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1. BEVEZETES

A reumatologiai korképek patomechanizmusaban a gyulladasnak kitiintetett
szerepe van. Spondilitisz ankilopetikdban (AS) és reumatoid artritiszben (RA) egyarant
megvaltozik az immunrendszer miikodése, beleértve az adaptiv immunfolyamatokat is.

Az adaptiv immunrendszer kodzponti elemét jelentik a CD4+ és a CD8+
T-limfocitak. Ezek miikodése, aktivacidja alapvetden meghatirozza az (auto)immun
folyamatok hevességét és iranyat. AS és RA esetében tdbb megfigyelés szerint is
megvaltozhat a CD4+ és CD8+ limfocitdk aranya, sejtes kornyezete, illetve mitkddése.
Azonban egyes keresztmetszeti vizsgalatokat leszdmitva nincsenek olyan prospektiv
Klinikai tanulmanyok, melyek a CD4+ és a CD8+ sejtekre jellemzd paramétereket a
betegség lefolyasaval és a kezelésre adott valasszal 6sszefliggésben vizsgaltak volna.
Kevésbé ismert tovabba, hogy a kiilonb6z6 tipusi TNF-a gatlok T-sejtekre kifejtett
hatésa eltér-e egymastol.

A sejtek prevalenciajanak eltérései mellett feltételezheten a sejtaktivacios
folyamatok is eltérhetnek a normalistol, és igy a sejtek funkciéi modosulhatnak. A
technikai nehézségek miatt azonban az ilyen iranya vizsgalatok szama meglehetdsen
korlatozott. A reumatoldgiai kdrképek kozil egyedil RA-ban voltak korabban olyan
prébalkozasok, melyek intracellularis folyamatok jellemzésére iranyultak.

PhD hallgatoként olyan potencialis biomarkerek kutatdsdban vettem részt,
amelyeket kiilonboz6 stadiumu, stlyossagu és/vagy modon kezelt AS-ben és RA-ban
szenved6 betegekben vizsgaltunk. Munk&m sorén a laboratériumunkban kifejlesztett (j
aramlasi citometrias technikak segitségével értékeltem ebben a két korképben a betegre
jellemz6 immunfenotipust, és a T-sejt funkcid szempontjabol kiemelkedé fontossagu
intracellularis folyamatokat.

Tobb betegcsoport bevonasaval azonositottunk olyan, az adaptiv immunvalaszt
érinté eltéréseket, melyek az AS és az RA bizonyos stadiumaban jelen lehetnek.
Megfigyeléseink reményeink szerint segithetik ezeknek a korképeknek a jobb

megeértését, esetleg diagnosztikus és terapias dontési celpontok azonositasat.



2. CELKITUZES

Munkank elsé fazisaban arra kerestiik a valaszt, hogy AS-es betegekben hogyan
valtozik az adaptiv immunitas legfontosabb képviseléinek sejtprevalencidja (CD4+ és
CD8+ limfocita, Thl, Th2, Thl7 és Treg sejt). Az vizsgaltuk tovabba, hogy milyen
aktivacios allapot figyelheté meg, azaz milyen a CD4+ és a CD8+ naiv €s
memoria/effektor sejtek prevalenciaja es az aktivacios markerek expresszioja.

Az alap allapot meghatarozasa mellett célunk volt megvizsgalni AS-ben az
immun fenotipus valtozasait az infliximab (IFX) kezelés utan 2 illetve 6 héttel.

Ezt kovetden az emlitett adaptiv immunitds képviseldit meghataroztuk terapia
naiv korai RA-ban valamint a hagyomanyos DMARD terapiara nem reagalé kés6i RA-s
betegpopulécidban egyarant.

Az RA esetében szintén prospektiv vizsgélat volt a célunk mind az
immunfenotipus, mind az aktivaciés folyamatok vonatkozasaban. Korai RA esetén
megvizsgaltuk a sejtprevalenciakat a 4. héten GCS terapiat kdveten, majd a 8. héten (4
hét MTX kezelés utan). Késéi RA-ban pedig 3 kiilonb6z6 TNF-o gatld (infliximab:
IFX, etanercept: ETA és adalimumab: ADA) adaptiv immunitasra kifejtett hatasat
vizsgaltuk 4 illetve 8 héttel a terdpia megkezdése utan.

