1. B-sejt alcsoportok definialasa sejtfelszini markerek alapjan szisztémas sclerosisos

(SSc) betegek és egészséges egyének periférias vérében

Egészséges egyének ¢és SSc betegek periférids vEérébdl mononukledris sejtek ficollos
szeparalasat kovetden a beallitott anti-CD19 magnesgyongy-alapu szeparalassal B-sejteket
tisztitottunk 90% feletti hatékonysdggal, majd a sejteket aramlasi citométerrel fenotipizaltuk.
A vizsgalat soran a betegség korai stadiumaban 1évé még kezeletlen SSc betegeket a diffuz
(deSSc) vagy limitalt (1cSSc) formaba tartozasuk, valamint betegségiik aktivitasa (aktiv-nem
aktiv) alapjan tovabbi csoportokba osztottuk. Az analizishez a jelenleg alkalmazott B-sejt

alcsoport-meghatarozasi algoritmusokat kombinaltuk az alabbiak szerint:

Masodlagos limfoid szovetekben (tonsilla) haszndlt B-sejt alcsoport meghatarozas IgD és

CD38 expresszi6 alapjan:

IgDh CD38 | B-sejt alcsoportok
Bml + - naiv sejtek+ memoria
Bm2 + + follikularis kopenysejtek
Bm3 - + csirakdzpont sejtek
Bm4 - + csirakdzpont sejtek
Bm5 - - memoria sejtek
Bm2’ + ++ csirakdzpont alapitdsejtek

Bm1-Bm3 klasszifikacié kombinalasa a CD23 és CD27 markerekkel:

IgD | CD38 | CD23 CD27 | B-sejt alcsoportok

Bml + - + - naiv

Bm2 + +/- + - naiv

Bm2’ + +/++ - + csirakdzpontalapito
Bm3 - + + + centroblaszt

Bm4 - + - + centrocita

Bm5 +/- +/- - + memoria

Mindezek alapjan a periférids vér B-sejt alcsoportjainak fenotipusos jellemzése a CD23-

FITC/IgD-PE/CD27-PE-Cy5/CD38-APC monoklonalis antitestek segitségével:



fenotipus B-sejt alcsoportok

[gD-CD38+CD27+CD23+ centroblaszt
[gD-CD38+CD27+CD23- centrocita
[gD-CD38-CD27-CD23+/- feltételezetten éretlen
IgD-CD38+/-CD27+CD23- switched memoria

[gD+CD38+/-CD27-CD23+ naiv

[gD+CD38+/-CD27+CD23- non-switched memoria

IgD+CD38++CD27+CD23- csirakdzpontalapito

Eredményeink szerint az SSc betegek centrocita (IgD-/CD38+/CD27+/CD23-) valamint
switched memoria B-sejt (IgD-/CD38+/CD27+/CD23-) gyakorisaga szignifikdnsan
alacsonyabb a kontrollokénal. Az SSc betegek csoportjat betegség aktivitas szempontjabol két
tovabbi csoportra osztva az aktiv betegek centrocita (IgD-/CD38+/CD27+/CD23-) valamint
switched memoria B-sejt gyakorisdga (IgD-/CD38+/CD27+/CD23-) szignifikdnsan
alacsonyabb a nem aktivakénal. A dcSSc €s 1cSSc betegcsoportok esetében nem talaltunk

szignifikans kiilonbséget.

Kovetkez6 1épésként az adott alcsoportokba tartozo sejtek aktivacios allapotat vizsgaltuk az
FL1 — valtozd paraméter CD22/CD5/CD80/CD9S segitségével és az alabbi szignifikans
kiilonbségeket kaptuk:

Az SSc betegekben a CD22- és CDO95- feltételezetten éretlen B-sejt populaciok (IgD-
/CD38+/CD27-) gyakorisaga emelkedett volt a kontrollokhoz képest, mig a CD80- és CD95-
non-switched memoria B-sejtek (IgD+/CD38+/CD27+) aranya az aktiv betegcsoportban volt
nagyobb, mint a nem-aktivban. A dcSSc betegekben a CD80+ switched memoria B-sejtek
(IgD-/CD38-/CD27+) és a CD95+ csirakozpont alapitd sejtek (IgD-CD38++27+) gyakorisaga
magasabb volt, mint lcSSc-ben, ugyanakkor 1cSSc betegekben a CD22-, CD80- ¢s CD95-
naiv B-sejtek (IgD+/CD27-/CD38+) gyakorisaga volt emelkedett dcSSc-hez képest.

A meghatarozott B-sejt alcsoportok klinikai relevancidjdnak kiterjedtebb meghatarozasat

teheti majd lehetdvé a jelenleg még véglegesités alatt 4116 részletes klinikai adatbazis.



