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1. Roviditések jegyzéke

aAb- — autoantitest negativ

ACA — anti-centromer antitest

ACR — American College of Rheumatology
ACTH — adreno-corticotrop hormon

ANA — anti-nuklearis autoantitest

anti-SCL-70 — scleroderma és a 70 KD immunoreaktiv fragmens roviditésébdl, masként
anti-topoizomeraz |

APC — allophycocyanin
APC — antigén prezentalo sejt
BAL — bronchoalveolaris lavage

BSA — borju szérum albumin

CD - cluster of differentiation

CNS - conserved non-coding sequence

CPH - ciklofoszfamid

CREB - cAMP response element binding protein
CREF — corticotrop releasing faktor

CTEC — kérgi timusz hamsejt

CTRL — kontrol

DAPI — 4°,6-diamidino-2-phenylindole

dcSSc — diffuiz cutan szisztémas szklerdzis
DIC - differential interference contrast
D-MALT — diffiz mukodza asszocialt limfoid szovet

DN — dupla negativ



DTH — késdi tipust talérzékenységi reakcid

DX — dexametazon

EScSG - European Scleroderma Study Group
EULAR — European League Against Rheumatism

FACS — fluoreszcencia aktivalt multiparaméteres cellularis analizator és sejtszortirozo
FITC — fluoreszcein-izo-tiocianat

Foxp3 — Forkhead boksz protein 3

FSC/SSC — forward scatter/side scatter

GC - glukokortikoid hormon

GR - glukokortikoid receptor

GRE — glukokortikoid vélasz elem

HC — egészséges kontroll

HIV — humén immundeficiencia virus

HRCT — nagy felbontast komputertomografia
IBD — gyulladésos bélbetegség

IL — interleukin

IPEX-szindroma — immundiszregulacio, poliendokrinopatia, enteropatia, X-

kromoszdmahoz kotott szindroma

IQR — interkvartilis terjedelem

IcSSc — limitalt cutan szisztémas szkler6zis
MALT — Mucosal Associated Lymphoid Tissue
MCP — metacarpophalangealis iziilet

MFI — atlag fluoreszcencia intenzitas

MHC — Major Histocompatibility Complex

MRSS — Modified Rodnan Skin Score



MTEC — veldi timusz hamse;jt

MZ — marginalis zéna

NFkB — nuklearis faktor kB

tTreg — természetes regulatoros T-sejt

O-MALT - organizalt mukoza asszocialt limfoid szovet
PAH — pulmonalis artérias hipertonia

PALS — Periarteriolar Lymphoid Sheat

PBMC — periférias vér mononuklearis sejtek

PBS — foszfat-puffer fiziologias s6oldat
PE — fikoeritrin
PE-Cy5 — fikoeritrin-cychrom5

RORua — Retinoid-related orphan receptor alpha

RPM — egy percre es6 fordulatok szdma
RPMI — Roswell Park Memorial Institute (RPMI) 1640 Medium
SEM — Kozépérték kozepes hibaja

SLE — szisztémas lupus erythematosus

SM — szkler6zis multiplex

SP —single positive, egyszeresen pozitiv
SRC — szkleroderma renalis krizis
SSc — szisztémas szklerdzis

Tc - citotoxikus T-limfocita

TCR — T-sejt receptor
TGFp — transforming growth factor beta

TH — helper T-limfocita

TN — tripla negativ



TNFa — tumor nekrozis faktor o
Treg — regulatorikus T-sejt
Ts — szuppresszor T-sejt

tTreg — természetes regulatorikus T-sejt



2. Bevezetés

2.1 A nyirokszervek felosztasa

2.1.1 Centralis nyirokszervek

A csontvelé a csontok kozponti tiregében helyezkedik el, melyben a vérerek
kozotti teriileteket nyulvanyos retikulumsejtek, racsrostok, makrofagok és zsirsejtek
toltik ki. Ebben a szivacsos szerkezetli kotdszovetes vazban helyezkedik el nagyobb
mezok, vagy kisebb szigetek formdjaban a haemopoetikus allomany. A csontveldi
pluripotens dssejtbdl alakul ki a limfoid és a mieloid progenitor. A T-sejt eldalakok a
csontveldt elhagyva a timuszban folytatjdk érési folyamataikat, a B-sejtek a sejtfelszini
immunglobulinnal rendelkezd alakban hagyjdk el a csontveldt, az NK-sejtek egy része
progenitorként 1€p ki, majd a periférian valik érett NK-sejtté¢, masik része pedig mar

végleges tulajdonsagait elnyerve 1ép ki a csontvel6bo1L2,

A timusz a 3. és 4. garattasakbdl fejlédik ki, az eliilsé-felsé mediasztinumban
helyezkedik el, két lebenybdl épiil fel. A lebenyeket alkoto lobulusok (lebenykék) kéreg-
¢és veldalloméannyal rendelkeznek. A kéregallomanyban fOleg éretlen timocitdk és
kéregallomanyi epitélsejtek (CTEC) talalhatoak, mig a veldallomany érett timocitakat,

veléallomanyi epitélsejteket (NTEC), dendritikus sejteket és makrofagokat tartalmaz.

lobulus, .

veléallomany

kéregallomany

1. abra. A timusz szoveti szerkezete

http://www.dartmouth.edu/~anatomy/Histo/lab_6/lymphoid/DMS117/popup.html

Jellegzetes, csak a timuszban megtalalhato struktira a hagymahéjszerii Hassal-test, mely
feltehetben az elpusztult sejtek maradvanyaibol képzédik. A timusz a T-sejtek
8



differencialodasanak helye, ahova a T-limfocita progenitorok a véraram utjan jutnak a

csontvelébdl és a kéreg-veld atmenet teriiletén 1épnek ki a perivaszkularis térbel-2,

2.1.2 Periférias nyirokszervek

A 1ép a hasiireg bal felsd részében, a rekesz alatt elhelyezkedd intraperitonedlis
szerv. Fehér pulpajat a 1ép artérids rendszeréhez csatlakozé limfoid allomany képezi,
mely a kdzponti artéria koriil 1évé T-sejt dependens periarteriolaris limfoid hiivelyb6l
(PALS) ¢és a hozza asszocialt nyiroktiisz0k halmazabol all. Az un. Malpighi
follikulusokban B-sejtek vannak tobbségben (megtalalhatok még a follikularis
dendritikus sejtek, T-sejtek és dendritikus sejtek). A marginalis szinuszt 6vezd
nyirokszovetben elhelyezked6 makrofagok és tin. marginalis zona (MZ) B-sejtek, kiemelt
szereppel birnak a vérben megjelend antigének és korokozok felismerésében. A vords
pulpa a sinusokbdl és a sinusok kozti pulpa-kotegekbdl all. A kotegekben 1ép-
retikulumsejtek és makrofagok talalhatdak, melyek az eloregedett vordsvértesteket
fagocitaljak. Vérlemezkék, granulocitdk, limfocitak €s plazmasejtek talalhatdoak még a

vords pulpaban 12,

2. dabra. A lép szoveti szerkezete

http://www.dartmouth.edu/~anatomy/Histo/lab_6/lymphoid/DMS122/popup.
html

A nyirokcsomok a nyirokerek mentén helyezkednek el elszortan, de példaul az
agyék, a honalj €s a hasiireg kornyékén csoportokban taldlhatoak. Morfoldgiailag harom

régid alkotja: kéregallomdny (kortex), kéreg alatti allomany (parakortex) és a



veléallomany (medulla). A kortexben elhelyezkedd nyiroktiiszékben elsésorban B-sejtek
talalhatok. A parakortex a nyirokcsomo T-sejt zonaja. A medulldban féleg makrofagok
¢és plazmasejtek vannak.

A mukéza asszocialt limfoid szovet (MALT) a nyalkahartya alatt, a lamina
propria €és a submucosa rétegében elhelyezkedd nyirokszdovet, amely az emészto-, 1égz6-
¢s urogenitalis rendszert boritd nyalkahartya védelmét szolgélja. Jelentdségét az adja,
hogy a nyalkahartya a testfelszin legnagyobb antigénbehatolasi feliilete, ezzel szamos
megbetegedés kiindulopontja lehet. Felépitését tekintve beszéliink organizalt-MALT-r6l
(O-MALT) — rendezett strukturakba tomorilé nyirokszovet, mint példaul a Peyer-
plakkok, a Waldeyer-gytiri — melyben az antigének felismerése, antigénspecifikus
limfocitdk aktivacioja, valamint effektor és memoria sejtekké alakuldsa zajlik, illetve
diffiz-MALT-r61 (D-MALT), mely a lamina propridban talalhato ,.effektor szovet”

memoria sejtekkel, aktivalt effektor T-sejtekkel és IgA termeld plazmasejtekkel 12,

2.2 T-sejt fejlodés

2.2.1 Az érés korai szakaszai

A T-sejtek, hasonldan a B-sejtekhez, csontveldi dssejtekbdl képzddnek a kdzos
limfoid progenitor sejtekbdl. A csontveldbodl a timuszba 1€p6 pro-T-sejtek CD44- és
CD117-expresszioval jellemezheték. A CD44, mint timuszspecifikus homing receptor
szerepel. A CD117 az 6ssejtek novekedési faktoranak receptora (C-Kit receptor). Ezek
mellett IL-2-receptor a-lancanak (CD25) expresszidjaval jellemezheték, amelynek
megjelenésében a timusz stromasejtek altal termelt IL-1a és a tumor nekrézis faktor o
(TNFa) jatszik szerepet. Ezek a sejtalakok mar elkotelezettek a T-sejt-vonal iranyba, de
a T-sejt receptor (TCR) gének atrendez6dése még nem indult meg benniik. E
haromszorosan negativ sejtek (Triple Negative — TN timocitak), amelyek sem TCR-t, sem
CD4-CDS8 koreceptorokat nem fejeznek ki, a timusz tok alatti régiokban gyors, IL-7

fliggd osztédason mennek at.

A timusz kéregben, a korai pre-T-sejteken jelentdsen csokken a CD44 ésa CD117
markerek expresszidja, de megtartjak a sejtfelszini CD25 receptort. Ebben az idészakban

kezdddik el a TCR y- és és a P-gének atrendezddése, €s a pot-a-lanc sejtfelszini
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megjelenése (Double Negative — DN). A sikertelen génatrendez0dés miatt ezen sejtek

70%-a nem jut el a késoi pre-T-sejt szakaszig.

A késoi pre-T-sejtek a sikeres B-lanc-atrendezddés eredményeként elveszitik a
CD25-markert, és ujra az ¢lénk proliferacios képesség jellemzd rajuk, melynek
eredményeként ezek a sejtek jelentdsen feldusulnak. Ebben az érési allapotban torténik
az TCR a-gének atrendezddése. Ennek eredményeként a pot-a-lancot tartalmazo receptor
mellett megjelenik, majd teljesen felvaltja azt az af-ldncokbdl all6 TCR. Ezt az érési
allapotot mindkét koreceptor egyiittes megjelenése jellemzi. Ezek a CD4/CD8 dupla

pozitiv (DP), de még éretlen timocitak >,

2.2.2 Az érés késoi, szelekcios szakaszai

A timusz kéreg és a veldallomany hataran lezajlo fejlédési szakaszban mennek
végbe a pozitiv és negativ szelekcids 1épések (A kéregben a kérgi hamsejtek (cTEC)
szerepelnek, mint antigén prezentald sejt (APC), a velédllomanyban a veldi hamsejteké

(mTEC), dendritikus sejteké, makrofagoké APC szerep.).