Munkank masodik fazisdban célunk volt jellemezni a CD4+ és a CD8+
T-limfociték rovid-tava aktivacidjat AS-ben és RA-ban. Vizsgalataink sordn aramlési
citométerrel jellemeztiik a fitohemagglutinin (PHA) stimulaci6 hatisara az elsé 10
percben bekovetkezd citoplazmatikus kalcium (cit-Ca®*), mitokondrialis kalcium
(mit-Ca®"), szabadgyok képz3dés és nitrogén monoxid (NO) termelés kinetikus
valtozasait.

Az alap allapot mellett meghataroztuk AS-ben az IFX, korai RA-ban a GCS és
az MTX, kés6i RA-ban pedig az IFX, az ETA és az ADA hatasat az emlitett

intracellularis folyamatokra.



3. MODSZEREK

3.1. Egészséges es beteg csoportok

3.1.1. Spondilitisz ankilopoetika

A vizsgéalatokba tizenharom magas betegség aktivitési indexxel (BASDALI) biro,
aktiv AS-es beteget vontunk be. Az aktiv betegség miatt a paciensek intravénas IFX
terapiaban részesiltek 5 mg/ttkg dozisban a 0., a 2., és a 6. héten, majd ezt kovetden 8
hetente. Veérmintat ezzel 0Osszhangban 3 alkalommal vettink: az IFX terapia

megkezdése eldtt, majd az azt kdveto 2. illetve 6. héten az esedékes infizid elott.

3.1.2. Reumatoid artritisz

Tizenkilenc Gjonnan diagnosztizalt, terapia naiv (korai) RA-s és harminckettd, a
hagyomanyos kombindlt DMARD teréapidra nem reagal6 (kés6i) RA-s lett bevonva a
vizsgalatokba. A korai RA-s betegek a vizsgalatok el6tt semmilyen RA specifikus
gyogyszeres kezelésben nem részesiltek. A diagnozis felallitasat kovetéen kozepes
dozisu ordlis gliukokortikoszteroidot (GCS, 16 mg/nap metilprednizolon) kaptak
monoterapiaban 4 hétig. A GCS dozisat a 4. héttél lecsokkentették 8 mg/nap-ra,
mikozben elkezdték a metotrexatot (MTX) 10 mg/hét ddzissal. A vérmintakat ezzel
0sszhangban szintén harom iddpontban gytijtottiik: a terapia megkezdése eldtt (alap
allapot), majd az azt kovet6 4. illetve 8. héten. A késéi RA-s betegek a vizsgalatba valo
részvétel kezdetén MTX (15 mg/hét) és leflunomid (LF, 20 mg/nap) kombinacioban
részeslltek legalabb harom honapja. A tovabbra is 5.1 feletti DAS-28 betegségaktivitast
figyelembe véve naluk TNF-a gatld készitmény keriilt bevezetésre. Az LF-t elhagyték,
mikozben az MTX véltozatlan formaban tovabb folytatddott. A bioldgiai terapiat az
alabbi protokoll szerint adagoltak: intravénas IFX a 0., a 2., és a 6. héten 3mg/ttkg
ddzisban (n=8), vagy szubkutan ETA 50 mg/hét dézisban (n=12); vagy szubkutan ADA
40 mg/2 hét dozisban (n=12). Vérmintat ebben az esetben is harom alkalommal

gyljtottiink, a bioldgiai terapia megkezdése el6tt, majd 4 illetve 8 héttel a kezelés utan.



3.1.3. Egészséges kontrollok

AS-ben kilenc, RA-ban tiz nem- és életkor szerint illesztett egeszséges kontroll lett a
vizsgalatokba bevonva. Az egészseges kontrollok munkaalkalmassagi vizsgalaton

vettek részt, kozottik semmilyen reumatologiai és egyéb eltérést nem tapasztaltunk.

3.2. Minta elokészitése

Minden résztvevotél 24 ml vért vettiink lithium-heparinnal alvadésgatolt
mintavételi csdvekbe (BD Vacutainer, Beckton Dickinson & Co, Plymouth, UK),
melyet minden esetben a vérvételt koveté 4 oran belll feldolgoztunk. A periférias ver
mononuklearis sejtjeit (PBMC) stiriiség-gradiens centrifugalassal szeparaltuk (Ficoll-
Paque Plus, GE Healthcare Life Sciences, Pittsburgh, PA, USA). A PBMC 20%-t
(koriilbeliil 5 x 10° sejt) -80°C-on lefagyasztottuk a sejtfelszini mérésekhez. A PBMC
80%-t (koriilbelil 2 x 107 sejtet) pedig az intracellularis festéshez 37°C-os modositott
RPMI (Sigma-Aldrich, St. Louis, Mo, USA) oldatban reszuszpendaltuk. A kalcium
koncentracidjat a médositott RPMI oldatban 2 mM-osra allitottuk be (kristalyos CaCl,
hozzéadésaval).