2. BCR-jelatvitelt modulalé molekulak foszforilacios allapotanak vizsgalata

A human primer B-sejtek stimulalasdhoz a CD40L feeder sejteken torténd stabil, jol definialt
sejtfelszini expresszidja megfeleld kontextusban ko-kulturaban alkalmazva aktivacios jelet
biztosithat. Ennek megvalositasaban a széles korben haszndlt tranziens expressziot ado
modszereknél tobbet nyujtanak a jol definidlt és tartds expresszidt biztositd vektorok.
Esetiinkben a CD40L gén keriilt beillesztésre a GFP markergén elé¢ IRES elvalasztassal. A
sejtvonalak elkészitését kovetden a GFP markergén detektalasat végeztiik el. Sajnos a GFP
markergén expressziojdnak megitélése nem sikeriilt kielégitdé mértékben, mivel rendkiviil
alacsony szintli volt expresszidja. Ennek oka pl. az lehet, hogy az IRES elvalasztas eldtti
CD40L szekvencia jelentdés hossza lecsokkenti (a vartnal nagyobb mértekben) a GFP
expressziot. Megprobaltuk a CD40L expresszios szint kdzvetlen meghatarozasat is. Sajnos
ilyen irdnyu kisérleteink sem sikeriiltek, feltételezésiink miatt a CD40L mint fehérje
sejtfelszini jellege miatt. Ilyen esetben ugyanis el6fordulhat az Un. pszeudo-transzfekcio
jelensége, melynek soran a virus részecskék passzivan, kész sejtfelszini fehérjeket
(esetiinkben CD40L fehérjét) vihetnek magukkal leflizOdéslik soran. Ennek kdvetkeztében
nem itélhetd meg, hogy az alacsony szinten detektalt CD40L fehérje expresszid valodi

endogén konstrukcidbol szdrmazik, vagy csupan pszeudo-transzfekcid eredménye.

A B sejtek stimulaldsa céljabol kovetkezd 1épésként az egészséges egyének €s SSc betegek
periférias vérébdl mononukledris sejtek ficollos elvalasztasat kdvetd magnesgyongy-alapu
szepardlassal tisztitott B-sejtekhez a TLR9 ligand CpG-t és anti-IgM/IgD-t adtunk. Az
aktivaciot aramlasi citométerrel ellendriztiik az FSC-SSC paraméterek valamint CD25-PE,
CD86-FITC, CD80-FITC monoklonalis antitestekkel. Az elézdleg lefagyasztasra keriilt B-

sejtek stimuldldsa nem jart sikerrel.

3. Jelatviteli utvonalak jelentésebb molekuliainak génexpresszidos vizsgalata B-

sejtekben

A B-sejtek sikertelen stimulalasi kisérlete miatt a B-sejtekb6l RNS-t izolaltunk, az izolalt
RNS-b6l cDNS-t készitettiink. A korai stadiumu kezeletlen betegeket diffiz vagy limitalt

kutan alcsoportokba tartozasuk €s aktivitasuk alapjan bontottuk csoportokra. A kontroll, korai



aktiv dcSSc, korai nem aktiv dcSSc, korai nem aktiv IcSSc csoportoknak megfelelden a cDNS

mintakat gyljtottiink. Elsé Iépésként a kontroll és a korai aktiv dcSSc 6sszevont mintakbol

végeztik el 92 gén expresszidjanak vizsgalatat real-time PCR segitségével.

A vizsgalt gének listaja:

ABLI1 BTK CDI19 FCGR2B | INPP5D MAPK1 NFKBIA | PIK3R2 PTPRC VAV1
AKTI1 C3 CD40 FOS IRS1 MAPK14 | NFKBIB |PLCBI RACI1 VAV3
AKT2 CALMI CD79A FOXO3 ITPR1 MAPK3 NFKBIE | PLCB2 RAF1

AKT3 CALM2 CD79B FYN ITPR3 MAPKS NRAS PLCG1 REL

ATF2 CALM3 CD81 HRAS JUN MAPK9 PDPK1 PLCG2 RELA

ATF3 CAMK2A | CHUK IKBKB KRAS NFATS PIK3AP1 |PPP3CA |RELB

BCL10 CAMK2B | CR2 IKBKE LYN NFATC1 | PIK3C2A | PRKCB SPP1

BCR CAMK2G | CREBI IKBKG MALTI NFATC2 | PIK3C2B | PRKCI SYK

BLK CBL DAPP1 L4 MAP2K1 | NFKBI PIK3C3 PRKCZ TEC

BLNK CD180 ELK1 IL4AR MAP2K2 | NFKB2 PIK3R1 PTEN TLR4

Az alabbi abra 92 gén expresszidjat mutatja a korai aktiv dcSSc betegek mintdiban a kontroll

mintakhoz viszonyitva:
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A legnagyobb mértékben emelkedett, illetve csokkent expressziot mutato 5 gén:

geén RQ 1 geén RQ|
C3 9,33 CD180 0,51
SPPI 5,30 BCL10 0,58
PLCBI1 4,69 NFATC2 0,61
TLR4 2,65 JUN 0,65
PLCGI 2,14 PDPKI1 0,65




A meghatarozott csoportok génexpresszios mintazatanak analizise lehetdvé teszi a dcSSc és
1cSSc alcsoportok valamint az aktiv €s nem aktiv stddiumua betegség kozotti kiilonbségek
azonositasat, ami nem csak a kiilonbozd lefolyast korképek pathomechanizmusanak jobb
megértés¢hez jarulhat hozz4d, hanem a betegség aktivitasdra jellemzé molekuldk

azonositasaval terapias célpontok kijelolésére is alkalmas lehet.