Az egyedi aff TCR-t és mindkét (CD4+CD8+) koreceptort hordoz6 (DP) T-
limfocitdk szoros kolcsonhatasba kerililnek az MHCI és MHCII molekuldkat egyarant
kifejezd kérgi hamsejtekkel. Csak a sajat MHC-molekulat felismeré T-limfocita-
prekurzorok jutnak tovabb a differencidlodasi uton. Aktivacios inger hidnyaban
elpusztulnak azok a T-sejtek, melyek a sikeres génatrendezédési folyamatok
eredményeként olyan TCR-t jelenitenek meg, amely nem reagal az egyedre jellemzd
MHC-molekulak valamelyikével, illetve azok, amelyekben nem jon létre funkcionalis
TCR. Tehat a pozitiv szelekcid funkciondlis jelentdsége, hogy megakadédlyozza a
,hasznalhatatlan” T-sejtek felhalmozddasat és a sejtek megtanuljdk a sajat MHC

felismerést (MHC restrikcio).

Tovabb aktivalédnak ¢€s differencidlédnak azok a pozitivan szelektalodott T-
sejtek, amelyek képesek a sajat MHC-molekuldkat felismerni, de TCR-jiik a sajat MHC
¢s idegen fehérjébdl szarmazd peptidek kombindcidjara specifikus. A negativ szelekcio
soran aktivacié indukalta apoptdzissal elpusztulnak azok a T-limfocitdk, amelyek tal
nagy affinitdssal képesek felismerni a sajat MHC ¢és sajat fehérjékbdl allo
peptidkombinacidkat. Azok a T-limfocitak, amelyeknek nagy az affinitdsa, de a negativ
szelekcio értelmében még nem pusztulnak el apoptozissal, természetes regulatdrikus T-
sejtek lesznek (tTreg). (3. abra)
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A negativ szelekciot tuléld érett T-limfocitdk vagy csak CD4, vagy csak CDS8
koreceptort hordoznak a felsziniikon (Single Positive — SP). A negativ szelekcio
funkcionalis jelentdsége az, hogy a T-limfocita-érés soran eltavolitasra keriilnek azok az
autoreaktiv T-sejtek, amelyek a perifériara keriilve a szervezet sajat szoveteit, sejtjeit

veszélyeztetik 2° (sajat struktirak toleranciaja).

CD25+ "természetes' Treg

aktiviciés inger CD25- naiv aktivicié indukalta
hianyiban elpusztulé T-sejtek apoptozis
sejtek
nincs szelekcid pozitiv szelekcio negativ szelekcié
on
D
[72]
=
=
=
N
7]
=)
—
<
>
° p—
n
)
—
o
—
=
[
——

TCR affinitis MHC/peptid-kompexek irint

3. dbra. A T-sejt érés szelekcios szakaszai

Schiitt, C. and B. Broker, Grundeswissen Immunologie. 3. Auflage ed.2011, Miinchen:
Spektrum Akademischer Verlag

A, kolcsonds antagonismus” modell szerint nem csak a TCR jelatviteli ttvonal
vesz részt a pozitiv szelekcioban, és a DP timocitak talélésében, hanem a folyamat a TCR-
¢és a lokalisan a cTEC altal termelt glukokortikoid hormon (GC) indukalta apopotdzist
elindité jelatviteli utvonal antagonizmusanak eredménye. A TCR vagy glukokortikoid
receptor (GR) jelatvitel 6nalloan apoptozist indukal, a két receptor egyiittes aktivalasa
azonban antagonizalja egymast. Ennek értelmében a pozitiv szelekcidban azok a sejtek
¢élnek tal, melyekben a TcR és GR jelatviteli utvonal egyiittesen éri a sejtet. A Kis
affinitast TCR-nél a GC indukal apoptozist, mert a TCR jelatvitel nem tudja azt
elnyomni. Azoknal a T-limfocitdkndl, amelyeknek kozepes az affinitasa, a TCR és GR
szignal neutralizaljak egymast, igy nem pusztulnak el (4. abra) >°. A pozitiv szelekciot

tuléld sejtek tovabb vandorolnak a medullaba és ott a dendritikus sejtek és mTEC sejteken
12



az MHC-sajat peptideket til nagy affinitassal felismeré TCR-t expresszalo timocitak a
negativ szelekcid aldozatai lesznek, mert ott a GR jelatvitel mar nem érvényesiil €s az

erds TCR szignalt nem képes antagonizalni.

\ I:TE‘:

%\“3

TECE

mTEC

B—?I{}DQH

4. abra. Glukokortikoidok szerepe a szelekcios lépésekben — ,, kolcsonos
antagonizmus” modell

Herold M J et al J. Cell Mol Life Sci.2006, 63; 1

2.3 T-limfocita alcsoportok

A timuszt elhagyo érett, o TCR-t hordozo limfocitak jol elkiilonithetd
alcsoportokba sorolhatok: a CDS8-koreceptort hordozo, sejtpusztitd aktivitassal
rendelkez6 citotoxikus T-limfocitak (Tc), a CD4-koreceptort hordozo, meghatarozott
limfokinek termelésére képes helper T-limfocitdk (TH), valamint a regulatérikus T-
limfocitak (Treg). A termelt limfokinek alapjan a Tw sejtek Tul, Tu2, TR, THl7, TH22,
és Tfh (follikularis helper T-sejt) kiilonitheték el, melyek egészséges szervezetben

egyensulyban vannak.
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A Tul-sejtek els6sorban a késoéi tipusu talérzékenységi reakcio (DTH)
kivaltasaért és a Tc-k aktivalasaért feleldsek. Aktivalodasuk gyulladassal és szoveti
karosodassal jar egyiitt. Tulstlyuk szamos bakterialis, viralis fertdzés esetén jellemzo,

illetve egyes autoimmun megbetegedések kialakuldsaban fontos szerepet jatszhat.

A Tu2-sejtek az ellenanyag termelés f6 segitéi. Mukodésiik eredményeként
fokozodik az IgM tipust antitestek termelése ¢€s bizonyos, elsésorban nem
komplementkotd izotipusu IgG-ellenanyagok megjelenése. Elsdsorban az extracellularis
baktériumok, toxinok, parazitdk ¢és oldott antigének elleni védekezés soran
nélkiilozhetetlenek. Fontos funkciojuk az is, hogy mérsékelik a Thl-sejtek aktivalodasat
¢s azok altal beindulo gyulladasi folyamatokat. Terhesség soran, parazitas fertdzések
esetén ¢és allergids megbetegedésekben jellegzetes moédon Th2 irdnyba tolddik a Th-

alpopulaciok egyensilya 319,

2.4 Az immunolégiai tolerancia

Az  immunoldgiai  tolerancia az  immunrendszer  antigénspecifikus

valaszképtelensége, mely elsésorban a sajat antigének vonatkozasaban figyelheté meg 3.

2.4.1 Centralis T-sejt tolerancia

A timusz negativ szelekcios folyamata soran apoptdzissal pusztulnak el mindazon
T-sejtek, melyek receptora tl nagy affinitassal kapcsolodik a sajat MHC — sajat peptid
komplexekhez. Ezt a folyamatot nevezzilk a centralis tolerancia kialakulési

mechanizmusanak 2°.

2.4.2 Periférias tolerancia

A centrdlis toleranciamechanizmus sok autoreaktiv T-sejtet kisziir az érd
repertoarbol, ez mégsem jelenti az autoreaktivitas hidnyat az adaptiv immunrendszerben.
Sok érett limfocita van minden szervezetben, amelyek sajat antigént nagy affinitassal
ismernek fel, ennek ellenére az autoimmun betegségek relative ritkak. Ez a periférias

tolerancianak kdszonhetd, melynek fontosabb mechanizmusai a kovetkezok 3°:
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1) Anergia: amennyiben kostimulacios jel (CD28 — B7) hianyaban talalkozik a naiv-
T-sejt a sajat antigénnel, nem pusztul el, azonban vélaszképtelenné, anergiassa
valik.

2) Ignorancia: a kis affinitassal sajat epitopokat felismerd sejtek figyelmen kiviil
hagyjak a sajat epitopokat a periférian. Ugyancsak ignoralhatjak a limfocitak az
igen kis koncentracidban jelen 1év6 autoantigéneket.

3) Klonalis delécid: Irreverzibilis folyamat, amelynek soran az autoreaktiv T-sejtek
az autoantigén altal kozvetitett jel hatdsara nem aktivalédnak, hanem
programozott sejthalallal elpusztulnak.

4) Szuppresszid (Treg-ek): A 70-es években altalanosan elfogadott volt a nézet,
miszerint az immunrendszer részét képezik a Tc-k és a Tu-k mellett a
szuppresszor T-sejtek (Ts) is. A késObbiekben a Ts-sejtek 1étezését az
immunologia évtizedekre elvetette, és az immunvalasz szabalyozasat a TH1/Tn2
sejtek egyensulyaval magyaraztdk. Csak a kozelmultban igazolodott
egyértelmiien egy kiilon szabalyozo, az immunvalaszt gatlo sejtcsoport 1étezése,
melyet regulatorikus T sejteknek (Treg) neveztek el. Az anergiaval, ignorancidval
¢és delécioval szemben a Szuppresszio egy aktiv tolerancia-mechanizmus. Ez a

sejtpopulacio a THl- és Th2-sejteket is képes gatolni.

2.5 A regulatorikus T-sejtek (Treg)

A regulatorikus T-sejt egy olyan specialis alcsoportja (populacidja) a T-sejteknek

13,14 4

11,12 és az

, amely kulcsszerepet jatszik a sajat antigénekkel szembeni toleranciaban

antigén stimulacié altal kivaltott talzott immunreakcié gatlasaban®™1®

, 1gy segitve az
immunhomeosztazis fenntartasat és csokkentve az autoimmun betegségek ¢€s allergidk
kialakulasanak kockézatat 1”18, Klinikai relevanciajat tovabb noveli a transzplantacio
utani szervkilokddés folyamataban és az anya magzat iranti tolerancidjaban betdltott

szerepe®®.

A Treg sejtek ezidaig legjobban leirt alcsoportja a timusz eredetii, természetes
(tTreg) Treg-sejtek és a periférian kialakulo indukalt (iTreg) 2%?! - ujabb nomenklatira
szerint periféras (pTreg) — Treg-sejtek. Mindkét alcsoportra jellemz6 a Foxp3 (Forkhead

boksz protein 3) transzripcios faktor és a sejtfelszini CD25 és CD4 expresszio? 22,
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A sejtvonal specifikus faktorok fontos szerepet jatszanak a sejtek
differencialodasaban azaltal, hogy szamos olyan gén expressziojat szabalyozzak,
melyeknek expressziés mindzata adott sejttipus funkciondlis ¢és fenotipusos
tulajdonsagait meghatarozzak®. A Foxp3 a fokhead transzkripcios faktor csalad tagja,
melyet egy altalanos DNS ko6t6é domén, a forkhead box domén, vagy winged helix domén
hataroz meg?2®. A Foxp3-at a Treg iranyu sejtvonal elkdtelezédés ,.f6 szabalyozdjanak”
tartjak'>?’. Funkcioja még ismeretlen, de a miikodoképes Foxp3 hidnya IPEX-
szindromahoz vezet?®®?°. Egyes adatok szerint felmeriilt, hogy a Foxp3 expresszio
Onmagaban nem elegendd a Treg-ek stabil szuppressziodjanak 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 sejtaktivacidoban, differencidlodasban és TCR stimuldcidban
szerepet jatszo transzkripcids faktorral keriil interakcioba®?32. A masik oldalrol viszont a
Foxp3 transzkripcios ko-represszorként is viselkedhet, mivel gatolja az NFkB, CREB, és
RORa aktivitasat. Tehat a Foxp3 kolcsonhatasban mas transzkripcids faktorokkal
transzkripcids aktivatorként és represszorként is mikodik, illetve a T-sejteket az
immuntolerancia irdnyaba programozza, példaul gy, hogy represszalja az IL-2-t és
szabalyozza a Treg-ek szuppresszor funkciojat a NFAT transzkripcids faktorral valod
interakcidja 4ltal®®33, Ezen kiviil egyes transzkripcids faktor partnerei kolcsdndsen
elésegitik a Foxp3 gén expressziojat?®. A FOXP3 gén metilalatlan prométer és enhanszer
régiodi stabil, hossztavii Foxp3 expressziot biztositanak® 3’ amely mintazat a timusz
eredetii tTreg-ekre jellemz6, mig a hipometilalt enhanszer régié az indukalt Treg-ek

esetében tipusos, a konvencionalis T-sejtekben pedig teljesen metilalt®®,

A természetes Treg (tTreg) sejtek a negativ szelekcio soran a sajat antigéneket
kozepesen magas affinitisal felismerd DP timocitakbol differncidlodnak CD4 SP sejtté,
amelyek IL-2 receptor a-lancot (CD25)%%%° és az X kromoszéma altal kédolt, ,,Forkhead
box” csaladba tartoz6 Foxp3 transzkripcios faktort'’3%4! expresszalnak. A tTreg sejtek a
perifériara kertilve az effektor sejteket direkt sejt-sejt kapcsolodas €s citokin termelés (IL-
4, IL-10, TGFp) révén gatoljak*?. A Treg-ek exogén IL-2 és megfelelé TCR stimulacié
hatéséra proliferalnak.