3.3. Sejtfelszini festés

A sejtfelszini markerek meghatarozasahoz a mintakhoz a gyarto altal eldirt
protokoll szerint fluoreszcens molekulaval jel6lt konjugéalt antitestet tartalmazoé festéket
(Becton Dickinson, San Diego, California, USA) adtunk hozza. Az alabbi sejteket (a
sejtfelszini markerrel) hataroztuk meg: helper T-sejt (CD4+), citotoxikus T-sejt (CD8+),
Th1l sejt (CD4+CXCR3+), Th2 sejt (CD4+CCR4+), Th17 sejt (CD4+CCR4+CCR6+),
regulatoros T-sejt (Treg, CD4+CD25+CD127-), naiv T-sejt (CD4+CD45RA+;
CD8+CD45RA+) es memoria/ effektor T-sejt (CD4+CD45R0O+; CD8+CD45R0O+). A
sejtek prevalenciaja mellett vizsgaltuk a CD4+ és a CD8+ limfocitak korai (CD69) és

késoi (HLA-DR) aktivacids markereinek az expressziojat is.



3.4. Intracellularis festés

Az immunologiai folyamatokban résztvevd sejtek csoportjainak szlkitése
céljabdl a mintakat el6szor CD4 és CD8 sejtfelszini markerrel inkubaltuk, majd 4
egyenlé részre osztva 4 féle intracellularis festékkel jel6ltik. A citoplazmatikus kalcium
(cit-Ca®") monitorozaséhoz Fluo-3-AM-t, a mitokondrilis kalciumhoz (mit-Ca®")
Rhod2/AM-t, a szabadgyok képzddés jellemzéséhez dihidroetidiumot (DHE), a nitrogén
monoxid (NO) termeléshez pedig DAF-FM diacetatot alkalmaztunk. Kozvetlenil a
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aktivaltuk, majd a fluoreszcens jelet 10 percig monitoroztuk.

3.5. Mérés és kiértékelés

A sejtfelszini és az intracellularis méréseket egyarant egy BD FACSAria
aramlasi citométeren végeztiik (Becton Dickinson, San Jose, California, USA). A
sejtprevalencia értékeket hagyomanyos kapuzéassal a készilék sajat FACSDiVa
szoftverével hataroztuk meg (Becton Dickinson, San Jose, California, USA). Az
intracellularis paraméterek Kkinetikus jellemzésére az R programot hasznaltuk (R-
projekt, Bécs, Ausztria). A mérés teljes tartomanyat 100 egyenldé hosszisaga id6-
intervallumra osztotta, majd a median fluoreszcens értékek meghatarozasat kovetéen a
median értékekre lowess maodszerrel simitast végzett. Az igy kapott relativ paraméter
értékekbdl az aldbbi paramétereket adta meg: gorbe alatti terilet (AUC), maximum
értek (Max) és a maximum elérésének ideje (tmax). A statisztikai szamitasokat a

tovabbiakban az AUC, a Max €s a tyax ertékeivel végeztik.

3.6. Statisztikai analizis

A statisztikai szamitasokat a Statistica 7 szoftvercsomaggal (Statsoft, Tulsa,
Okla, USA) végeztilk. Nem parositott két csoport 6sszehasonlitasara a Mann-Whitney
tesztet, mig parositott esetben a Wilcoxon tesztet alkalmaztuk. Szintén parositott,
azonban harom vagy tobb csoport 6sszehasonlitasara pedig a Friedman teszt szolgalt, a
Dunn-féle poszt-hoc teszttel kiegészitve. A 0,05-nél Kkisebb eltéréseket vettlik

szignifikansnak.



4. EREDMENYEK

4.1. Spondilitisz ankilopoetika

A Dbetegség aktivitasi index (BASDAI) a vizsgalat kezdetén minden AS-es
betegnél magas volt (6,88 [6,07—7,60]), majd 6 héttel az IFX terapia megkezdése utan
szignifikansan lecsokkent (1,79 [0,60-3,83]), P < 0,0001.