4. SSc betegek és egészséges egyének T-, NK-, NKT- sejtjeinek vizsgalata

CD4-FITC, CD3-PE, CD56-PE-Cy5, CD8-APC monoklonalis antitestek kombinaciojaval
jelolt periférias vérmintdk aramlési citometrias analizisét végeztilk el SSc betegekben ¢€s

egészséges kontrollokban.

Eredményeink szerint az SSc betegekben az NK (CD56+) ¢és NKT (CD56+/CD3+) sejtek
aranya szignifikans mértékben csokkent a kontrollokhoz képest. Az SSc betegeket a betegség
aktivitas szempontjabol két tovabbi csoportra osztva az aktiv betegek citotoxikus T-sejt
(CD3+/CD8+) aranya szignifikdns mértékben csokkent a nem-aktiv betegekhez képest. A
dcSSc és 1cSSc betegesoportok esetében nem taldltunk szignifikans kiilonbséget. A
meghatarozott limfocita csoportok klinikai relevancidjanak kiterjedtebb meghatarozasat teheti

majd lehetdvé a jelenleg még véglegesités alatt 4llo részletes klinikai adatbazis.

5. SSc betegek és egészséges egyének invarians T-sejtjeinek vizsgalata

iINKT-sejtek

Az NKT-sejtek egy jellegzetes alcsoportjat alkotjak a timusz eredeti T-sejteknek. Ezek a
sejtek mind T-sejt receptort, mind NK- sejt markereket (CD56, CD161) hordoznak. A
heterogén NKT-sejtek kozé tartoznak az iNKT-sejtek. Az iNKT-sejtek (CD4+, DN, CD8+
alpopulaciok) invarians T-sejt receptort hordoznak, melyet emberben a Va24—JaQ a lanc és a
VB11 B lanc alkot. Az NKT-sejtek altal termelt Thl és Th2 citokin-profil dontéen
befolyasolhatja az immunvalasz kimenetelét. Az irodalmi adatok nem egyértelmiiek az iNKT-
sejtek sclerodermaban betoltott szerepérél. Egyes adatok szerint az iNKT-sejtek szama SSc-s

betegek periférias vérében alacsonyabb, mint egészséges egyénekében. Ezen adatok tényleges



értékelését megneheziti a kevés elérhetd informacid €s a kiilonbozden alkalmazott mérési
protokollok. Ez alapjan feltételezhetd, hogy a kozlésre keriilt periférias NKT-sejt szam nem
reprezentativ. Alapvetden a vérben talalhaté 0ssz NKT-sejtek meghatdrozasahoz a sejteket
anti-CD3 ¢és anti-CD56 antitestek segitségével hatdroztuk meg. Az iNKT- sejtek kimutatasara
sejtfelszini anti-CD3 jelolést kdvetden 6B11 ellenanyaggal (TcR o ldncanak Va24 és Jal8-as
kapcsolodo szakaszat ismeri fel) végeztiink festéseket. Az iINKT- sejtek alcsoportjainak

meghatarozasara tovabbi sejtfelszini anti-CD4 és anti-CD8 festéseket hasznaltunk.
MAIT-sejtek

A MAIT-sejtek olyan timusz eredetii T-sejtek melyek emberben kizarolagosan a Va7.2- Ja33
T-sejt receptort hordozzdk. Ez az invaridns o lanc limitalt szamt TcRP lanchoz, altaldban a
VB2 ¢és VP13 lancokhoz asszocidl. A MAIT-sejtek kozott DN és CD8+ alcsoportok
kiilonboztethetéek meg. A sejtek legnagyobb szamban a gasztrointesztinalis rendszerben és a
tiiddben fordulnak eld. Bar mar igazoltdk szerepiiket szisztémas autoimmun
megbetegedésekben (pl. sclerosis multiplex, rheumatoid arthritis) a MAIT-sejtek esetleges

részvétele a szisztémas sclerosis pathogenezisében még egyaltalan nem ismert.

A MAIT-sejtek aranyanak meghatarozasahoz sejtfelszini anti-CD3, anti-CD161 és anti-Va7.2
jelolést végeztiink. A MAIT-sejtek alcsoportjainak (CD8+, DN) vizsgalatdhoz szintén anti-
CD8 antitestet hasznaltunk.

Invarians T-sejtek festési mintazata human periférias vérben
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6. SSc betegek és egészséges egyének follikularis T-helper és regulatoros T-

sejtjeinek vizsgalata

A follikularis T-helper sejtek (Tth) egy jellegzetes csoportjat alkotjak a periférias T-helper
sejteknek. Jellemzo rajuk a Bcl6 transzkripcids faktor jelenléte illetve a CXCRS, PD-1 illetve
ICOS molekuldk sejtfelszini expresszidja. Ujabb irodalmi adatok kiemelik a Tfh sejtek
szerepét kiilonboz6 immunologiai korképekben. Az autoimmun betegségek koziil vizsgaltak
mar a Tfth sejtek eléfordulasat ¢és funkciojat Sjogren-syndromaban, autoimmun
thyreoiditisben, rheumatoid arthritisben ¢s SLE-ben is, ugyanakkor nincsen adat a Tth sejtek
szerepérdl sclerodermaban. Az SSc-re jellemzd autoantitest mintazat kialakitdsat azonban
befolydsolhatjadk a follikularis Thelper sejtek, igy az ismert markerek felhasznalasaval

elkezdtiik a beteg ¢és kontroll Tth-sejtek mérését SSc beteg és kontroll periférids vérmintakbol.

