat e
repertodrban a Vbeta expresziénak megfeleléen szdmoltuk le. Az eredmények a CD56+CD3+ NKT
sejtek klondlis expanzidjat jelzik sclerosis multiplexben, annak ellenére, hogy az 6sszfrekvencia
szamban kuldnbség nem volt (8. abra).
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Mivel adataink a CD3+CD56+ T sejtek klondlis expanziogjat jelezték SM-ben, vizsgaltuk a
CD56+ NK és NKT populacié FasL expresziojat, mely az aktivaltsagi allapotot jelezheti, illetve a
citotoxikus funkciéra adhat felvilagositast'®. Két modon torténtek vizsgalatok: elemeztiik, az NK és
NKT sejtek hany szdzaléka expresszal FasL-ot, illetve a FasL-ot expresszal6 mononukleéris sejtek
hany szdzaléka NK és NKT sejt. A FasL-ot expresszdld6 NK és NKT sejtek ardnya SM-ben

szignifikdnsan magasabb volt (9. &bra).
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A citotoxikus molekulak mellett megvizsgaltuk a CD3+CD56+ T és NK sejtek citokin termelését
is. Tizenegy SM és 7 kontroll személybél szortolt CD56+CD3+ és CD56+CD3- sejtek IL-2, IFNg, IL-
6, TNF-a, IL-4 és IL-10 termelését elemeztik stimulédlast kdvetéen, illetve 6 beteg, 11 egészseges
kontroll és 11 OND (stroke) beteg esetében intracellularis IFN-g méréseket is végeztiink (10. abra).
Az NK sejtek I1L-6 termelése mutatott szignifikdns emelkedést SM betegekben, egyéb Th2 és Thl

citokin termelésben eltérés nem volt.
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Mivel az eredmények a CD3+CD56+ NKT sejtek krdonikus aktivalodasat, expanzidjat és FasL
termelését jelezték sclerosis multiplexben, megvizsgéltuk e sejtek jelenlétét a kdzponti idegrendszeri
kompartmentben, a liquorban is. CD3+CD56+ NKT és CD56+ NK sejtek az SM betegek liquordban

is jelen vannak (11. 4bra).
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A CD56+CD3+ NKT sejtek tovabbi fenotipus elemzésében megvizsgaltuk, hogy CD4+CD56+ T
sejtek szdma emelkedett-e, és expresszalnak-.e FasL-ot. Ez az alcsoport a CD56+CD3+ NKT sejtek
részét képezi, és specifikus klonokat tartalmaz irodalmi adatok alapjan, mely oligodendrociték lizisére
is képes. Tizenhét SM és tiz egészésges kontroll vérét dsszehasonlitva, SM betegekben a CD4+CD56+
T sejtek szdma szignifikdnsan magasabb (1,54+1,33 vs 0,63+0,53, p<0,05). Szintén szignifikdnsan
magasabb a FasL-ot expresszal6 CD4+CD56+ T sejtek szama az SM betegek vérében (29,97+25,7 vs
10,88+8,95, p<0,05). Vagyis a CD56+ NKT populacién belil a CD4+ sejtek aktivaltak, FasL-ot
expresszélnak és expandaltak.

Szintén vizsgaltuk az NK és NKT sejtek CD11c expressziojat, mely NK sejteken megjelenhet, és
alacsony expresszidja Th2, magas expresszi6ja Th1l citokin expresszioval fiigghet dssze'’. Nyolc SM
beteg vérét és hat SM beteg liquorat elemeztik. El6zetes adataink arra utalnak, hogy a CD11c az NKT
sejteken is expresszalddik, és a CD11c+ NK sejtek a liquorban is jelen vannak (12. 4bra). Eziranyban
tovabbi kisérletek zajlanak.
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Végul, vizsgéltuk azt is, hogy a CD56+ és CD56- szortolt alcsoportok tartalmaznak-e invarians,
Va24JaQ T sejt receptort, vagyis a CD1d-restricted invNKT sejtek expresszalnak-e CD56 molekulat.
Kilenc egészséges és 3 SM beteg vérébol végeztik a vizsgélatokat, ismételtten is vizsgaltunk
alanyokat. Az invarians Va24JaQ TCR expressziot a fent emlitett RT-PCR SSCP klonalitas
technikaval vizsgaltuk. 7/12 mintdban az invarians receptor a CD56+ populécidban volt csak jelen,
2/12 mintaban csak a CD56- csoportban, 2/12 minta esetében mindkét csoportban ki lehetett mutatni.