4.1.1. Sejtprevalencia vizsgalatok spondilitisz ankilopoetikdban

A vizsgalat soran el0szor az IFX kezelés elott allo betegpopulaciot hasonlitottuk
0ssze a kontroll csoporttal.

A CD4+ sejtek prevalenciaja a limfocitakon beltil a kontroll csoporthoz képest
emelkedett volt. A korai (CD69) és a késoi (HLA-DR) aktivacios marker expresszioja a
CD4+ sejteken a kontroll csoporthoz képest nem véltozott. A Thl iranyba elkotelezett
sejtek prevalencidja hozzavetlegesen 30 %-al emelkedett, mig a Th2-é a kontroll
csoport ketszerese volt AS-ben. A helper sejtek Th2 iranyba torténé eltolodésa miatt a
Th1/Th2 arany jelent6sen lecsokkent. A Th1l7 sejtek prevalencidja 70%-al emelkedett
volt a beteg populéciéban, mig a Treg-sejtek, a CD4+ naiv (CD45RA) és CD4+
memadria/effektor sejtek (CD45R0) az IFX kezelés el6tt a kontroll csoporttdl nem tértek
el.

Az 0sszes vizsgalt CD8+ sejt és aktivacios markereik a kontroll csoportban

mért értékekkel voltak egyenértékiieck AS-ben az IFX terapia megkezdése el6tt.

Munkank kovetkezé fazisaban az IFX terapia hatasat vizsgalatuk a 2. és a 6.
héten. CD4+ sejtekben a terapia el6tt megfigyelt eltérésekre az IFX kezelés nem volt
hatassal. Ennek megfeleléen a helper sejtek, a Thl, a Th2 és a Th17 sejtek prevalenciaja
tovabbra is emelkedett volt. A Treg-sejtek, a CD69, valamint a HLA-DR aktivacios
marker pedig tovabbra is a kontroll csoporttal volt egyenértékii. Ezzel szemben a CD4+
naiv sejtek prevalencidgja 2 hét IFX kezelés utan lecsokkent, és ez a 6. hétre is
megmaradt. A CD4+ memoria/effektor sejtek a 2. héten a kontroll csoporttal

megegyeztek, a 6. hétre azonban prevalenciajuk szintén lecsokkent a kontrollhoz képest.



A CD8+ sejtek és aktivacios markereik 2. ill. 6. hét IFX terapia hatisara sem

mutattak valtozast AS-ben.
4.1.2. Funkcionalis vizsgalatok spondilitisz ankilopoetikaban

AS-ben IFX Kkezelés elott a CD4+ és CD8+ limfocitakban egyarant késleltetve
emelkedett a cit-Ca’* AS-ben a kontroll csoporthoz képest. A mit-Ca’* a CD8+
sejtekben hasonléan koros kinetikat mutatott (id6ben szintén késébb érkezett a cstcs),
mig a CD4+ limfocitakban a mit-Ca** a kontroll csoporttal azonos médon viselkedett. A
nitrogén monoxid termelés relativ értéke (AUC), a Max érték és a tmax is szignifikansan
nagyobb volt AS-ben a kontroll csoporthoz képest a CD4+ és a CD8+ sejtekben
egyarant. A szabadgyok képz6dés mindkét vizsgalt limfocita tipusban a kontroll

csoporttal volt egyenértékii.

IFX kezelés megkezdése utan két héttel a cit-Ca®* jel a CD4+ és a CD8+
sejtekben tovabbra is késleltetve jelent meg, és ez a CD4 sejtek esetében a 6. hétre sem
véltozott. A CD8+ limfocitakban azonban a cit-Ca?* jel kinetikaja lecsokkent és a gorbe
maximum értéke a kontroll csoportban mérttel egy idébe esett. A mit-Ca?* szintén
valtozatlan kinetikat mutatott a CD8+ sejtekben 2 hét IFX kezelés utan, a 6. hétre
azonban a cit-Ca’*-hoz hasonléan a kontroll csoporttal lett azonos, azaz a gorbe
maximum csticsa idében elébbre tolodott. A mit-Ca?* a CD4+ limfocitakban tovabbra is
a kontrollhoz hasonlé kinetikat mutatott 2. ill. 6. hét IFX kezelés utan is. A
legmarkansabb valtozds az NO termelés esetén mertik IFX hatasara. A kezdeti
emelkedés mar a 2. hétre is szignifikansan lecsokkent, igy mindharom vizsgalt
paraméter (AUC, Max, tmax) a kontrollal valt egyenértékiivé. Ez a csokkenés a 6. hétre

tovabb folytatodott (de a kontrolltol nem tért el).