Az autoimmun valasz kialakuldsdban — a jelenlegi ismeretek alapjan — az ugynevezett
regulatoros T-sejtek defektusa is kitiintetett szerepet jatszik. Igen nagyszamua publikdcio
foglalkozik a Treg sejtek szerepével sclerodermaban, bar egyértelmli patogenitisa nem
igazolt. A regulatoros T-sejtek vizsgélatanak legelfogadottabb markerei a CD4, a CD25hi,
illetve a Foxp3 transzkripcids faktor. E markerek felhasznalasaval jelenleg is vizsgaljuk a

Treg sejtek szamat a meghatarozott SSc beteg alcsoportokban és a kontroll mintakban.

7. DNS topoizomeraz I (topo I) ellenes autoantitestek epitop mintazatanak

vizsgalata

A SSc egyik fontos diagnosztikai paramétere a DNS topoizomeraz (topo 1) elleni autoantitest
kimutatdsa. A lambda-fag felszinen megjelenitett topo I antigén fragmens konyvtar affinitas
szelekciojaval kapott eredmények alapjdn az anti-topo I autoantitestek altal felismert epitdp
mintazat kiilonbozik dcSSc, 1cSSc és SLE esetén. A dcSSc-s betegek szérumai elsésorban az
N-terminalis doménben, az SLE-s betegek szérumai a kdzponti domén I-II teriiletén, mig az

IcSSc-s betegek szérummintdi a topo I molekula teljes hosszdban ismernek fel epitépokat.

A fag konyvtar affinitds szelekcidjaval kapott szekvencidknak megfelelden eldallitottunk
kilenc MBP-topo I fragmens [AS 5-30 (F1), 69-92 (F2), 87-145 (F3), 450-600 (F4), 640-705
(F5), 170-290 (F6), 295-350 (F7), 350-400 (F8), 295-400 (F9)] fuzios fehérjét. A fuzios

fehérjéket el0szor egészséges egyének (magyar, finn, brit véradok) szérummintaival teszteltiik



¢s azt talaltuk, hogy az egészséges egyének jelentds része rendelkezik a topo I F4 fragmense
elleni IgM és IgG izotipust antitestekkel. Ez a topo I molekuldn beliil egy 150 aminosav
hosszusagu, genetikailag konzervalt szakasz. Nagyszamu szérummintat tesztelve kimutattuk,
hogy mind az IgM mind az IgG izotipusi anti-F4 antitestek az ¢életkortol és foldrajzi
elhelyezkedéstdl fliggetleniil jelen vannak egészséges egyénekben. Tovabba F4 fragmens
elleni antitestek voltak kimutathatoak SSc-t61 és SLE-t6l eltéré szisztémas autoimmun
betegségekben szenvedd egyének szérummintaiban is. Az IgM izotipusu antitestek a
legmagasabb titerben az anti-topo I pozitiv SSc-s vagy SLE-s betegek széruméban voltak
jelen. Ugyanakkor nem hagyhatjuk figyelmen kiviil, hogy mindegyik anti-topo I pozitiv SSc-s
vagy SLE-s beteg szérumaban kimutathatdak voltak IgG izotipusu anti-F4 antitestek €s ezen
antitestek titere ebben a csoportban volt a legmagasabb az 6sszes vizsgalt csoport koziil. Az a
tény, hogy ezen szérummintak a laboratoriumi diagnosztikaban rutinszertien alkalmazott,
antigénként a teljes hossza topo I molekulat hasznald ELISA teszttel negativnak bizonyultak,
arra utalhat, hogy az F4 fragmens altal képviselt szekvencia a teljes hosszi molekula
haromdimenzids szerkezetében rejtve lehet. Mindezek alapjan felmeriil annak lehetdsége,
hogy a kimutatott anti-F4 antitestek a természetes antitestek koz¢ tartoznak. Ismereteink
szerint ezek az elsd publikalt eredmények a topo I ellenes természetes autoantitestek human

szérumbol tortént kimutatasarol.
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Az SSc-s ¢és SLE-s betegek (Pécs, Debrecen) anti-topo I antitest pozitiv szérummintait
megvizsgalva azt talaltuk, hogy a rekombinéns topo I fragmenseink tobbségét (F2, F3, F5-7,
F9) felismerd antitestek nem a vizsgalt betegcsoportokra specifikusak, hanem egyéni
kiilonbségekkel magyardzhatoéak. Ugyanakkor minden, a rutin diagnosztikdban hasznalt

ELISA teszttel anti-topo I pozitivnak bizonyult beteg széruma tartalmazott anti-F4 antitestet.