A Treg-sejtek keletkezési mechanizmus szerinti masik ismert tipusa a periférias
Treg-sejtek  (pTreg)*’*, melyek a periférian alakulnak ki, un. tolerogén

mikrokoérnyezetben”, antigénfelismerés hatasara (pl. kostimulacié hianya) naiv, CD4"
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sejtekbol*?. Citokin termelésiik alapjan tovabb csoportosithatéoak: az IL-10 termeld,
CD4*CD25*FoxP3 Tr1, a TGFp termeld, CD4*CD25"FoxP3” Tw3 (oralis tolerancia)*+*°
és a FoxP3" iTreg sejtekre. Az effektor sejteket citokin termelésiik és direkt sejt-sejt

kapcsolodasok révén gatoljak (5. abra)*e8,

Inhibitory Cytokines

Targeting Dendpritic Cells
s1shjoah)

»
A2A

.

Metabolic Disruption

5.A abra A reulatorikus T-sejtek gatlo mehanizmusai

Vignali DA et al Nat Rev Immunol. 2008 Jul;8(7):523-32.

A TGFB a “transforming growth factor beta” szupercsalad egy szabalyozo
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 kdz0sen a naiv T-
sejtek Th17 iranyu, IL-6 hidnyaban pedig a pTreg iranyu differencialodasat segiti eld?L.

Az IL-10-et bizonyos koriilmények kozott szintén termelik mas sejttipusok is

(Th1, Th2, Th17, B-sejtek), jellemzden immunvalasz és gyulladas gatlo citokin®*°,

Egyes irodalmi adatok szerint a tTreg-ek és a pTreg-ek elkiilonitésére a Helios

transzkripcios faktor hasznalhat6*®0, A Helios az Ikaros csaladba tartozoé transzkripcios
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faktor, melynek expresszidja T-limfocita sejtvonalra korlatozodik®®2. Funkcionalis
szerepe ismeretlen, bar kimutattak, hogy a Foxp3 promoéterhez kapcsolodva fokozza a
Foxp3 expressziot’®®, és a Helios expresszio a Treg-ekben korrelal a szuppresszor
funkcioval®®. Mas irodalmi adatok szerint a Helios nemcsak a timusz eredetii tTreg-
sejtekre jellemzo, mert T-sejt-aktivacio és -proliferacié soran is megjelenik, nyugvo

sejtekben pedig csokken az expresszidja*™°,

Csontveld Thymus Periféria

nTreg

iTreg

>

IL-10

- O

TGF-8

T-sejt progenitor

naiv T-sejt

>

FoxP3+

5.B dbra. Regulatorikus T-sejtek kialakuldasa

Ugor et al IMMUNOLOGIAI SZEMLE 6:(1-2) pp. 17-24. (2014)
Josefowicz et al Immunity (30): 616-622. (2009)

2.6 Treg-ek szerepe egyes betegségekben

A regulatérikus T-sejt egy olyan specidlis populacioja a T-sejteknek 112 amely

13,14

alapvetd szerepet jatszik a sajat antigénekkel szembeni tolerancidban ¢€s az antigén

stimulacio 4altal kivaltott talzott immunreakcié gatlasaban'® gy segitve az
immunhomeosztazis fenntartasat és csokkentve az autoimmun betegségek és allergidk
kialakulasanak kockazatat 178 ugyanakkor gatoljak a fertézé mikroorganizmusok

eltavolitasat és a tumorellenes immunitas hatékonysagat is.
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Az effektor és szuppresszor funkcio egyensulydnak megbomlasa esetén, ha a Treg
sejtek kertilnek tlsulyba, kialakulhatnak daganatok, gyakoribbak a fertézések, a HIV.
Daganatos betegek periférids vérében €s a tumorban a Treg-ek felhalmozddnak, és az
anti-tumor immunvalasz elnyomasa révén a tumor névekedését promotaljak, igy rossz
prognozist jeleznek. Colorectalis carcindmaban a FoxP3* Treg-ek mennyisége a tumort
drenal6 nyirokcsomoban sokkal nagyobb, mint a periférias vérben, vagy a tumorban, és

pozitiv korrelaciot mutat a betegség stadiumaval®®.

A Treg sejtek hidnya esetén pedig autoimmun betegségek, allergia, graft
kilokédés, gyulladasos bélbetegségek (IBD), IPEX szindroma johet 1étre. Szklerdzis
multiplex (SM) esetén a Treg sejtek csokkent szamat és funkcionalis deficitjét irtak le®’.
Az SM egér modelljében a Treg sejtek ,.kivédik™ a betegséget azaltal, hogy az autoreaktiv
tipusti diabetes betegek Treg sejtjeinél is funkcionalis deficitet talaltak®. Gyullad4sos
bélbetegségben szenveddknél a csokkent periférids Treg szdm korreldl a betegség
aktivitisaval (remisszioban emelkedik, aktiv szakaszban csokken)®. A szisztémas lupus
erythematosus (SLE) egy szisztémas autoimmun betegség, ami a tobb szervet érint,
ugymint bdr, iziiletek, vesék és kozponti idegrendszer. A sajat antigénekkel szembeni
tolerancia elvesztése, autoreaktiv limfocitdkaktivacidja és gyulladdsos mediatorok és
autoantitestek képzése jellemzil’®!. A betegség fellangolasakor a Treg sejtek mennyisége
csokken®. A kollagén-indukalt arthritis modellben a Treg-ek deplécidja
felgyorsitja/rontja a szisztémas iziileti gyulladast, mig a Treg-ek bevitele ,kivédi” a

betegséget’.

Az SSc-ben észlelt érelvaltozasok és fibrozis kialakulasanak kulcs ingere a T-
limfocita aktivacio. Ennek eredményeképpen az aktivalt T-limfocitak, féként CD4+ T-
sejtek fedezhetdéek fel az SSc-ben szenvedd betegek keringésében és az érintett
szerveikben is. Ezen feliil sok tanulméany az immunrendszer mas elemeit — mint példaul
autoantitestek ¢és emelkedett citokin szintek — is Osszefliggésbe hozza az SSc
kialakulasdban valamint a Treg kialakulasban ¢és funkcioban is, esetleg szerepet jatszhat

az SSc patogenezisében is.

Sok kozlemény szamol be emelkedett Treg aranyokrdl SSc-s betegek periférias
vérének mononukledris sejt (PBMC) frakcigjaban, mig néhyany tanulmany normal, vagy

csokkent Treg szinteket kozo124%627:30 Minddemellett altalanos feltételezés, hogy nem
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csak a Treg-ek megvaltozott szama, hanem azok diszfunkcioja is felel6s az SSc-ben talalt

abnormalis immunszuppressziot mutato Treg sejtekért?,

A konvencionalis Treg definicié (CD4+CD25high+Foxp3+ T-sejtek) mellett
szamos tanulmany definialt tovabbi Treg alcsoportokat ujabb 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 lehetdvé teszi az é16 Treg tisztitast és azonositast. A legszigorubb
¢s legprecizebb megkozelités a Treg-ek azonositasara a CD4 és CD25, valamint Foxp3
expresszio, illetve ezek melletti CD127 negativitas marad?. A CD62L (L-selektin) egy
limfocita homing receptor a nyirokcsomokban, egy tjabb marker, mely egy olyan
nyirokcsomokba. Ezek a sejtek legfoképpen a naiv T-sejtek aktivaciojat gatoljak a
nyorokcsomokban, valamint els@sorban gyulladésos teriiletekre vandorolnak igy gatolva

a gyulladast a periférias szovetekben233,

Legujabb kutatasi eredmények azt tanusitjdk, hogy a Treg sejtek Foxp3
expresszioja epigenetikai kontroll alatt 411°°. Egy meghatarozott DNS metil4ciés mintazat
karakterisztikus hiszton modifikéaciokkal kombindlva nyitott kromatinstruktarat hoz 1étre,
ezaltal allandositva a FOXP3 expressziot a Treg-ekben. A promoter, upstream enhancer
¢és intronic enhancer régidban harom konzervalt, nem-kodold szekvenciahoz (CNS-
conserved non-coding sequence) kapcsolodva demetilalt vagy hipometilalt CpG szigetek
biztositjak a FOXP3 gén stabil expressziojat’*3'. Ezek a régidak az elsddleges célpontjai
az epigenetikai szabalyozasnak, és sziikségesek az expresszidjanak modositdsahoz a T-
sejteket érd kornyezeti hatasok fiiggvényében®. A timusz eredetii 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 expresszidja alapvertd fontossagu, azt
feltételezziik, hogy az SSc-ben szenvedd betegek Treg sejtjeiben a FOXP3 promoter és
upstream enhancer régiok metilacios statusza megvaltozott, ami felboritja az egyensulyt
a pTreg-ek (CD62L-) és tTreg-ek (CD62L+) kozott.
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2.7 A glukokortikoid hormonok (GC)

A természetes GC-k a mellékvese zona fasciculatajaban képzddnek. Prekurzoruk
a koleszterin, szintézisiik és felszabadulasuk a hipofizis eliilsé lebeny hormon, az adreno-
corticotrop hormon (ACTH) hatasara megy végbe. Az ACTH-szekréciot a hipotalamus
corticotrop releasing faktora (CRF), illetve a vér glukokortikoid hormon szintje
szabélyozza. Elettani hatasaik kozé tartozik szamos metabolikus folyamat befolyasolasa,
csokkentik a gliikoz felvételt és hasznositast, fokozzék a gliikoneogenezist, emelik a

vércukor szintet, fokozzak a fehérjebontést, eldsegitik a zsirsavak metabolizmusat.

crer

crer

aktivalasat, apoptdzist indukalnak a Thl-, Th2- és B-sejtekben, a neutrofil és eozinofil

granulocitakban, az IL-2 és receptora génjének transzkripciojat gatolva csokkentik a Th-
1 A1 ’t63.

Az allo- és autoantitestekkel szembeni immunvalasz gatlasaval aTreg-ek mellett
a glukokortikoidok is fontos tényezdi az immunvalasz szabdlyozasénak és a periférids

tolerancia fenntartasanak.