4.2. Reumatoid artritisz

4.2.1. Sejtprevalencia vizsgalatok reumatoid artritiszben

A kezeletlen korai RA-s betegeknél alap allapotban a kontrollhoz képest
emelkedett Thl, Th2 és Thl7 sejt prevalenciat mértiink, mikozben a Treg-sejtek aranya
és a CD8 sejteke lecsokkent. A CD4 limfocitak prevalenciaja a kontrolltél nem tért el,
igy 0Osszességében a CD4/CD8 arany emelkedett volt. A Thl és a Th2 emelkedés
hasonld6 mértékii volt, ezért a helper sejtek aranyaiban nem tértek el a kontroll
csoporttol. Mikozben a CD4+ naiv (CD45RA) sejtek prevalencigja csokkent a
kontrollhoz képest, az effektor/memdria (CD45RO) sejteké emelkedett, aranyaiban
tehat a két sejt az aktivacio irdnyaba tolodott. Ezzel dsszhangban a korai (CD69) és a
kés6i (HLA-DR) aktivacios markerek expresszidja a CD4+ sejteken szintén emelkedett.
A CDB8+ naiv és effektor/memoria sejtek alap allapotban nem mutattak eltérés a
kontrolltol, ahogy a HLA-DR expresszio sem. Egyedil a CD69 expresszidja
emelkedett a kontroll csoporthoz képest a CD8+ sejteken.

4 hét GCS terapia utan a Th2 prevalencia szignifikansan lecsdkkent, mikozben
a Thl tovébbra is emelkedett maradt. A megndvekedett Th1l/Th2 ardny ennek
megfeleléen Thl iranyu eltolodast mutatott. A CD69 aktivacios markerek expresszioja a
CD4+ és a CD8+ sejteken egyarant normalizalédott, ahogy a HLA-DR is a CD4+
sejteken. A CD8+ sejtek HLA-DR expresszidja azonban az alap allapothoz képest
emelkedett. A Thl7, a Treg sejtek, a CD4+ naiv eés memoria/effektor sejtek
prevalencidja nem valtozott és tovabbra is az alap allapothoz hasonl6 kéros mintazatot
mutatott. A CD8+ naiv sejtek a kontrollhoz képest lecsdkkentek, mig az
effektor/memoria sejtek prevalenciaja nétt.

A 8. hétre (4 héttel az utan, hogy a GCS terdpia dozisa lecsokkent és
bevezetésre kerllt az MTX kezelés) a Th17 prevalencidja szignifikansan lecsokkent a 4.
héthez képest, de a kontrollnal tovabbra is magasabb volt. Erdekes médon a Thil és a
Th2 sejtek prevalenciaja megemelkedett a 4. héthez képest. Szintén emelkedett a CD4+
limfocitdk prevalencidja és a CD8+ sejtek CD69 expresszioja (a kontrollhoz képest).

Ezzel egy id6ben viszont lecsokkent a CD8+ sejtek HLA-DR expresszidja és
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normalizalodott a CD8+ naiv ill. memoria/effektor sejtek prevalencigja. A tobbi vizsgalt
sejttipus a 8. hétre érdemben nem véltozott.

A hagyomanyos DMARD terapiara nem reagalé késéi RA-s csoportban a
naiv péaciensekhez hasonléan a Thl, a Th2, és a Th1l7 prevalencidja kezdetben
magasabb volt a kontrollhoz képest, mig a Treg-sejtek és a CD8+ citotoxikus T-sejtek
prevalencidja csokkent (az IFX Kkezelt csoportban a CD8+ T-sejtek csokkent
prevalencidja nem bizonyult szignifikdnsnak, szemben a ETA és az ADA kezelt
populécidban).