A topo 1 ezen korédbban is leirt immundomindns régioja mellett két 0j szakaszt (F1 és F8)
azonositottunk, melyekrél kordbban még nem mutattdk ki, hogy anti-topo I antitestek
célpontjai lennének. Az F1 fragmenst felismerd antitestek a dcSSc-s betegek 26%-aban, F8
fragmens elleni antitestek SLE-s betegek 50%-aban voltak kimutathatdak, ezen fragmensek
dcSSc-re illetve SLE-re jellemzd epitdpokat tartalmazhatnak. A longitudinalis vizsgalat soran
az anti-topo I antitestek F4 fragmens elleni reaktivitdsa 94%-ban allando volt, az F1 és F8

fragmens elleni reaktivitds mértéke iddvel valtozott.

8. Az anti-F4 autoantitestek finom epitop mintazatanak vizsgalata

Mivel a topo I F4-es fragmense a molekula 150 aminosav hosszl szakasza, lehetséges, hogy a
természetes €s betegség asszocialt anti-F4 antitestek altal felismert finom epitép mintdzat
kiilonb6zd. Ennek vizsgélatara eldallitottunk 5 egymast atfedd MBP-topo I fragmens [AS
450-500 (F41), 500-550 (F42), 550-600 (F43), 475-525 (F44), 525-575 (F45)] fazios fehérjét.

F41 F42 F43

I I I I
450 500 550 600
475 F44 525 F45 575
Az anti-F4 pozitiv szérummintékat tovabb vizsgalva azt talaltuk, hogy az egészséges egyének
(magyar, finn, brit véradok) €s a SSc-s, SLE-s €s egyéb szisztémas autoimmun betegek (Pécs,
Debrecen, Firenze) szérummintainak autoantitest reaktivitdsa F41, F42, F43, F44 ¢és F45

fragmensek esetében nem kiilonbozik.

9. Anti-DNS topoizomeraz I autoantitestek epitop mintazatanak klinikai jelentésége

Az anti-topo I autoantitestek epitop-specificitasa €s az SSc bdr €s belsé szervi manifesztacioi
kozotti lehetséges Osszefliggéseket is elemeztiik. A vizsgalt klinikai adatok (bOrérintettség
kiterjedése, kézkontrakturdk, azotémia és/vagy malignus hipertonia, szivérintettség, artéria
pulmondlis hipertonia, nyeldcsé szlikiilet/tdgulat és diszmotilitas jelenléte, tiid6fibrozis
kiterjedtsége, forszirozott vital kapacitas €és diffizios kapacitas értéke) statisztikai analizise

soran nem talaltunk Osszefliggést az anti-topo 1 antitest epitdp specificitas és az SSc klinikai



megjelenése kozott. Ugyanakkor a betegség fennallasanak idétartamaban kapott szignifikans
kiilonbség az anti-F1 antitest pozitiv €s negativ dcSSc-s betegcsoportok kozott a
longitudinalis vizsgdlatunk soran kapott eredményeinkkel egyiitt arra utalhat, hogy a topo I
ellenes immunvalasz sordn a molekula immundominans részének (F4-es fragmens) altalanos
felismerése mellett a betegség késdbbi fazisaban jelenhetnek meg az N-terminalis domén
ellenes autoantitestek. Ezek szerint az F1 fragmens ellenes autoantitestek megjelenése a késoi
stadiumt dcSSc Ujonnan azonositott markere lehet. Az anti-F8 antitest pozitiv €s negativ
SLE-s betegek klinikai adatainak dsszehasonlitdsa alapjan ugy tiinik, hogy az anti-F8 antitest
pozitiv SLE-s betegeknek Raynaud jelensége van, betegségiik pedig enyhébb lefolyasu

(arthritis, kozponti idegrendszeri €s veseérintettség hidnya).

Az F1, F41, F42, F43, F44, F45 fragmensek elleni antitestek klinikai jelentdségét a betegség
aktivitdsanak megitélésére haszndlt EScSG aktivitdsi indexben szerepld adatok
felhasznalasaval i1s megvizsgaltuk. Eredményeink szerint az anti-F1 pozitiv SSc betegek
EScSG aktivitasi index értéke szignifikans mértékben emelkedett. A betegeket a betegség
alcsoportok szerint kiilon vizsgalva megallapithatjuk, hogy az anti-F1 pozitiv dcSSc betegek

EScSG aktivitasi index értéke is szignifikans mértékben emelkedett.

10. SSc betegek és egészséges egyének fibroblasztjainak cellularis és molekularis

vizsgalata

Korai aktiv dcSSc-s beteg ¢és kontroll egyének alkarjanak feszité oldalarol borbiopsziat
vettiink, melybdl kiindulva kiilféldi intézetek modszertani leirdsainak alapjan beallitott
protokoll szerint sikeresen hoztunk létre primer bor fibroblaszt kulturdkat. A sejttenyészeteket
organoid forméaban 1x1x1 mme-es szovet-darab feddlemez alatt elhelyezésével, majd a kirajzo
fibroblasztok felszaporitasaval alakitottuk ki. A bdOrbiopszidkbdl kiindulva 6 beteg és 2
kontroll bor fibroblaszt sejtvonalat sikertilt Iétrehoznunk. A megtapadt és novekedésnek indult
sejteket felszaporitottuk és kisszamu (n <6) passzazs mellett 10 (primer allapotunak
tekinthetd) kapszulanyi mennyiségben a tovabbi tanulmanyokhoz lefagyasztottunk. Az SSc és
kontroll fibroblaszt sejtekbdl kialakitott tenyészeteken vizsgaltuk autoantitest-kotodésiiket
valamint antigén-fragmentum megkdtési jellemzdiket, €s kisérleteket végeztiink egy

preparativ autoantitest-tisztitasra alkalmas modszer kialakitésara.