Genomikus hatas:

A GC-k a sejtbe lépve a citoplazmaban 1évé specifikus glukokortikoid
receptorokhoz (GR) kotddnek. A receptor a citoplazmaban hdsokk-proteinekkel
komplexeket képez, amelyrdl a GC kotddeés altal kivaltott konforméciovatozas miatt a
receptor leszakad, igy szabadda valik a DNS-k6t6 domén. A GC-GR komplex ezutan
dimereket képez, majd a sejtmagba jutva a DNS glukokotikoid vélasz eleméhez (GRE)
kotodik és génexpresszios valtozasokat okoz. A genomikus hatdsok orak alatt

kovetkeznek be (6. abra)®®4,
Nem-genomikus hatasok:

Nem minden GC hatas magyarazhat6 a genomikus folyamatokkal. Anafilaxias
reakcio, asztmds roham kezelése soran is haszndlnak GC-analogokat, ezekben az
esetekben azért alkalmazhatoak, mert a nem-genomikus hatdsok létrejottéhez csak
percekre van sziikség. Ilyen hatas a GR kolcsonhatasa citoplazmatikus jelatviteli
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fehérjékkel (NFkB esetén az interakcid mar alacsonyabb koncentracioban is megtorténik,
amikor a GRE-géntranszkripcid6 még nem okoz valtozast). Nagy dozisi GC kezelés
hatasara alakulnak ki a membran GR kozvetitette hatasok (monocitakon, B-sejteken),
direkt hatasok a plazmamembranon keresztiil (membrantranszport-folyamatok, membran

permeabilitas befolyasolasa), és a mitokondrialis hatasok (6. abra)®5°,

\/
7
AJ

Citoplazmatikus
feherjek

L.,Génex pressziovaltoza Mok ondrium

6. abra. Glukokortikoid jelatvitel T-sejtekben:

1.génexpresszio valtozas, 2. direkt membran hatasok, 3. membran GR, 4. interakcio
citoplazmatikus fehérjékkel, 5. mitokondriumba valo transzlokacio

In: Boldizsar et al.: Emerging pathways of non-genomic glucocorticoid (GC) signaling
in T cells (Immunobiology. 2010; 215(7): 521-6.)
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A klinikkumban igen széleskoriien alkalmaznak kiillonb6zé betegségek
kezelésében GC-analogokat (pl.: dexametazon (DX): allergias allapotok, autoimmun
betegségek, transzplantalt betegekben a szervkilokddés megeldzése, hematoldgiai
malignitdsok), amelyek vilagszerte az egyik leggyakrabban felirt gyogyszerek, a
gyulladascsokkentd €s immunoszuppressziv aktivitasuk, limfocita apoptozist indukalo

képességiik miatt, mégis keveset tudunk a Treg sejtekre gyakorolt hatasaikrol.

Jelenleg nem ismert pontosan a GC-kezelés hatasa a Treg-ck aktivitasara vagy
eléfordulasi gyakorisagara, de bizonyitott, hogy a GC-k hasznalata eldsegiti a Treg
indukciot®®8, Ezért a GC-ket terapiasan alkalmazzék olyan esetekben, amikor csokkent
vagy elveszett a sajat antigénekkel szembeni periférias tolerancia (mint példaul
autoimmun betegségek, allergia), vagy alkalmazzak transzplantacio6 utani szervkilokodés
megeldzésére is. Mivel a Treg sejtek €¢s a GC hormonok is a citokintermelés és a
sejtaktivacio befolyasolasaval fejtik ki immunoszuppressziv hatasukat, érdekes kérdés
volt a szinergisztikus hatasuk vizsgélata. A Treg sejtek GC érzékenységét vizsgalod
tanulmanyok egérkisérletekben ellentmondasosak, beszamoltak mind emelkedett, mind
csokkent Treg aranyokrol DX kezelés hatdsara. Balb/c 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 oldalrél viszont a Treg-eket
betegségmodellben vizsgald tanulmanyok a kortikoszteroid kezelés Treg kialakulést
kolatozo hatéasat feltételezik, de nem vizsgaltak a Treg sejteket specifikus sejtfelszini,

vagy intracellularis markerrel ..
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2.8 Szisztémas szklerozis

A szisztémas szklerdzis kronikus, sokszervi érintettséget mutatd betegség, melyre
a bor és belso szervek fibrdzisa, autoimmun jelenségek valamint érrendszeri karosodasok
jellemzéek. Két £6 formajat kiilonitik el: a limitalt cutan szisztémas szKlerozist (IcSSc) és

a diffuz cutan szisztémas szklerdzist (dcSSc)2.

2.8.1 Limitalt cutan szisztémas szkleroézis (IcSSc)

Az IcSSc alcsoport jellegzetes autoantitestje az anti-centromer antitest (ACA)"3.
A bortiinetek elsdsorban a kezeket, alkart és az arcot érintik. Az erre a formara jellemz6
pulmonalis artéridlis hipertonia, a subcutan kalcindzis valamint a gasztrointesztinalis
traktus fibrézisa és a kovetkezményes hipomotilitds késén kialakulod elvaltozasok,
melyeket a Raynaud szindréma kialakuldsa akar évekkel megelézhet’*"®. Az IcSSc jobb

prognodzisu forma, mely kezelés mellett az ¢letkilatdsokat nem, vagy alig befolyésolja.

2.8.2 Diffuz cutan szisztémas szKlerozis (dcSSc)
A dc SSc alcsoport jellegzetes autoantitestjei az anti-RNS polimeraz I1I és az anti-

topoizomeraz-I (anti-Scl 70)"3. A diffuz formara jellemzd, hogy a bértiinetek gyorsan
progredialnak és Kiterjedt a borérintettség, beleértve a torzs és a végtagok proximalis
(konyok illetve térd feletti) részét, gyakoribb a polyarthritis eléfordulésa, és tipusos a
fibrozus tendosynovitis is. Barmely tiinet mar a betegség korai szakaszaban jelen lehet,
vagy az els0 tiinet utan révid idon beliil kialakulhat. A tid interstitialis fibrozisa, a vese,
a szivizom €s a gasztrointesztinalis traktus diffuz fibrozisa olyan elvaltozasok, melyek

kialakulasa rontja a betegség e formajaban szenveddk életkilatasait”.

2.8.3 Tiinetek

2.8.3.1 Bdrjelenségek

A bor az érintett teriileteken vastagabba, feszessé valik, melynek hatterében a
fibroblaszt sejtek fokozott kollagén és intercelluldris matrix termelése all. A sclerodermas
borelvaltozasok kiterjedésének, elhelyezkedésének és progresszidjanak vizsgalata mind

a Dbetegség diagnosztikajaban, mind a betegség aktivitdsanak ¢€s a terdpia
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hatékonysaganak megitélésében fontos szerephez jut. Az American College of
Rheumatology (ACR) Klasszifikaciés kritériumai szerint, ha a bdrvastagodas a
metacarpophalangealis iziilettdl (MCP) proximalisan is észlehetd, és mindkét kéz ujjai
érintettek, az elégséges feltétel a szisztémas szklerozis diagnozisanak felallitasahoz’®. A
borelvaltozasok megitélését segitdé mutatd a ,,Modified Rodnan Skin Score” (MRSS),

mely a bédrmegvastagodds mértékét vizsgalja 17 meghatirozott régidban’’.

Ezen kiviil gyakoriak a betegek ujjbegyein kialakulé fekélyek®, a teleangiectasiak
kialakulésa, és az érintett borteriiletek pigmentacids zavara is. A limitalt forma esetén
jelentkezhet szubcutan kalcinozis is, mely a betegség altal érintett borteriileteken alakul

ki, normalis szérum kalcium és foszfat szint mellett.

2.8.3.2 Csont és iziileti eltérések

A Dbetegségre jellemz6 tipikus vazrendszeri tiinet a végperc csontjanak
felszivodasa, mely radiologiai moddszerekkel detektalhatd. A polyarthalgia minden
szisztémads szklerozis tipusban gyakori jelenség, de valddi sokiziileti gyulladas inkdbb a
diffaz formara jellemzd korai tiinet. Mindkét forméaban késdi tiinetként kialakulhatnak
sulyos iziileti kontraktirak, melyek jelentds életmindség romléast okoznak az érintett

betegeknek .

2.8.3.3 Raynaud jelenség és érrendszeri kdrosodds

A Raynaud jelenség hatterében epizodikusan jelentkezd vazospasztikus rohamok
kovetkeztében fellépd keringészavar 4all, mely az ujjak elfehéredését, ciandzisat okozza,
¢s jelentds fajdalommal jar. A spazmus oldodasa utan hyperaemia alakul ki. A jelenség

altalaban mindkét kezet érinti, és a keringészavar csak a rohamok idején all fenn.

Az érrendszeri karosodas a kapillarisokat €s a kisartéridkat érinti els6sorban. A
kapillarisok degeneralodnak, az ér-ujdonképzddés csokken, igy avascularis teriiletek, €s
oriaskapillarisok alakulnak ki, melyeket kapillarmikroszkdpos vizsgélattal lehet
detektalni. A kisartériakban obliterativ arteriopathia alakul ki, mely szervkarosodasokhoz

(PL.: vese, tiid6) vezet®.
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2.8.3.4 Belso szervi manifesztaciok

2.8.3.4.1 Gasztrointesztinalis rendszer

Az emésztdszervrendszeri érintettség a sclerodermds betegek 90%-dban
megfigyelhetd, és a traktus barmely részét érintheti. A leggyakoribb panaszokat okozo
elvaltozas a nyeldcsd érintettsége miatt kialakuld refluxbetegség, és a kdvetkezményes
oesophagitis. A gyomor ¢és a vékonybelek fibrozisa az enteralis idegek és a bélfal
izmainak destrukciéja miatt motilitds zavart okoz, igy a kovetkezményes pangas

bakterialis tulnovést, bélrendszeri gyulladést valthat ki.

Az érrendszeri karosodasok is érinthetik a gasztrointesztinalis traktust, a kialakulo

teleangiektaziak, és az ugynevezett ,,gorogdinnye gyomor” vérzés forrasai lehetnek®.

2.8.3.4.2 Tiido érintettség

Szkleroderméban a tiidé manifesztacionak két alapvetden eltérd formaja lehet. Az
egyik tipusu elvaltozas az egész szervezetben jelenlévd fibrozis tiidd manifesztacioja,
mely interstitialis alveolitis, majd fibrozis képében jelenik meg. A folyamat
kiterjedtségének és aktivitdsanak megitélésére tobb egymast kiegészito klinikai vizsgalat
all rendelkezésre, ugy mint a légzésfunkcids vizsgalatok, nagy felbontast tiido
komputertomografia (HRCT) és a bronchoalveolaris lavage (BAL) sordn nyert minta
sejtosszetétel vizsgalata. A tiidoérintettség masik formaja, a limitalt altipusban szenvedd
betegekben kialakulé pulmonalis arterilis hipertonia (PAH)®2. PAH esetén a pulmonalis
atlagnyomads, és a vasculdris ellenallas megemelkedik, mikdzben a pulmonalis kapillaris
¢knyomas csokken, a tiidében kialakul6 vaszkulopatia miatt. PAH gyantja esetén fontos
a beteg echokardiografias vizsgalata, a megvaltozott nyomasviszonyok miatt varhatdan

kialakul6 jobb kamrai hypertrofia és dilatacio megitélése végettd28,

2.8.3.4.3 Sziv érintettség
A sziv  pumpafunkcidjdnak  gyengiilését, valamint ingerképzési €s
ingeriiletvezetési zavarok kialakuldsat a miokardium fibrozisa valamint a koronaria

artéridk és kapillarisok karosod4sa miatti keringésromlas egyiittesen okozzak®.