A CDA4+ helper sejtek, és a CD4+ ill. CD8+ naiv és memdria/effektor sejtek
prevalencidja normalis volt kezdetben a kés6i RA-s betegeknél, ha 6ket egy csoportként
kezeltik. Kulén szedve azonban érdekes mddon az IFX csoportban a CD4+ naiv
(CD45RA) sejtek csokkent, mig a memoria/effektor (CD45RO) sejtek emelkedett
prevalenciat mutattak a kontrollhoz képest. A CD4+ limfocitdk az ADA csoportban
mutattak emelkedést a kontrollhoz képest. Az aktivacios markerek (CD69 és HLA-DR)
expresszidja sem a CD4+, sem a CD8+ limfocitak esetében nem tért el a kontrolltol.

A T-sejtek eloszlasa hasonloan valtozott a kilonbozé TNF-a gatld
készitmények hatdsara, bar bizonyos eltérések mégis mutatkoztak. Az ADA
csoportban megfigyelt CD4+ limfocita emelkedés a 4. és a 8. hétre normalizalddott, mig
az IFX kezelés hatdsara a prevalencidja a 4. hétre szignifikdnsan megnétt a kontrollhoz
képest. A 8. héten minden vizsgalt csoportban normalizalodott a CD4+ limfocita
prevalencidja. Ezzel szemben a CD8+ sejtekét a TNF-a gatlo készitmények egyike sem
befolyasolta, az minden esetben az alap allapottal volt egyenértékl.

A Th1l prevalencia a 4. és a 8. hétre fokozatosan tovabb emelkedett az IFX és az
ETA kezelt betegeknél, mikozben az ADA csoportban konstans maradt. A Th2 ezzel
szemben az ADA és az IFX csoportban egyarant véaltozatlan prevalenciat mutatott,
szemben az ETA kezelés hatasara, ahol a Th2 normalizalodott (lecsokkent a 4. hétre
majd valtozatlan maradt a 8. héten). A bioldgiai terapia egyike sem befolyasolta a Th17
sejtek prevalenciajat (4 és 8 hét utdn sem), mikdzben mér 4 hét kezelést kovetden nétt a
Treg-ek ardnya. Ez az emelkedés az ETA és az IFX esetén a 8. hétre tendenciozusan
folytatédott, de az eredmény nem bizonyult szignifikansnak. Egyedul az ADA kezelés

novelte szignifikans modon a Treg-ek prevalencidjat a 8. hétre a 4.-hez viszonyitva. Bar

-11 -



az emelkedés mindharom esetben jelentds volt, a kontroll csoporthoz viszonyitva a 8
hétre is csokkent T-reg prevalencidkat mértiink késéi RA-ban.

A CD4+ naiv és memoria/effektor sejtek eloszlasa immunaktivaciot jelzett, de
nem azonos idépontokban. IFX esetében az alap allapotban megfigyelt csékkent CD4+
naiv és emelkedett memdria sejtprevalencia a 4. és a 8. hétre is valtozatlanul
megmaradt. Ugyanez a csokkent naiv/memoria sejtarany volt megfigyelhetd a 4. héten
az ADA Kkezelésnél és a 8. héten az ETA kezelésnél. Az ADA kezelt betegeknél a 8.
hétre a memoria/effektor sejtek tovabbra is magasabb prevalenciat mutattak, de ez az
eltérées nem bizonyult szignifikansnak (szemben a naiv sejtekkel, melyek aranya a 8.
hétre is szignifikansan csokkent maradt). A CD8+ naiv és memoria/effektor sejtek a
kezelés hatasara sem valtoztak, mindvégig a kontrollal azonos aranyokat mutattak.

Az aktivacios markerek is mutattak eltéréseket a kiilonbozé kezelésektol
fiiggben. Az alap allapothoz képest a HLA-DR expresszié a CD4+ sejteken a 4. és a 8.
hétre emelkedett ETA és ADA kezelés hatasara, mig az IFX nem befolyasolta. A CD4+
sejtek CD69 expresszidja sem valtozott egyik kezelés hatasara sem. A CD8+ sejtek
esetében a HLA-DR nétt ETA és ADA kezelés utan, de csak a 8. hétre, az IFX azonban
egyaltalan nem befolyasolta. A CD69 expresszié a CD8+ sejteken IFX kezelés esetén
nétt a 4 hétre, majd normalizalddott a 8. hétre, mig az ETA hatdsara lecsdkkent a 4.
hétre és megemelkedett a 8. hétre. Az ADA nem volt hatassal a CD8+ sejtek CD69

expresszidjara.
4.2.2. Funkcionalis vizsgalatok reumatoid artritiszben

A terdpia naiv, korai RA csoportban a vizsgalt paraméterek (cit-Ca*",
mit-Ca”*, szabadgy6k képzSdés és nitrogén monoxid termelés) egyike sem mutatott
eltérést alap allapotban a kontrollhoz képest sem a CD4+ sem a CD8+ limfocitakban.