A tenyésztett fibroblaszt sejteket kiilonb6z6 mesenchymalis markerekre vizsgaltuk, az
immuncitokémiai tipizalast mindegyik létrehozott sejtkulturan elvégeztiikk. A citoplazmaris
markerek mellett az extracellularis matrix-termelés paramétereként az in vitro fibronektin-
képzdédést 1s vizsgaltuk. A sejt-kultardkat 8-lyuki lemezeken paraformaldehid-fixalas és
szaponinos permeabilizalas utdn indirekt immunperoxiddz ejarassal vizsgaltuk, ¢és
szemikvantitativ skalan értékeltiik. Eredményeink szerint a kialakitott tenyé€szetek vimentin-

pozitiv mesenchymalis sejtekbdl alltak, citokeratin-pozitiv (epithelidlis) sejtek elenyészé
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SSc és kontroll mintak kozott.

A fibroblaszt-tenyészeteket jellemzésiik utan célsejtként alkalmaztuk SSc és kontroll
szérumok vizsgélatara, lehetséges anti-fibroblaszt antitestek kimutatisara aramlasi citometrias
eljarasban. Az adherens SSc és kontroll sejteket tripszin-mentes Ca’'-kelald eljarassal
valasztottuk le, majd Protein G affinitas-kromatografias eljarassal tisztitott IgG-vel inkubaltuk
10, 1 és 0,1 pg/ml koncentracioban. Ezt kdvetden a sejteket PE-konjugalt anti-human x/A
koktél antitesttel jeloltiik, és FACS Calibur késziiléken analizaltuk. Eredményeink szerint a
vizsgalt szérumokban csak igen nagy koncentracidban volt kimutathatd alacsony mértékii

kotddes, ugyanakkor nem volt kiilonbség SSc és normal fibroblaszt célsejtek kozott.

Az SSc-re jellemz0d anti-topo autoantitest-termelés €s fokozott fibrozis kozotti kapcsolatban
felvetddott a célantigénnek a fibroblasztok feliiletére torténd passziv adszorpcidja. Ennek
vizsgélatara rekombindns F1 ¢és F4 topo-fragmentumokat inkubaltunk SSc és kontroll
fibroblasztokkal MBP fuzios fehérje formdjadban. Ezt kdvetden a sejteket nytl anti-MBP
antitesttel majd PE-konjugalt 6szvér anti-nytl IgG antitesttel inkubaltuk. Eredményeink



szerint 10 pg/ml koncentracidoban nem jon létre detektalhatdo mértékii fragmens-kotddés a SSc

és normal fibroblasztokhoz.

A human fibroblasztokkal szembeni autoantitestek izolaldsara a monolayer kultura mellett
affinitads-matrix kialakitasdhoz a fibroblaszt sejteket dextran-gyongyok (Cytodex) felszinére
novesztettikk, és teljes humadn szérummal reagaltattuk. Ezt kovetden a sejteket tartalmazo
gyongyoket kromatografids oszlopba toltottiikk, majd ismételt mosas utan savas pH-ju
pufferrel elualtuk. Eredményeink szerint a sejtek tenyészetben stabilan kotddnek a Cytodex
felszinre, ugyanakkor az eludlds sordn levalnak a gyongyrdl. Jelenleg a fibroblaszt
gyongyokhoz valod stabil kotddésének optimalizalasat végezziik. Az anti-topo autoantitest-
aktivitdsu szérum fibroblasztokra gyakorolt in vivo hatasat egér-recipiensek felhasznalasaval

vizsgaljuk.

A tenyésztett fibroblaszt sejtek génexpresszids vizsgdlatara a sejtvonalakbol total RNS-t
izolaltunk, melyet a kvalitativ és kvantitativ ellendrzés utdn transzkriptum analizisnek
vetettiink ald Uj-generdcios szekvendld késziilék (Bay-Gen, Szeged) alkalmazasaval. Ezen

adatok kiértékelése jelenleg folyik.

A sclerodermas beteg €s egészséges fibroblasztok génexpresszidos mintazatat valos-idejii PCR
felhasznalasaval vizsgédljuk kiilonds hangsulyt fektetve a WNT jeldtviteli Utvonal
tanulmanyozasara, ugyanis Ujabb irodalmi adatok alapjan ezen jol ismert jelatviteli kaszkad a
daganatos megbetegedések mellett autoimmun korképek pathomechanizmusaban is szerepet

jatszik.

A kiilonbozé beteg €s kontroll fibroblaszt tenyészetek foszforilacios fehérjeprofiljanak
analizise céljabol a fibroblasztok fehérje lizatumat foszfo-RTK array felhasznéalasaval

vizsgaljuk.