2.8.3.4.4 Veseérintettség

A vesekarosodasok hatterében a vese ischaemias karosodasa all, ami foként a
kisartéridk obliterativ vaszkulopatidja miatt jon létre. A veseérintettség legsulyosabb
formaja az G.n. szkleroderma renalis krizis (SRC). Gyorsan progredialld allapot magas

vérnyomassal, azotaemiaval kezdddik végiil veseelégtelenség alakul ki. A folyamat
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kezelés nélkiil altalaban fatalis kimenetelii, A korai vérnyomdascsokkentd kezelés lassitja

a folyamatot, de a betegek jelentds része késdbb dializisre szorul®®.

2.8.3.4.5 Izomérintettség
A szisztémas szklerozisos betegek 10-15%-aban polimyositis alakul ki, mely a
diffuz formaban szenvedOknél gyakoribb jelenség. A kialakuld izomgyengeség és

fajdalom az életminéséget rontd tényezd’ .

2.8.4 Diagnosztika

Az ARC ¢és az EULAR (European League Against Rheumatism) 2013-ban

t'’. A kritériumrendszer alapjan elégséges a

kialakitotta 0j klasszifikdcidés rendszeré
diagnozis felallitasahoz, ha mindkét kézen a MCP iziilettdl proximalisan is észlelhet6 a
szklerodermara jellemzd bérmegvastagodas. A klasszifikdcios rendszerben tovabbi hét
kiegészité szempontot hataroztak meg, tigy, mint a sclerodactylia, és bérmegvastagodas
jelenléte a kezeken, mely nem haladja meg a MCP iziiletet proximalis iranyban; az
ujjbegyeken 1évd fekélyek, vagy csillag alaku hegek; teleangiectasia; abnormaélis
koromagy kapillarisok; interstitialis tiidobetegség, vagy pulmonalis arterialis hipertonia
illetve a szisztémas szklerozisra jellemzdé autoantitestek jelenléte. A klasszifikacios

rendszerben meghatarozott autoantitestek az anti-centromer antitest, az anti-

topoizomeraz I antitest (Anti-Scl-70) és az anti-RNS polimeraz III antitest.

2.8.5 Prognozis és betegség aktivitas megitélése

A betegség prognozisat elsd sorban a 1étrejott karosodasok mértéke, mésod sorban
a betegség aktivitdsa hatarozza meg. A beteg allapotanak megitéléséhez fontos tisztdzni
az Osszes lehetséges szervi manifesztacié meglétét, illetve stlyossagat. Altaldnossagban
megallapithatd hogy a 1cSSc esetén megfeleld kezelés mellett az életkilatasok alig
csokkennek, mig dcSSc esetén a szervi manifesztacioktol fiiggden még ma is gyakran
fatalis kimeneteli a betegség. A betegség aktivitdsa a tlinetek iddébeli kialakuldsan,
progresszidjan, valamint a tiinetek nélkiil zajlé koros folyamatok detektalasan keresztiil
irhat6 le, melynek megitélése a betegek osztalyozasaban fontos szempont mind a klinikai
gyakorlatban, mind a betegséggel kapcsolatos kutatasokban®. A betegség aktivitasanak
megitélésére 2003-ban egy multicentrikus tanulmany keretében az European
Scleroderma Study Group (EScSG) megalkotta az ,,EScSG activity index”- et, melynek

tovabbi paraméterekkel torténd bévitését célzo vizsgalatok jelenleg is folynak®’.
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3. Célkitilizések

1. Az utdbbi idében megjelent ellentmondésos kutatasi eredmények miatt célunk
volt a nagydézisu GC homon kezelés hatasanak vizsgalata a timusz és periférias
nyirokszervekben el6forduld Treg sejtekre. Vizsgalni kivantuk a Treg sejtek GC
érzékenységét a Treg arany és abszolut sejtszam nyomon kovetésével kezeletlen
¢s DX kezelt BALB/c egerek timuszdban ¢&s kiilonbozé periférias

nyirokszerveiben.

2. A Treg sejtek funkciojaban GC kezelés hatasara torténd valtozasokat a sejtek
szuppresszor citokin termelésével és a citokinek és a Foxp3 transzkripcios faktor

relativ mRNS expresszidjanak mérésével kivantuk meghatarozni.

3. A GC érzékenységet nagyban meghataroz6 GR expressziot fehérje és mRNS

szinten terveztiik vizsgalni Treg sejtekben.

4. Konfokalis mikorszkdpos technikaval kivantuk vizsgalni a GC hormon indukalt
GR transzlokacié morfoldgiai valtozasait Treg sejtekben valamint a ligand kotott

GR és a Foxp3 transzkripcios faktorok esetleges ko-lokalizaciojat.

5. Célunk volt tovabba korai SSc-ben szenvedd 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

mitdkhoz képest.

6. Vizsgélni kivantuk az egyes eltérések Osszefiiggését a betegség kiilonbozd

szempontok alapjan képzett tovabbi alcsoportjaival.

7. A Treg sejtek SSc-ben mutatkozé eltéréseinek esetleges epigenetikai hatterét

keresve — mivel a Treg fenotipusban fontos tényez6 a Foxp3 — vizsgalni kivantuk

crer
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4. Anyagok és modszerek

4.1 Treg-ek vizsgalata egérmodellen

4.1.1 Kisérleti allatok

Munkank soran 4-6 hetes BALB/c egerekkel dolgoztunk. Az egerek
tartasa és feldolgozasa a Pécsi Tudomanyegyetem Allatetikai Bizottsaga altal jovahagyott
engedély alapjan tortént (#BA 02/2000-16/2015).

4.1.2 1In vivo glukokortikoid kezelés

A glukokortikoid hatds kivaltdsara az allatokat 20 mg/kg/nap dexametazonnal
(Oradexon, N. V. Organon) oltottuk 1-4 napon at intraperitonealisan. Ez a koncentracio
nagy dozist szteroid kezelést jelent. Kezeletlen allatok szolgaltak kontrollként. Az
allatokat 24 o6raval az utolsod oltast kovetden aldoztuk fel. A vizsgalt szerveket az
eltavolitast kovetéen 0,1% BSA és 0,1% NaN3 tartalmG PBS-ben mechanikusan

homogenizaltuk, majd ezt kvetden nejlonsziirén szlirtiik.

4.1.3 Antitestek és fluorochromok

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

Az aramlasi citometrias mérésnél a Treg-ek azonositasara anti-CD4-FITC (PTE
KK Immunoloégiai 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 és Exbio; 3G3), anti-
Helios-APC (BioLegend, Cat:137222), anti-1L-10-APC (BioLegend; JES5-16E3) és anti-
TGFB-PerCP (BioLegend, TW7-16B4) intracellularis antitesteket hasznaltunk.
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A GR expresszié valtozas vizsgalatara anti-CD4-AlexaFluoro647 (PTE KK
Immunoloégiai 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

Immunolégiai 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.

4.1.4 Immunfluoreszcencia timusz és 1ép metszeteken

Az eltavolitott timuszbol és 1épbdl 5-10 um vastag fagyasztott metszeteket
készitettiink, majd 10 perces hideg acetonos fixalas és 20 perces 5% BSA-tartalmu PBS
pufferrel valo telités utan 30 percre megfeleld antitestek kertiltek rajuk. Végil 3-szor 5
percnyi mosast (PBS pufferben) kovetéen PBS — glicerin 1:1 ardnyt keverékével fedtiik

a metszeteket. Az analizist Olympus fluoreszcens mikroszkoppal végeztiik.

4.1.5 Intracellularis jelolés és aramlasi citometria

A kisérleti allatok timuszat, 1épét, mezenterialis és periférids nyirokcsomoit,
valamint Peyer-plakkjait eltavolitottuk. A szerveket mechanikusan homogenizaltuk, majd
a kapott szuszpenzidt vattan atszirtiik, 5 percig 1000 RPM-en centrifugaltuk, majd 1ml
RPMI tapfolyadékba vettiik fel. A sejtek életképességét tripankék festék kizarasos teszttel
hatdroztuk meg, majd mintanként 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 kovetden a mintakat kétszer mostuk 2 ml

PBS/NaN3 moso-pufferben.

Az intracellularis jeloléshez a BioLegend FoxP3 Fixalo/Permeabilizalo puffer kit-
et (Cat: 421403) hasznaltuk: 1 ml FoxP3 Fixalo/Permeabilizalé puffert adtunk a

mintdkhoz, majd szobahdmérsékleten, sotétben 20 percig inkubaltuk. Centrifugalast
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kovetden, a feliiluszo eltavolitdsa utan a sejteket egyszer 1 ml jel6lo pufferben, egyszer 1
ml FoxP3 Permeabilizal6 pufferben mostuk, majd 1 ml FoxP3 Permeabilizalé pufferben
vettiik fel, ebben 15 percig inkubaltuk sététben, szobahdmérsékleten. Centrifugalés és a
feliillaszo eltavolitdsa utan keriilt a mintdkra az intracellularis antitest-koktél, szintén
megfelel6  koncentracidban, 100 ul 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 kapubdl. A
nagysag ¢és granularitds (FSC/SSC) paraméterek alapjan azonositottuk a limfocitakat,

majd azokon beliil csak a CD4" sejteket vizsgaltuk tovabb.

416 RT-PCR

Treg sejtek izolaldasa RT-PCR-hoz

Az 0Osszegylijtott timocitakat és 1épsejteket anti-CD4-PE ¢és anti-CD25-PE-Cy5
sejtfelszini antitestekkel jeloltiikk a korabbiakban leirt protokoll szerint. A jeldlt 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

mutat6 sejtek kertiltek kivalogatasra.

RNS elokeszités és kvantitativ RT-PCR

Az RNS izolalasa 10° CD4*CD25"9" sejtbdl NucleoSpin RNA XS kit
segitségével, a CDNA eldallitaisa random oligo(dT) primerek (Applied Biosystems)
felhasznalasaval tortént. A génexpresszio kvanitifikdlasa a SYBR Green metddussal
zajlott Applied Biosystems 7500 RT-PCR rendszerben. A relativ expresszios szintek
meghatarozasa aktinhoz valdé normalizalast kovetden tortént, az erdményeket pedig a
kezeletlen Treg-ek mRNS szintjeinek tobbszoroseként abrazoltuk (RQ. A kovetkezd
primer-szekvenciakat 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 TTCTTT CAA ACA AAG -3°; IL-10 (Reverse) 5°- CTG

31



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 CCCTTC TC -3’°; TGFp1
(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°.

4.1.7 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) dbrazoltuk. A kiilonb6zé csoportok eredményeinek
Osszehasonlitdsara a Student-féle t-tesztet hasznaltuk, és a P <0,05 eltérést fogadtuk el

statisztikailag szignifikansnak.