4 hét GCS terdpia utdn a PHA aktivaciét kovetd cit-Ca>* vélasz a kontroll
csoporthoz képest mindkét sejtpopulacidban lecsokkent. A CD4+ limfocitak esetében az
elsé 10 percben megfigyelt szabadgyok képzddés is szignifikans csokkenést mutatott a
kontroll csoporthoz és az alap allapothoz képest.

A 8. héten, a csokkentett dozisi GCS és az MTX terdpia mellett a cit-Ca**

valasz normalizalddott a CD4+ és a CD8+ limfocitakban, igy az alap allapottal illetve a
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kontroll csoporttal azonos mértéket mutatott. A szabadgyok képzddés a 8. hétre tovabbi
csokkenést jelzett a CD4+ limfocitakban és ezzel parhuzamosan a CD8 limfocitak
szabadgyok képzddése is lecsokkent a 8. hétre a kontroll csoporthoz képest. A mit-Ca**
és a nitrogén monoxid termelés kinetikaja DMARD terapiat kovetéen sem mutatott

eltérést.

A kombinalt DMARD nonreszpondereknél a TNF-a kezelést megel6z6en
fokozott cit-Ca®* vélasz jelentkezett a kontroll csoporthoz képest a CD4+ és a CD8+
limfocitdkban egyarant. A tébbi vizsgalt paraméter nem mutatott eltérést alap
allapotban, kivéve az ETA csoportot, ahol a szabadgyok képzddés a kontrollhoz képest
emelkedett volt a CD4+ limfocitakban.

A biolégiai terépia 4. hetén a cit-Ca** véalasz mindharom (IFX, ETA és ADA)
csoportban normalizlédott mindkét limfocita populacioban. Ezzel parhuzamosan a
szabadgyok képz6dés is szignifikansan lecsokkent az alap &llapothoz képest (IFX esetén
pedig a kontrollhoz képest is a CD4+ sejtekben) minden vizsgalt csoportban, kivéve az
ADA kezelés esetében, ahol a CD8+ limfocitdkban a szabadgyok képzddés nem
véltozott. A mit-Ca®*-ra egyediil az IFX volt hatassal a CD8+ limfocitakban, ahol a
kezelés hatasara elnydijtott és fokozott mit-Ca®* valasz volt megfigyelhets. Az NO
termelésre 4 hét utdn nem volt hatéssal a TNF-o gatlo terépia.

A 8. hétre a kezeléstdl fiiggetleniil semmilyen valtozast nem észleltiink egyik

vizsgalt paraméterben sem, igy a 4. héten megfigyelt kinetikdk allanddsultak.
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5. KOVETKEZTETESEK

1)

2)

3)

4)

5)

AS-ben az adaptiv immunfenotipust proinflammatdrikus dominancia jellemzi.
Ennek a fokozott immunvélasznak a jele az alap allapotban (a kezelés el6tt) a
kontrollhoz képest emelkedett Thl és Th2 sejtprevalencia (Th2 tulsullyal), valamint
az emelkedett Th17/Treg sejtarany.

Bar az IFX kezelés az AS-es betegek klinikai allapotat szignifikansan javitotta, a
vizsgalt sejtpopulaciokra nem volt jelentds hatassal, igy a kezdeti sejtprevalencia
eltérések a kezelés 2. és 6. hetére is megmaradtak. Az IFX indukcios terapias
szakaszban Kkifejtett kedvez6 klinikai hatisa AS-ben az adaptiv immunfenotipus
modositasatdl fuggetlen.

AS-ben megvaltozott a CD4+ és a CD8+ limfocitak intracellularis folyamatainak a
Kinetikaja, igy a sejtprevalencia értékek mellett az adaptiv immunitasban résztvevo
sejtek funkcidja is modosult. Ez az eltérés nem volt homogén, ugyanis amig a
késleltetett cit-Ca®* és a fokozott NO termelés mindkét limfocita populacidban
megfigyelheté volt, addig a CD8+ sejtek esetében a mit-Ca?* is késleltetve
jelentkezett.