Osszefoglalva, a CD56+CD3+ NKT sejtek SM betegek vérében expandaltak, aktivaltak, fokozott
mértékben expresszalnak FasL-ot, de Thl citokineket nem. E sejtek tartalmaznak CD4+CD56+ T
sejteket is, melyek szintén fokozott mértékben aktivaltak, valamint invVa24JaQ NKT sejteket is. E
sejtek a liquorban megjelennek, és CD1c expresszioval is jellemezhetok.

Az adatok egy részének elékészitése zajlik publikaciora, illetve tovabbi kisérletek zajlanak.

5. CD56+CD3+ és egyéb T sejt alcsoportok vizsgalkata akut ischemiéas stroke-ban

A sclerosis multiplexben végzett kisérletek sordn OND (egyéb neuroldgiai betegség) kontrollként
stroke betegeket vizsgaltunk. Ekkor észleltik, hogy az IFNg-t expresszal6 CD3+CD56+ T sejtek
szdma akut stroke-ban hat o6rén belll lecsokken, majd normalizalddik a 3. napra. Mivel akut
immundeficiencia T sejtek vonatkozasaban stroke-ban nem ismert, megvizsgaltuk azokat a T sejt
populécidkat, melyek gyorsan képesek citokin vélaszra, illetve az adaptiv/6si immunrendszer hataran
helyezkednek el (gdT, iNKT, CD3+CD56+)'®%. A vizsgalatok tovabbi jelentdségét az adta, hogy
részletes immunoldgiai vizsgalatok akut ischemias stroke-ban ezidaig nem torténtek.

Elsé lépésben megvizsgaltuk 15 betegben, hogy véltozik-e a CD3+, CD4+, CD3+CD56+, Vd2+,
INKT és CD56+NK sejtek szama a periférids vérben az ischemias stroke elsé tlineteit kdveté hat
Oréban, majd 24 és 72 6ra mulva. A sejtek szamaban valtozast nem észleltiink sem az egyes mintakat
egymashoz viszonyitva, sem 13 egészseges kontrollokhoz hasonlitva.

Majd megvizsgaltuk e sejtek citokin termelését szintén az elsé 6 draban, majd 24 és 72 6ra malva.
Elészor a sejtek IFNg termelését vizsgaltuk in vitro PMA/lonomycin stimulust kdvetéen intracellularis
FACS mérésekkel. A CD3+ T sejtek, a CD3+CD56+ NKT sejtek és a Vd2 T sjtek IFNg termelése
szignifikdnsan megemelkedett a 3. napra, és a 3. napi értékek feleltek meg egészséges betegekbdl
nyert IFNg termelésnek-. VVagyis az ischemias stroke akut fazisaban e sejtek gyulladaskelté citokin
valasza deprimalt (13. &bra).
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> = >
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i T i
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10,00 = 10,00 53+CD50 10,00 Voo
0,00 0,00 0,00
n=10 n=10 n=11 n=11 n=11 n=11 n=8 n=8 n=4

Megvizsgaltuk a CD3+CD56+ NKT és CD3+ T sejtek tovabbi gyulladaskelté és gyulladasgatld
citokintermelést is: a populaciok szortolasat, majd stimuldldsat kovetéen CBA mddszerrel a
fellluszdbol vizsgaltuk 9 beteg esetében az IL-2, IL-4, IL-5, IL-10, IFNg és TNFa termelést akutan,
hat 6ran bellli stroke-ban, majd 72 6ra mulva. Egyediil az IFNg termelés vonatkozéasaban tapasztaltuk
az intracellularis méréseknél észlelt akut deficitet, a Th2 citokinek esetében deficiencia nem volt. A
Th2 funkciok tovabbi megkozelitésére ICOS expressziot is vizsgaltunk flow cytometriaval, ebben sem
talaltunk szignifikans valtozast.

Ezt kdvetéen a fenti sejtcsoportok citotoxikus funkcidjat vizsgaltuk a perforin expesszidjanak
meghatarozdsaval. Az IFNg termeléshez hasonléan, a perforin intracelluléris expresszidja is
szignifik&nsan alacsonyabb volt akut stroke-ban a CD3+CD56+ NKT, a VVd2 és az iNKT sejteken,(14.
abra).
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Az eredmények miatt megvizsgaltuk, valtozik-e a citotoxikus funkcio akut ischemias stroke-ban.
Ot betegnél hat éran bellil, majd 24 és 72 6ra mulva vizsgaltuk a periférias citotoxicitast. A perforin
valtozasahoz hasonloan a funkcionalis mérések is a citotoxicitas akut deficienciajat jelzik (15. dbra).