Tobb irodalmi adat szamolt be a sclerodermas fibroblasztok altal termelt proteazok lehetséges
szerepérdl a betegség pathomechanizmusaban. Ezt bizonyitand6, a beteg ¢€s kontroll
fibroblaszt tenyészetek feliiliszojaban a matrix metalloproteindzok jelenlétét szubsztrat
(zselatin €s kazein) zimografia alkalmazasaval vizsgaltuk. A zimografias vizsgalattal sikertilt
kiilonboz6 MMP-k (MMP-2, 9 és MMP-7) jelenlétét illetve eltérd aktivitdsi mintazatat
igazolni a beteg €s kontroll fibroblasztok kozott. Tovabbi, kiterjedtebb vizsgalatainkban a

fibroblasztok proteaz aktivitasat vizsgaljuk egy komplex protedz array felhasznalasaval, mely



az MMP-k mellett mas proteazok (pl. cathepszinek, kallikreinek) expresszids mintazatdnak

valtozasarol is informaciot nyujt.

11. Klinikai vizsgalatok a korkép aktivitasanak értékelésére. A szérum aktivitasi
markerek vizsgalata, valamint egy a borérintettség felmérését szolgalo uj eszkoz

kidolgozasa SSc-ben

A kovetéses vizsgalatunk célja a betegség aktivitasaval kapcsolatos eurdpai index validalasa
illetve egy esetleges 11j index kidolgozasa, valamint a betegségaktivitds szempontjabol fontos
biomarkerek identifikdldsa. Mind a klinikai €s rutin laboratoériumi, mind szamos endothel sejt
aktivaciot- €s karosodast, fibrosist, valamint immunrendszer aktivaciora jellemzd biomarker
alap- valamint egyéves vizsgalatat elvégeztiik. Egyelére a kiindulasi és az egyéves adatok
allnak rendelkezésre, a tovabbi vizsgalatok még nem zarultak le. Az eddigi eredmények

alapjan az alabbi kovetkeztetések vonhatok le:

- Az EScSG aktivitasi index (eurdpai aktivitasi index) szerkezeti validitasa (,,construct
validity”’) a nagyszamu beteganyagon végzett vizsgalataink alapjan jonak bizonyult, egyarant
tiikrozte a betegség periférias vaszkularis €s fibrotikus jelenségeit.

- Az EScSG aktivitdsi index azonban nem tiikkr6zi megfeleld6 mértékben a
tiidéérintettség interszticialis és vaszkularis komponensét.

- A munkacsoportunk altal képezett, (1j 12 pontos aktivitasi index jobban tiikr6zi az
interszticialis- €s vaszkularis tiidoérintettséget.

- A vizsgalt biomarkerek koziil a kiinduladsi és 1 éves klinikai és laboratdériumi
paraméterekkel futtatott kategorikus f0komponens elemzések sordan 5 labormarker mutatott
konzekvens Osszefliggést az EScSG aktivitasi index-szel: a CRP, albumin, VEGF, sPSGL-1
és VWF.

- Munkacsoportunk a CRP emelkedéssel kapcsolatban kordbban mar igazolta, hogy
szisztémas sclerosisban befolyasolja a betegség prognodzisat. A gastrointestinalis €rintettség
mérésére SSc-ben jelenleg még nem 4ll rendelkezésre egy egységes mutatd, mert a
tapcsatorna barmely része érintett lehet, emiatt ennek kivizsgaldsa ¢és kvantifikalasa
meglehetdsen bonyolult. Az albumin szint kapcsolata az aktivitdsi index-szel tiikrozheti az
aktivabb ¢s elOrehaladottabb betegséghez tarsuldé malabszorptiot, de negativ akut fazis

fehérjeként a gyulladasos aktivitas jele is lehet. Az emelkedett endothel sejt aktivacios



markereket (VWF) és angiogenesis markereit (VEGF) korabban mar 6sszefliggésbe hoztak az
aktualisan zajlo koros folyamatokkal SSc-ben. Az endothel sejtek aktivacidja egyike a
legkorabbi eseményeknek a betegség patogenezisében. Emellett a karosodott angiogenezis €s
szoveti hypoxia szdmos, a betegségre jellemzd klinikai manifesztacio (ujjbegyfekélyek
megjelenése, jellegzetes kapillaris mintdzat, teleangiektazidk) megjelenéséért is felelds.
Ezeknek a markereknek az emelkedése tehat szintén a zajlé érkarosodas, vagyid az SSc
vaszkularis aktivitdsanak jele lehet. A solubilis P-selectin glycoprotein ligand 1-r6l kevés adat
all rendelkezésre szisztémds sclerosisban. Egy vizsgalatban megtartott szintjét lehetséges
protektiv tényezOként azonositottdk a tiidofibrozis kialakulasdval szemben. A betegség
aktivitasaval kapcsolatos szerepe tovabbi vizsgalatokat igényel.

- Az elézbekben felsorolt 5 paraméter koziil 4 marker (CRP, albumin, VEGF, sPSGL-1)
a 12 pontos aktivitasi index-szel is 6sszefliggést mutatott a kategdrikus fékomponens analizis
soran.