AS-ben az IFX kezelés eltérd hatassal bir a cit-Ca?*, a mit-Ca®" valaszra, illetve az
NO termelésre. A CD4+ limfocitakban az IFX nem volt hatéssal a cit-Ca®* valaszra,
mig CD8+ sejtek esetében a cit-Ca** és a mit-Ca* is normalizalédott a 6. hétre. Az
NO termelés ezzel szemben mér 2 hét kezelés utan a kontrollal volt egyenértékii
(mindkét limfocita populécidban). Mivel a betegek klinikai allapota mar a 2. héten
javult, AS-ben az NO-nak jelentdsebb szerepe lehet, mint az intracelluléris ca®t
valasznak.

AS-ben a CD8+ sejtek funkcionalis valtozasai jarulnak hozza a korkép
patomechanizmusahoz. Megfigyelesiink alapjan bar a CD8+ sejtek prevalenciaja és
az aktivacids markereik expresszidja nem tert el sem a kezelés el6tt, sem az IFX
kezelés alatt, az intracelluléaris folyamataik azonban tdébb ponton is valtoztak. A

CDA4+ sejtek funkcioja és prevalenciaja egyarant szerepet jatszik.
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6) Korai RA-ban AS-hez hasonléan proinflammatorikus irdnyba tolodik az
immunvélasz azéltal, hogy megemelkedik a Thl, a Th2, ill. a Th17, és csokkent a
CD8+ limfocitak és a Treg-ek prevalenciaja. Az immunaktivaciét tdmaszja ala a
CD4+ és a CD8+ limfocitak fokozott aktivaciés marker expresszitja, es a CD4+
naiv sejtek atalakuldsa memoria/effektor sejtekke.

7) A periférias vérben megfigyelheté immun fenotipus valtozasok megelézik az RA
progresszidja soran fellépd Klinikai komplikaciokat, miutdn naiv betegekben a
sejtprevalencia eltérések az extraartikularis elvaltozasok kialakulasa el6tt
megjelennek.

8) Naiv RA-s betegnél alkalmazott DMARD terapia a koros sejtprevalencia értékeket
részben normalizalta, de a kiilonb6z6 sejtekre eltéré mértékben hatott. Amig a GCS
terapia elsdsorban a CD8+ és a Th2 sejtekre fejtett ki hatast, addig az MTX a Thl, a
Th2, a Th17 és a CD8 sejtek prevalencigjara hatott.

9) Korai RA kezdeti szakaszaban (a kezelés el6tt) az intracellularis folyamatok
érintetlenek. A DMARD terapia azonban jelentds eltéréseket eredményezett: 4 hét
GCS terapia utan a cit-Ca®* és a szabadgyok képz6dés is lecsokkent a CD4 és a
CD8+ limfocitakban egyarant. A MTX ezt kdvetéen normalizélta a cit-Ca?* valaszt,
de tovabb csokkentette a szabadgyok képzodést. Ezek a folyamatok
hozzajarulhatnak a készitmények terapias hatékonysagahoz.

10) Kés6i RA-ban (a kombindlt DMARD terdpia mellett is aktiv RA-s betegekben) a
proinflammatdrikus immunfenotipus szintén megfigyelhetd volt, de a sejtaktivacios
allapot hianyabdl kifolyolag egyfajta altalanos anergia kiséretében.

11) A TNF-a gatlok ezt az anergiat megsziintetik késéi RA-ban, illetve a sejtprevalencia
értekekre is bizonyos mértékben hatnak, bar eltérd intenzitdssal és kiilonbozo
idépontokban.

12)Késdi RA-ban az intracellularis folyamatok kozil egyediil a cit-Ca®* valasz
emelkedett konzekvensen a TNF-a gatld kezelés elétt (a CD4+ es a CD8+
limfocitakban egyarant). Ez a jelenség akar prognosztikai értékii is lehet RA-ban, és
felhivhatja a figyelmet a terapia valtasra, a TNF-a gatlo kezelés inditasara.

13)A TNF-o gatlok kés6i RA-ban a cit-Ca** valaszt normalizaltak és a szabadgyok
képzodést is csokkentettek. Ezek a folyamatok is hozzajarulhatnak a gyulladasos

folyamatok enyhitéséhez, egyben a jelentds klinikai javulashoz.
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