4.2 Treg-ek vizsgalata szisztémas szkerézisban

4.2.1 Betegek

A vizsgalatot az Orszagos Etikai Bizottsag engedélyezte (Engedélyszam: 84-
256/2008-1018EKU) A vizsgalatban résztvevd személyek elozetes tajékoztatast
kovetden beleegyezd nyilatkozatot tettek. Beteganyagunkat (n=26) a Pécsi
Tudoméanyegyetem Reumatologiai ¢és Immunoldgiai Klinika altal kivizsgalt, és
gondozott, immunszupressziv kezelésben még nem részesiilt (n=18), illetve szteroid
és/vagy ciklofoszfamid (CPH) kezelt (n=8) szisztémas szklerdzisos betegei alkotjak. A
kontrollcsoportot (n=10) korban, és nemben illesztett 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 diagnozisa az ACR/EULAR altal 2013-ban kidolgozott
diagnosztikus kritériumrendszer alapjan lett felallitva. A betegség fennallas az elsé nem-
Raynaud tiinet megjelenésétdl lett szamitva. A vérmintdk standard eljaras szerint, heparin
tartalmu vadkuumcsobe torténd levétel utan kertiltek feldolgozasra. A tiido fibrézis
kimutatdsa HRCT-vel és/vagy a forszirozott vitalkapacitds mérésével tortént. (FVC
<80%). A betegség aktivitds az EScSG betegség aktivitdsi index alapjan lett
meghatdrozva. Aktiv betegségnek mindsiilt, ha az aktivitasi index értéke nagyobb volt,

mint 3.
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Aktiv betegség (EScSG>3), n (%)
Szervi érintettség

Tid6 fibrozis, n (%)

PAH, n (%)

Renalis krizis, n (%)

MRSS, atlag (SD)

Antitestek

ACA+, n (%)
Scl-70+/RNAPol-I11+, n (%)
Gyulladasos labor paraméterek
Gyorsult siillyedés, n (%)
Hypocomplementaemia, n (%)
Emelkedett CRP, n (%)

8/26 (30.8%)

17/26 (65.4%)
0/26 (0.0%)
1/26 (3.8%)
10.6 (10.6)

6/26 (23.1%)
12/26 (46.1%)

4126 (15.4%)
4126 (15.4%)
9/26 (34.6%)

1/7 (14.3%)

317 (42.9%)
0/7 (0.0%)
0/7 (0.0%)
2.8 (3.3)

417 (57.1%)
1/7 (14.3%)

0/7 (0.0%)
217 (28.6%)
3/7 (42.9%)

SSc IcSSc dcSSc

(n=26) (n=7) (n=19)
Altalanos adatok
Kor (év), atlag (SD) 54.7 (12.6) 56.6 (8.0) 54 (14.0)
Nem (né), n (%) 20/26 (76.9%) 6/7 (85.7%) 14/19 (73.7%)
Betegség id6tartama (év), atlag (SD) 251.7) 3.0(2.2) 2.37 (1.5)
Aktiv betegség, n (%) 15/26 (57.7%) 3/7 (42.9%) 12/19 (63.2%)

7/19 (36.8%)

14/19 (73.7%)
0/19 (0.0%)
1/19 (5.3%)
13.1(10.9)

2/19 (10.5%)
11/19 (57.9%)

4/19 (21.0%)
2/19 (10.5%)
6/19 (31.6%)

L. tablazat: A betegek klinikai és laboratoriumi adatai

4.2.2 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) kovetden 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 11l (RNA-Pol-111) antitest
meghatarozasa immunoblot technikéval (Euroimmune, DL 1532-1601 G) tortént, amely

az anti-CenpB ¢és az anti-Scl-70 pozitivitas igazolasara is szolgalt.

4.2.3 A Treg alcsoportok aramlasi citometrias azonositisa

A tobbparaméteres 4aramlasi citometrids  vizsgdlatok Ficoll gradiens
centrifugalassal izolalt PBMC-ken tortént. A Treg €s alcsoportjainak meghatarozasara

FITC konjugalt anti-CD4 (Becton Dickinson, RPA-T4), APC konjugalt anti-CD25
33



(Becton Dickinson, M-A251), PE konjugalt anti-Foxp3 (Becton Dickinson, 259D/C7),
PacificBlue konjugalt anti-CD127 (BioLegend, AO19D5) és APC/Cy7 konjugélt anti-
CD62L (BioLegend, DREG-5C) antitesteket hasznaltunk. Az intracellularis jelolés
Foxp3/Transcription Factor Staining Buffer Set (eBioscience) segitségével tortént. A
jelolt sejtek fluoreszcenciajanak mérése FACS Canto II aramlasi citométeren (Becton
Dickinson, USA) zajlott, a mért adatok analizise FCS Express 4 szoftverrel tortént (De
Novo Software, USA).

4.2.4 Citokin mérés

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

4.2.5 Metilacié analizis és piroszekvenalas

Genomialis DNS izoléalasa a B-sejt depletalt limfocitakbol QIAamp DNA Micro
Kit (Qiagen) felhasznalasaval tortént. A FOXP3 prométer és upstream enhancer cél
régidiban 1évé CpG metilacid szintjének meghatarozasahoz hasznalt assay a PyroMark
Assay Design software (Qiagen, Hilden, Germany) segitségével lett tervezve. A DNS
mintak biszulfit konverzidja EpiTectFast 96 Bisulfite Kit (Qiagen) segitségével tortént.
A PCR amplifikacios 1épések Vapo-Protect™ —en (Eppendorf, Wesseling-Berzdorf,
Germany) torténtek. Denaturacids 1épés 5 perc 95°C, 37 ciklus 30 masodpercig 95°C,

primer-specifikus annealing 60°C 30 masodpercig, 72°C 45 masodpercig, ¢s a végsd
34



extensio 72°C 7 percig. A reakcios keverék MgClo tartalmt Sul 10x PCR puffert, 1 ul 10
mM dNTP mixet, 2.5 ul forward and reverse primert (végsé koncentracio 0.5 uM), 0.4
ul (végsd koncentracid 1 U) Taqg DNA polimerazt (Roche Diagnostics, Mannheim,
Germany), 36.6 ul nukleazmentes vizet, és 2 pl templat DNS-t (70-200 ng) tartalmazott.
A kovetkez6 primereket hasznaltuk fel: Foxp3 (forward) 5°- Biotin-AGT TTG GTT TGT
GGG AAATTG TT -3’; Foxp3 (reverse) 5°- ACC CTATTATCT CAT TAATAC CTC TCA -
3’; Foxp3 (Sequencel) 5°- ATA AAA ACA AAATTATTT TTA ATA -3’; Foxp3 (Sequence2)
5’-AAATTATTA 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 ellendrzése

1.0% agar6z gél elektoforézissel tortént.

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

Gene Sequence analyzed*

FOXP3Sequence 1 | CRTAACAATTTCCCACAAACCAAACTA

CpG number 1

FOXP3Sequence 2 | RACTTCCACACCRTACAACRTAATTTTTCTTCTCRATATA

CpG number 1 2 3 4

FOXP3Enhancer

Sequence 1 TGTTTYGAGTTTTTATYGTTGTGTTTYGTTTTYGT

CpG number 1 2 3 4

FOXP3Enhancer

Sequence 2 TTYGTTGTYGTTYGYGTYGGGTYGTTTGGAGYGT

CpG number 1 2 3 4 5 6 7
*analyzed CpG sites are underlined and consecutively numbered

2. tablazat A biszulfit piroszekvenalasnal hasznalt szekvenciak
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4.2.6 Quantitative real-time RT-PCR (QRT-PCR)

RNS izolalas a B-sejt depletalt limfocitakbol RNeasy PlusMikro kit (Qiagen)
felhasznélasaval tortént. A cDNS eldallitasa 25-400 pg RNS-bol tortént, a Maxima
reverse transcriptase-al (Thermo Scientific) végrehajtott reverz transzkripcidhoz
oligo(dT)1s primerek (Thermo Scientific, Waltham, MA, USA) felhasznalasaval A Real-
time PCR applied Biosystems® Real Time PCR 7500-al (Applied Biosystems,
Darmstadt, Germany) tortént, iTaquniver SYBR green (Bio-Rad, Ismaning, Germany)
felhasznéldsaval. Az amplifikdcio 40 cikluson keresztiil zajlott, a FOXP3 relativ
expresszidjanak meghatarozasa f2-microglobulin (B2M) expressziora vald normalizalast
kovetden tortént. Felhasznalt primerek: Foxp3 (forward) 5°- TCA TCT GTG GCA TCA
TCC GA -3’; Foxp3 (reverse) 5’- GGA ACT CTG GGA ATG 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".

4.2.7 Statisztika

A statisztikai kiértékelést SPSS v. 22.0 statistics package (IBM, USA)
programmal végeztiikk. Az adatokkal normalitas vizsgalatot végeztiink Shapiro-Wilkteszt
segitségével, melyet kovetden normal eloszlasu adatainkat Student-féle t-probaval, nem-
normal eloszlast adatainkat pedig Mann-Whitney-U teszttel elemeztiik. Szignifikansnak
a p <0,05 értéket tekintettiik. A normal eloszlasu adatok abrazolasakor az adatok atlagat
¢s az atlagok standard hibgjat (+SEM), mig a nem-normal eloszlast adatok abrazolasakor
a median értékeket és az interkvartilis terjedelmet (IQR) jelenitettilk meg. A valtozok

kozotti korrelacid azonositdsara Spearman féle rangkorrelacios egyiitthatot hasznaltunk.
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5. Eredmények

5.1 Treg-ek vizsgalata egérmodellen

5.1.1 Timusz és 1ép szerkezetének valtozasa GC-kezelés hatasara

crer

In vivo egyszeri, 24 6rés, nagy dozisu (20 mg/kg) GC-kezelés a timuszban a
kéreg-veld organizaciot is tonkreteszi, az addig homogén elhelyezkedésli Treg
sejtek szétszorddnak, elhelyezkedésiik diffuzza valik. A 1ép fehér pulpaban
ugyancsak megvaltozik kezelés hatdsara a limfoid normal szerkezet, amely foleg
a T-sejt zonat (PALS) érinti. A sejtek tomott elhelyezkedése fellazul, a PALS

szerkezete diffuzza valik. (7-8. abra).

7. abra. Dexametazon kezelés hatasa a lép szoveti szerkezetére
A lépben is megfigyelhetd a kezeletlen mintahoz képest a T-Sejt-zona diffiizzda valdsa

DX-kezelés hatdsdra
(piros: B220-Alexa647 — B-sejt—zona; zold: Thyl-FITC ~ T-sejt-zona) (PALS).

CTRL

8. abra. Dexametazon kezelés hatasa a timusz szoveti szerkezetere

A timuszban jellemzdéen a kéreg-velo hataron talalhato Treg-sejtek (Foxp3-PE — piros)
elhelyezkedése (K: kontroll) mar egyszeri DX-kezelés hatasara diffuzza valik (kék:
DAPI).
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5.1.2 DX-kezelés hatasa Treg sejtekre

Mivel a glukokortikoidokat immunszuppreszzansként hasznaljak a klinikumban,
el0szor a nagy dozisu DX-kezelés hatasat vizsgaltuk a timocitdk és kiilonbozo
nyirokszervek periférias T-sejt alcsoportjainak aranyara és abszolut sejtszamara. Ismételt
(48 oras) DX kezelés hatasara a timuszban a kettds pozitiv (DP) timocitak szinte eltlintek,
aranyuk 77,9%-rol 7%-ra csokkent (9. abra), mikdzben a legkevésbé érett, ketts negativ
(DN) és egyszeresen pozitiv (SP) timocitak aranya emelkedett (DN: 3,7-szeres, CD4 SP:
4-szeres, CD8 SP 4,9-szeres) (9. abra). A CD8 SP timocitadk mutatkoztak leginkabb
rezisztensnek a GC-indukalta apoptozisra.

Kontroll DX
" s 78% 7788W " Testew | 7.00%
10° :
4 Timusz
'y
o ]1.39% 14,95%
10 T T T
w  w w1 10
CcD8
10"
12,20% 0,13% 0,10%
Lép
27,52%
10° 10
>

CD4

9. abra. Dexametazon kezelés hatasa a timusz és a lép sejtes dsszetételére.