15. dbra
--—- First sample
«» 10,0 —
é 60’0 ................ Second Sample
5 50,0
2 ;18,3 Control
= 200
10,0
0,00
n=5 n=5 n=5 = P<0.05
** p<0,01

Osszefoglalva, az ischaemias stroke- akut fazisaban, par oran beliill a CD3+CD56+, Vd és iNKT
sejtek deficienciaja észlelheté a gyulladaskelté IFNg és a citotoxicitas vonatkozasaban, mely a 3.
napra normalizalddik. Th2 citokinek és ICOS vonatkozasaban nincs ilyen eltérés. Ez felvetheti a
lehetéséget, hogy a stroke-ot kdvet6 fokozott infekcid veszély (post-stroke infekcid) Osszefligg e
jelenséggel. Ennek vizsgalatara prospektiv vizsgalatot inditottunk, mely zajlik.

Az adatokat jelenleg készitjik el6 publikalasra.

A tumrokban, sclerosis multiplexben stroke-ban nyert adatok az immunvélasz tovabbi komplexitasat is
jelzik: akut stroke-ban és tumorokban a fenti T sejt populaciok aktivalasa feltehetéen fontos a
gyulladaskelté Thl valasz, és az immunrendszer mobilizalasa szempontjabol. Az aktivalddas hianya,
az akut deficiencia normalizaldsénak elmaradasa a post-stroke infekcidkra hajlamosithat. Ezzel
szemben kronikus autoimmun betegségben e sejtcsoportok aktivaldédasa a gyulladasos pathol6giat
erdsitheti, igy a kéros folyamatokban vesz részt.
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6. Leukocyta aktivacid akut stroke-ban és post-stroke infekcidk

Az akut stroke-ban észlelt korai gyulladaskelté és citotoxikus limfocita deficiencia miatt
megvizsgaltuk a leukocyta funkciot is egy egyszer és gyorsan alkalmazhato teszttel, a leukocyta anti-
szedimentacids rataval (LAR)*?'. A LAR a We csében egy ora alatt felfelé vandorlé leukocytak
aranya, mely aréanyos a leukocytak aktivaciojaval, adhézids tulajdonsagaival®*®*. Negyvenkilenc
betegek és 61 kontrollt vizsgaltunk, a betegekt6l 6 6ran belil elemeztiink LAR-t, majd 24 és 72 o6ra
mulva. Két akut ischemias csoportot kulonitettink el, a definitiv stroke-ot (n=38) és a tranziens
ischemiat, amelyben a tlinetek 24 6ran belul megsziinnek, és a képalkotd vizsgalatok akut infarktust
nem jeleznek (n=11). Hat 6ran belll a LAR szignifikansan emelkedett volt TIA-ban és akut ischemias
stroke-ban. Szignifikans eltérés volt a TIA és stroke kozott is, és mindkettében a LAR fokozatos
emelkedését észleltik. Hasonld emelkedés volt azokban az esetekben is, ahol a post-stroke
infekcidban szenvedé betegeket kizartuk, tehat nem a késébbi infekcié volt felelés a LAR
emelkedésért. (16. abra).

16. abra

1.0 1.0
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-2

LAR

LAR at TO

healthy TIA ischemic stroke 0 ischemic stroke TIA

Majd megvizsgaltuk, hogy a LAR emelkedése valtozik-e azokban a betegekben, ahol post-stroke
infekcio alakult ki a késobbiekben. Azt észleltik, hogy a stroke-ot koveté 24 6ra mulva a LAR
szignifikdnsan alacsonyabb azokban, akiknél infekcié alakul ki a késébbiekben, és 72 oOranal is
alacsonyabbak az értékek. Vagyis a LAR emelkedésének deficiencidja, kevesebb mint 25,6 LAR 24
oranal 81,5 % szenzitivitassal és 60 % specificitassal jelzi a post-stroke infekcidra valé kockazatot
(ROC analizis) (17. aba).