- Amennyiben beigazolodik a 12 pontos aktivitdsi index validitdsa a scleroderma
aktivitas megitélésében, célszerlinek latjuk a vele korrelald tovabbi labormarkerek (anti-
topoizomeraz I antitest titer, KL-6, SP-D, PINP ¢és PIIINP) vizsgalatat is a betegségaktivitas
megitélése és kovetése céljabol. Az anti-topoizomeraz I antitest magasabb titerét kordbban
mar Osszefliggésbe hoztdk a magasabb betegségaktivitassal, illetve korreldlt a forszirozott
vitadlkapacitassal, a szénmonoxid diffizids kapacitassal, valamint a borfolyamat kiterjedésével
(modositott Rodnan bérpontszammal). A KL-6 és SP-D a II. tipust alveolaris epithel sejtek
altal termelt markerek, amelyek munkacsoportunk és mas kutatocsoportok vizsgalatai alapjan
1s Osszefliggést mutattak a tiidéfibrosis aktivitasaval és stlyossagaval egyarant. A kollagén
anyagcsere termékei koziil, melyek a fibrosis bizonyitott markerei, a PINP ¢és PIIINP
vizsgélatunkban az altalunk képezett 12-pontos aktivitdsi index-szel korrelalt. A PINP és
PITIINP-r61 kordbban mar igazoltdk, hogy a bdrfolyamat kiterjedésével korrelalnak,
munkacsoportunk emelkedett PIIINP esetén kedvezdtlen prognodzist mutatott ki SSc-s
betegeinkben.

- Két egyszertien felmérhetd fizikalis vizsgalati paraméter, a fekélyek és kontraktarak
szdma, konzekvensen Osszefliggést mutatott az EScSG aktivitasi index-szel. Ezek tovabbi
vizsgalatat javasoljuk és magunk is elvégezziik a betegségaktivitds megitélésében jatszott

szerepiik megitélése céljabol.



A kontraktarak jelentdségének tovabbi vizsgalata soran azt talaltuk, hogy a kontrakturak mar
a betegség korai fazisaban kialakulnak. Tovabba a kiterjedtebb iziileti érintettség (nagyobb
Ossz-kontraktira szam) kedvezOtlen prognosztikus tényezOnek bizonyult a vizsgalt
betegcsoportban. A kontraktura szdm emelkedése az MRSS-el, emelkedett vvt siillyedés
értékkel és az EScSG aktivitdsi index-szel mutatott Osszefiiggést, ez a gyulladds ¢és
betegségaktivitas szerepét tdmogatja a kontrakturak kialakulasi mechanizmusaban. Adataink
alapjan a korai gyulladdscsokkentd kezelés (kémiai bazisterapias gyogyszerek vagy biologiai
terapidk alkalmazédsa) hatékony lehet a kontrakturdk okozta jelentOs iziileti érintettség és

kovetkezményes mozgasbesziikiilés megeldzésében.

Kovetéses vizsgalatunkban tanulmanyoztunk az RDW (red cell distribution width) klinikai
jelentéségét is SSc-ben, melyre kordbban ebben a betegcsoportban nem allt rendelkezésre
adat. SSc-ben az RDW ¢értéke szamos pathologiai folyamat (kiterjedt vasculopathia, fibrézis,
aktudlis gyulladas) integrativ mutatdja lehet. Az RDW emelkedése a cardiorespiratorikus

karosodas kialakulasara utalhat.

Habar az MRSS egyszerti és reprodukalhaté modszer, az intra- €s interobszerver variabilitasa
relative magas, €s a modszer alkalmazéasa eldtt a vizsgdlo személy megfeleld oktatdsa
sziikséges. A bOrfolyamat megitélésére egy alternativ, egyszerti, fliggetlen mérdeszkoz
bevezetésére is sziikség lenne, mivel két fliggetlen mérdeszkoz egylittes alkalmazasa
jelentésen megndvelné a borvastagodas értékelésének megbizhatosagat és pontossagat. Abbol
a feltételezésbdl kiindulva, hogy a betegek megbizhatd adatot tudnak szolgéltatni a boriik
érintettségére vonatkozdan, kidolgoztunk ¢€s részlegesen validaltunk egy beteg oOnkitoltds

kérddivet a bOrvastagsag megitélésére.

A fentiek mellett egy retrospektiv longitudindlis vizsgalatban a KL-6 szérum biomarker
prognosztikai szerepét is vizsgaltuk 137 SSc-os beteg interstitidlis tlidobetegségére
vonatkozoan. Eredményeink szerint a jelentdsen emelkedett KL-6 szint noveli a haldlozas
bekovetkezésének esélyét. Ugyanakkor a KL-6 szérum szintjének valtozdsa egy régi
betegségfennallasu betegcsoportban nem jelzi a tiidéfolyamat valtozéasat. Cyclophosphamid
kezelt csoportban a KL-6 szintje szignifikansan csokkent a kiindulasi értékhez képest, mig az

FVC értékben ezzel egyidejlileg nem kdvetkezett be valtozas.