Ismételt (48 oras) DX-kezelés hatasara a lép és a timusz lymphoid sejtes
osszetevoi megvaltoznak. Anti-CDA-FITC és anti-CD8-APC antitesttel torténo jelolessel
a lépben emelkedik a TH- és TC-sejt-ardny, vagyis a nem T-sejtek nagyobb ardanyu
fogyasa

figyelheto meg a kezelés hatasara. A timuszban a kettos pozitiv sejtek csaknem
teljes eltiinése (deplécioja) miatt emelkedett a kettos negativ és egyszeresen pozitiv,
érett sejtek aranya.
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A 1épben a CD4/CD8 arany nem valtozott szignifikdnsan, mindemellett a nem-T-
sejt (B- és NK-sejt) populacid aranyanak csokkenését, illetve a Th sejtarany 22,7%-rol
27,5%-ra valo, és Tc sejtarany 12,2%-ro61 14,1%-ra valo relativ novekedését tapasztaltuk

(9. abra).

A kovetkezékben a CD4"CD25"Foxp3* Treg sejtek normal eloszlasat vizsgaltuk
kontrol egerek centralis (timusz) és periférias (I1€p, nyirokcsomodk és Peyer plakkok)
nyirokszerveiben. A timuszban a Treg ardny a CD4+T-sejteken beliil megkozelitéleg
3,5%, mig ez az arany a periférids nyirokszervekben joval magasabb, 7-15 % (1ép ~15%,
nyirokcsomok ~10%, Peyer plakkok ~7%) volt (10. abra). 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 ardny csokkenést
tapasztaltunk, mig a nyirokcsomok és Peyer plakkok Treg ardnyaiban nem tortént érdemi

valtozas a kezelés hatasara.

OKontroll @mDX 48h

Treg% CD4+ sejteken beldil
'S @ ® > ] B > »
Ed

LX)

Timusz Lép Nyirokcsomé Peyer-plakk

10. dbra Treg-sejt-aranyok valtozdasa 48 ords nagy dozisu DX-kezelés hatdsara a
centrdlis (timusz) és a periférias nyirokszervekben.

A timuszban a Treg-sejt-arany szignifikans (p <0,001) emelkedését figyeltiik meg, mig a
lépben enyhe sejtaranycsokkenés tortent (p <0,05). A nyirokcsomokban és Peyer-
plakkokban nem tortént szignifikans Treg—arany-valtozas. A diagramokon a meért

adatok atlagat és az atlagok standard hibajat (:SEM) dabrazoltuk.
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Szintén vizsgaltuk a Treg sejtek abszolut szaménak valtozasat a timuszban és
periférias nyirokszervekben ismételt (4x) DX kezelés hatasara. A timuszban a Treg sejtek
szama valtozatlan maradt, mig a periférids nyirokszervekben szignifikans
sejtszamcsokkenés volt megfigyelhetd (3. tablazat). A kezelés hatasara 1étrejovo
kiilonbség a timusz eredetli és periférias Treg sejtszamok valtozasa kozott, a timusz
eredetii Treg-ek relativ DX-rezisztenciajabol adodott, ami massziv (16-Szoros) Treg
arany novekedéshez vezetett a timuszban, mig a teljes timocita sejtszam a kezelés elotti
érték hatodara esett (8x107-r61 1,3x107 sejt-re) (11. dbra). A periférias nyirokszervekben
a DX kezelés az 6sszlimfocitaszam szignifikans csokkennését okozta a Treg sejtszam
csokkenésével egyiitt (3. tablazat), melyet a szervek méretének drasztikus csokkenése
kisért, melyet korabbi vizsgalataink is igazolnak®®®®, Ez arra utal, hogy az érett T-sejtek

¢s a periférias nyirokszervek Treg sejtjei GC érzékenyek.

5
Treg sejtszim x10 Timusz Lép Nyirokcsomé | Peyer plakkok
(atlag + SEM)
Kontroll 424+0,92 | 83,92+16,72 442 +0.11 0,48 + 0,07
DX 96h 505+1,35 | 26034513 | 2244039 0,2340,06

3. tablazat A regulatorikus T-sejtek abszolut szamanak valtozasa 4 napos
glukokortikoidhormon-kezelés hatasdra
4 napos nagy dozisu (20 mg/kg) dexametazon kezelés hatdsara a periférids
nyirokszervekben szignifikansan csokkent a Treg—sejt-szam (p <0,05), mig a timuszban
inkabb enyhe, de nem szignifikans Treg—sejt-szam-emelkedés volt megfigyelhetd.

Szintén vizsgaltuk az egyszeri, nagy dozisit GC kezelés hatasanak idokinetikdjat
a periférias vér Treg sejtjeire. Szignifikans Treg sejtarany novekedést tapasztaltunk az
oltast kdvetd 4. és 8. 6raban, mig a 24. drara az arany visszatért a kiinduldsi szintre és 48

oraval az oltast kovetden is a kontrol szinten maradt (12. 4bra.)
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11. dabra Ismételt DX-kezelés hatdsa a timusz abszolut timocita sejtszamara és a Treg-

aranyra

Az oszlopdiagramon a Treg-ardnyok szignifikans novekedése lathato (p <0,05), mig a
vonaldiagram a teljes timocita sejtszam drasztikus csokkenését mutatja (p <0,001) az
1dJ fiiggvényében. A diagramokon a mért adatok dtlagat és az atlagok standard hibadjat
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Treg %

(£SEM) abrazoltuk.

Periférias ver
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DX kezelés 6ta eltelt id6 (h)
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12. abra Periféerias vér Treg idokinetikdaja egyszeri, nagy dozisu DX (20 mg/kg) adasat

kovetden

Négy oraval a DX kezelést kovetoen a Treg arany szignifikans novekedését figyeltiik

meg az dllatok periférias vérében, amely a kezelést kévetd 24. orara ujra a kezdeti

szintekre csokkent. A diagramokon a mért adatok atlagat és az atlagok standard hibadjat

(£SEM) abrazoltuk.
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5.1.3 Helios+ Treg-ek eléfordulasa

Korabbi adatok szerint a tTreg-ek és a pTreg-ek elkiilonitésére a Helios

transzkripcids faktor hasznalhato

40,50

, ezért vizsgaltuk a kiilonbozé eredetli Treg sejtek

Helios pozitivitdsat. A kezeletlen allatok timuszaban a CD4"CD25'FoxP3" T-sejtek

87%-a mutatott Helios pozitivitast. A periférids nyirokszervek koziil a 1épben a

legmagasabb ez az arany: 65%, a nyirokcsomoban 53%, a Peyer-plakkban 48%,

(4.tablazat).

Treg % (atlagt SEM) Timusz Lép Nyirokcsomé | Peyer-plakk
1 (0)
Helios+ tTreg % CD4+ | 511 019 | 8724032 | 538+029 | 3.30+024
sejteken beliil
- _ -
Helios- pTreg% CD4 048+0,08 | 458+017 | 4724020 | 348+027
sejteken beliil
tTreg : pTreg arany (%) 87:13 65:35 53:47 48 : 52

4. tablazat Helios™ sejtek ardnya a CD4*CD25"FoxP3™ T-sejtek sejteken beliil

Helios jelolés alapjan nem tudunk kiilonbséget tenni a tTreg-ek és a pTreg-ek kozott,
hiszen a timuszban a Treg-ek 13%-a Helios negativ, mig a lépben meglepé modon a
Treg-ek 65%-a Helios pozitiv

A 24 6rds nagy dozisi DX kezelést kovetden a Helios™ sejtek aranya

szignifikansan emelkedett, a nyirokcsomodban pedig szignifikansan csokkent. A tobbi

periférias szervben a SEM értékeket is figyelembe véve azt mondhatjuk, hogy nem

valtozott (13. &bra).
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13. dbra Helios™ sejtek ardanydnak viltozdsa 24 ords nagy dozisu DX kezelés hatdsdra

A Helios pozitiv Treg-ek aranya DX kezelés hatdasara centrdlisan emelkedik, mig a
periférian nem valtozik, vagy csokken. A diagramokon a mért adatok atlagat
dabrazoltuk.

5.1.4 DX-kezelés hatasa Treg sejtek citokin termelésére és Foxp3 expressziojara

A kovetkezéekben 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 €s Foxp3 expressziojanak valtozasat kovettiik. A timuszban az IL-
10 pozitiv és TGFp pozitiv Treg-ek ardnya hasonlo volt (11.0+£2.3% ¢és 13.5+3.1%), és a
DX kezelés mindkét citokin esetében szignifikans aranyndvekedést okozott (17.6+1.4%
¢és 21.0+4.9%) (14. abra). A kontroll allatok Iépében a TGFp pozitiv Treg-ek aranya
(13.7£2.0%) szignifikansan magasabb volt az IL-10 pozitiv Treg-ekhez (3.6+0.5%)
viszonyitva, €s bar a 48 oras DX kezelés hatasara az IL-10 emelkedés joval markéansabb,

de mindkét citokin aranya szignifikansan emelkedett (14. abra)
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14. dabra DX kezelés hatdsa a Tregek citokin (IL-10 és TGFp) termelésére

Kezeletlen dllatok timuszaban a Treg-ek IL-10 és TGFEp pozitivitasa hasonlo szinteket
mutatott, a DX kezelés hatdsara mindkét citokin aranya szignifikansan emelkedett
(p<0,05). Kezeletlen dllatok lépében magasabb a TGEp pozitiv Treg arany, mint az IL-
10 pozitiv és DX kezelés hatasara midketéd szignifikansan emelkedik (p<0,05). A
diagramokon a mért adatok datlagat és az datlagok standard hibajat (£SEM) abrazoltuk.

Szintén vizsgaltuk a CD4*CD25M"9" -re FACS modszerrel tisztitott, DX kezelt és
kezeletlen Treg-ek IL-10 és TGFp relativ mRNS expresszidjat. A timusz eredetii Treg-ek
citokin expresszidja nem mutatott egyértelmil valtozast az ismételt (2x), nagy dézisa DX
kezelésre. Hasonloképpen nem valtozott az IL-10 mRNS expresszio a 1épbdl izolalt Treg-

ekben sem, viszont a DX kezelés a TGFB mRNA relativ expressziojat 3,4-szeresére

emelte (15. abra).
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15. dbra Citokin (IL-10, TGEp) és Foxp3 relativ mRNS expresszio timusz és lép eredetii
Treg sejtekben
Kontrol és DX kezelt dllatok CD4+CD25" M tisztitott timusz és 1ép Treg sejtjeiben
mértiik az IL-10 és TGFp relativ mRNS expressziot. A timusz eredetii Treg sejtekben az
IL-10 és a TGFp relativ mRNS expresszioja is vatozatlan maradt DX kezelés hatdsdra,
mig a lép erdetii Treg sejtek TGFf expresszioja szignifikans emelkedést mutatott
(RQ=3,4).
DX kezelés hatasara a Foxp3 relativ mRNS expresszio enyhe emelkedést mutatott a
timusz eredetii Treg sejtekben (RQ=1,36), mig szignifikans emelkedést a lép eredetii
Treg sejtekben (RQ= 2,47).

A kovetkezOekben a Foxp3 transzkripcios faktor relativ expresszios valtozasait
vizsgaltuk, amely szoros Osszefiiggésben all a Treg sejtek szuppresszor funkcidjava.
Hasonld mértékii Foxp3 mRNS szinteket talaltunk a timusz erdedetli és 1épbdl izolalt,
tisztitott CD4*CD25"9" Treg sejtekben, de a DX kezelés hatasara csak a lépben
tapasztaltuk egyértelmii emelkedést (15. abra). Ez 0sszecseng a fentebb leirt, 1€p eredii

Treg sejtek DX kezelésre adott funkciovaltozasaval, és magyarazhatja ezen sejtek TGFf3

MRNS-ének upregulaciojat is.