17. dbra
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c
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0 0
0.2 0 0.25 0.5 0.75 1
without with 1 - Specificity
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Azt is megvizsgaltuk, hogy a LAR emelkedése, vagyis a leukoyta aktivacio dsszefiigg-e a stroke
kiterjedésével. Emiatt a vérekbol meghataroztuk az S100b szintet, mely a stroke Kiterjedésével
korreldl®?®. A 3. napon mért LAR pozitivan korrelalt az S100b mértékével (18. abra).
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18. abra
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Osszefoglalva, az akut ischemias stroke-ban az infarktus méretétsl fliggéen (TIA vs definitv stroke és
S100b mérések) leukocyta aktivacio zajlik. Az aktivacio deficiencigja post-stroke infekcidra, és ezzel
osszefliggésben rosszabb kimenetelre hajlamosit, melyet a kimeneteli skala értékek (Glasgow
Outcome Sclae, GOS) is tukroznek (19. &bra).

19. dbra
5

1

GOS (mean, 95 % CI)

without infection with infection
Az adatokat kdzlésre benyujtottuk (Eur J Clin Invest).

Stroke adataink tehat azt jelzik, hogy akut leukocyta aktivécié zajlik néhany 6ran belll, mely a stroke
elsé napjaiban egyre kifejezettebb. Azonban ezzel egyidében limfocita alcsoportok gyulladaskeltd
funkcidja szupprimalt, mely a stroke-ot koveté 3. napra normalizalddik. A korai leukocyta aktivacid
deficitje a stroke.ot kdveté infekciokra hajlamosit. Feltehetéen a szupprimalt limfocita funkcio

/////

7. Genetikai vizsgalatok

Fenti kisérletek mellett az elmalt harom év alatt tobb vizsgélatot végeztink az OTKA
tdmogatasaval, mely az autoimmun betegségek, elsésorban sclerosis multiplex és myasthenia gravis
genetikai hatterét vizsgalta genomikai és funkcionalis genomikai vizsgalatokkal.

1. Génbankok
Ko6zel 300 SM betegtél izolaltunk DNS-t, és a betegek kétharmadaban a HLA-DRB1*1501
tipizalds is megtortént. Az SM génbank mellett a betegek donté részénél liquorbank is
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rendelkezésre all, és a betegek Klinikai adatainak feldolgozasa is megtortént. Otven betegnél
részletes neuropszichologiai mérések torténtek.

Kb. 160 myasthenia gravis betegtél izolaltuunk DNS-t, valamennyi betegnél megtortént az anti-
AchR, anti-titin ellenanyag meghatarozas a szérumbol, és 40 szeronegativ betegnél anti-MuSK
meghatarozas is tortént. A betegek klinikai adatait feldolgoztuk.

2. Ctla-4 polimorfizmus és funkcionalis dsszefiiggések sclerosis multiplexben®

A Tibingeni Egyetemmel kollaboraciéban az SM bank felhasznalasaval befejeztlink egy sclerosis
multiplex-szel kapcsolatos Ctla-4 polimorfizmus vizsgalatot. A hazai mintdk PCR analizise
klinikdnkon tortént. Kozel 700 betegben, magyar, német és lengyel populédcidban elemeztilk a
Ctla-4 gén két polimorfizmuséat kollaboraciéban, DRB1*1501 pozitivitas, valamint klinikai adatok
vonatkozasaban is. Az adatok elemzését a nemzeti populacidkra kiilén, valamint metanalizisben is
elvégeztik.

3. 1L-23R polimorfizmus vizsgalata sclerosis multiplexben?®
DNS bankunk felhasznalasaval a PTE Humangenetikai Intézetével kollaboracidban az 1L-23R
nemrég leirt polimorfizmusat teszteltiik relapszal6-remittalo és szekunder progressziv SM-ben.

4. Monozigdta ikerparok T sejtjeinek génexpresszids vizsgalata sclerosis multiplexben®

A Japéan Orszagos Neuroscience Kdzponttal kollaboracioban SM-re konkordans és diszkordans
monozigdta ikerparok T sejtjeit izolaltuk, majd génexpresszids vizsgélatot végeztink
utvonalelemzessel.

5. Myasthenia gravis (MG) polimorfizmus
A Tubingeni Egyetemmel kollaboracidban zajlanak MG asszociacids vizsgalatok.

8. Esettanulmanyok

Az elmult 3 évben szdmos neuroldgiai és neuroimmunoldgiai esettanulmany kerdlt
publikaldsra az OTKA tamogatésaval. Az esetek egy részében kisérletes vizsgélatok (genetika,
immunoldgia, funkcionélis MRI és voxel-based agyi morfometria) torténtek ritka korképekben®**2,
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