5.1.5 DX-kezelés hatasa a GR expressziora

Egy adott sejttipus GC érzékenységét nagyban meghatarozza annak GR
expresszios szintje®, ezért vizsgaltuk a lehetséges Osszefiiggést a tTreg-eknél tapasztalt

GC rezisztencia és a Treg-ek GR expresszidja kozott. Ennek érdekében aramlasi
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citometriaval mértiik az intracellularis GR szinteket és QRT-PCR-t végeztink a GR
mRNS szintek meghatarozasahoz CD4*CD25M"9" tisztitott timusz és 1ép eredetii Treg
sejtekben.

Ismételt, nagy dozisu DX kezelést kdvetden a timuszban taléld (GC rezisztens)
tTreg-ekben emelkedett GR fehérjeszinteket talaltunk, mig a 1ép eredetii pTreg-ekben —
melyek szignifikdnsan magasabb GR expressziét mutattak a tTreg-ekhez képest — a
kezelés hatasara szignifikansan csokkent a GR expresszio (16. dbra). Ez a GC indukalt
GR upregulacio jellemzd a kettds pozitiv timocitdkra, mig a GR downregulacio az
egyszeresen pozitiv és érett T-sejtek olyan tulajdonsaga, melyet az intézetiink altal

korabban végzett vizsgalatok egér és human sejteken is leirtak®®92,
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16. abra Timusz és lép eredetii Treg sejtek glukokortikoid receptor expresszidja
Kontrol allatok glukokortikoid receptor (GR) atlag flureszcencia intenzitasa (MFI)
timusz eredetii Treg-ekben szignifikansan alacsonyabb a lép eredetii Treg-ekéhez képest
(p<0,05). DX kezelés hatasara a tTreg-ekben GR upreguldcio, mig a lép Treg sejtjeiben
GR downregulacio volt megfigyelheto (p<0,05). A diagramokon a mért adatok atlagat
és az atlagok standard hibajat (£SEM) abrazoltuk.
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24 6réaval az utols6é DX kezelést (2.) kovetden nem tapasztaltunk valtozast a GR

mRNS expresszioban sem a timusz eredetii, se a 1ép eredetii Treg-ekben (17. abra)

15 -

GR relativ expresszio
Treg sejtekben

0,5 -
Timusz Lép

17. dabra Timusz és lép eredetii Treg sejtek glukokortikoid receptor relativ mRNS
expresszioja
A GR relative mRNS expresszidja nem valtozott DX kezelés hatasdara sem a timusz, sem
a lép Treg sejtjeiben.

Egy az intézetiink altal végzett korabbi kisérletbdl kidertilt, hogy a GC érzékeny
kettds pozitiv timocitdkban a DX kezelés sejtmag helyett mitokondridlis GR
transzlokaciot okoz, ami arra utal, hogy az aktualis GR expresszids szint mellett, a GR
sejten beliili elhelyezkedése is jelentdés meghatarozoja a GC indukélta apoptdzisra valo
érzékenységnek®. Ezért vizsgiltuk a GR és Foxp3 kolokalizaciojat kezeletlen és
glitkokortikoiddal in vivo el6kezelt allatok negativan szelektalt CD4+ T-sejtjein
konfokalis mikroszkop segitségével. A kezeletlen mintdkon mind a timusz, mind a 1ép
Treg sejtjeiben magas kolokalizaciods aranyt talaltunk a Foxp3 €s a GR kozott. DX kezelés

.....

a timusz eredetli Tregekben nem véltozott (18. abra).
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18. abra Konfokalis mikroszkdp felvételek GR és Foxp3 festést kévetéen CD4+ T-
sejteken, valamint a GR és FOXp3 kolokalizaciojara kifejtett DX hatds
Kontrol és DX kezelt BALB/c egerek timuszabdl és lépébdl negativan szelektalt CD4+
T-sejteket jeloltiink anti-GR-FITC és anti-Foxp3-Alexa647 antitestekkel. A reprezentativ
képeken a Treg sejtek GR (z6ld) és Foxp3 (piros) jelolodése, illetve kolokalizdciojuk,
melyet a fiizionalt képek sarga teriiletei jelolnek. A timusz Treg sejtjeiben a GR és
Foxp3 kolokalizacio mértéke nem valtozott DX kezelés hatasara, mig a lép Treg
sejtjeiben a kolokalizacio szignifikans novekedését tapasztaltuk (p<0,05). A
diagramokon a mért adatok atlagat és az atlagok standard hibajat (:SEM) abrazoltuk.
(DIC, differential interference contrast)
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5.2 Treg-ek vizsgalata szisztémas szkerozisban

5.2.1 Treg-ek azonositasa human mintakban

A Treg sejtek azonositdsara harom kiilonbozo, korabbi Treg sejt vizsgalatokon
alapuldé markerkombinaciot alkalmaztunk. Osszehasonlitottuk a ,konvencionalis”
CD4+CD25+Foxp3+Treg jelolést, egy . kiterjesztett” (CD4+CD25+CD127-) sejtfelszini
¢s a ketté kombinacigjabol adodo “kombindlt” CD4+CD25+Foxp3+CD127- jelléssel az
egészséges kontroll csoportban ¢€s az SSc korai forméjaban szenvedd betegcsoportban
(19. éabra). Elsoként a Foxp3 pozitivitds és CDI127 negativitds kozotti Osszefiiggést
vizsgaltuk a CD4+CD25+ T-sejteken beliil minden vérmintaban. Szoros dsszefiiggést (p
< 0.001, r = 0.896) talaltunk a mintakban el6fordulé Foxp3+ és CD127- sejtek aranyai
kozott (20. abra), ami korabbi vizsgalatok eredményeivel dsszecseng®%. Ezt kovetden
Osszehasonlitottuk a kiilonb6zé markerkombinacidkkal azonositott Treg ardnyokat az
egészséges kontroll és SSc csoportban. A konvencionalis Treg markereket, illetve a csak
sejtfelszini markereket tartalmazoé kombinaciokkal hasonld, de nem szignifikdnsan

emelkedett Treg sejtaranyokat talaltunk az SSc csoportban.

A CD4+CD25+Foxp3+CD127- markerkombinacidt alkalmazva szignifikansan
emlkedett Treg sejtaranyt talaltunk az SSc csoportban az egészséges kontroll csoporthoz
képest (p < 0.05) (21. abra). Ezen adatok alapjan kés6bbi kisérleteink folyaman a
CD4+CD25+Foxp3+CD127- markerkombinaciét hasznaltuk, amely a jelenlegi

legpontosabb és legszigorubb kombinacidnak tekintheté a Treg-ek azonositasara?®.
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19. dbra A Treg és alcsoportok azonositasanak kapuzasi stratégiaja

CD25, CD127, CD62L és Foxp3 markerek kombindciojat hasznadltuk a CD4 kapun
beliil a Treg-ek meghatdrozasara egészséges kontrol és SSc csoportokban. Egészséges
kontroll (Gate2) és SSc esetek (Gate3) CD25+/CD127- sejtaranyainak dsszehasonlitdsa
tortént CD4+ sejteken beliil (Gatel) (dot plotok), majd ezen populdcio Foxp3
pozitivitasat vizsgaltuk (felso histogram). A CD62L pozitivitast a
CD4+CD25+Foxp3+CD127- populdcion beliil vizsgaltuk (also hisztogram).

-
o
]

p <0.001
F'spearman Rank = 0.896

% of CD257CD127" in CD4™ T cells

0 , . . , , . . , : .
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20. abra A Foxp3 pozitivitas és CD127 negativitas kozotti korreldcio

A CD4+CD25+Foxp3+ sejtaranyokat korrelaltattuk a CD4+CD25+CD127-
sejtaranyokkal az dssze vizsgalt mintaban (egészséges control és SSc betegek egyiitt).
Szoros osszefiiggest talaltunk a CD4+CD25+Foxp3+ és a cask sejtfelszini jeloléssel

(CD4+CD25+CD127-) azonositott Treg ardnyok kézott (p < 0,001, r = 0,896, n = 36).
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21. abra Treg ardanyok egészséges kontrollokban (HC) és Szisztémas
szklerozisban (SSc)

A ,,kombinalt” jelolést alkalmazva (CD4+CD25+Foxp3+CD127-) a Treg-ek
szignifikansan magasabb aranyait talaltuk SSc betegek mintaiban az egészséges kontrol
csoporthoz hasonlitva (* p < 0.05, nssc = 26, nic = 10). A boxok az IQR-¢ jelenitik
meg, a ,,whisker”-ek a legkisebb és legnagyobb értéket, mig a vizszintes vonal a median
értéket.

5.2.2 Emelkedett CD127-Treg arany csokkent IL-10 termeléssel deSSc-ben

Miutéan az SSc-ben szenvedd betegek emelkedett Treg aranyat talaltuk a CD4+ T-
sejeken beliill a “kombinalt” jelolés segitségével, az SSc betegcsoportot tovabbi
alcsoportokra bontva, - mint limitalt és diffaz SSc forma (IcSSc és dcSSc); kiilonb6z6
autoantitestek jelenléte és a tiido fibrozisanak jelenléte alapjan — vizsgaltuk tovabb. A
diffuiz formédban szenvedd, az anti-Scl-70 és anti-RNA-Pol-11l autoantitest
szeropozitivitdst mutatd, valamit a tiido fibrozisdval érintett betegalcsoportokban
szignifikdnsan magasabb Treg aranyokat talaltunk az egészséges kontrolok mintaihoz

viszonyitva (p < 0.05) (22. 4bra).
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22. abra Treg sejtaranyok egészséges kontroll csoportban és az SSc kolonbozo
alcsoportjaiban

Szignifikansan magasabb CD127-Treg aranyokat (a CD4+ T-sejteken beliil) talaltunk
dcSSc esetekben (* p < 0.05, ngessc = 19, nwe = 10), az Scl-70+/RNA-Pol-111+ esetekben
(p < 0.05, Nnscl-70+/RNA pol 1+ = 12, Nuc = 10) és a tiidd fibrozisaval érintett (fibr)
esetekben (* p < 0.05, nfior = 17, Nnc = 10) egészséges kontrollokhoz képest. A boxok az
|QR-¢ jelenitik meg, a ,, whisker ’-ek a legkisebb és legnagyobb értéket, mig a vizszintes
vonal a medidn értéket.

Szintén vizsgaltuk a Treg sejtek jellemzd citokinjeinek (IL-10 és TGFp) eltéréseit
a kiilonb6zo betegségalcsoportokban. Az egészséges kontrol csoporthoz viszonyitva
szignifikansabb alacsonyabb IL-10 pozitiv Treg aranyokat talaltunk az SSc csoportban (p
< 0.05), ami a tovabbi felosztds soran a limitalt formaban, illetve ACA (anti-centromere
antibody) pozitivitas esetén bizonyult szignifikansnak (p < 0.05), de gyakorlatilag az
Osszes felosztasi szempont altal képzett alcsoportban jelen volt (23. abra). A TGFf pozitiv

Treg arany egyik felosztas szerinti alcsoportban sem mutatott szignifikans eltérést.
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23. dabra Treg citokinek (IL-10, TGFJ) egészséges kontroll csoportban és az SSc
k6lonbozo alcsoportjaiban

[cSSc és ACA+ esetekben az IL-10 pozitiv Treg-ek alacsonyabb ardnyait taldltuk (* p <
0.05, nicssc = 7, e = 10) (* p < 0.05, naca+ = 6, NHe = 10). Hasonlo tendencia, de nem
szignifikans kiilonbség volt megfigyelhetd a tobbi betegségalcsoportban is. A TGFf
pozitiv Treg aranyok nem kiilonbéoztek az egyes betegségalcsopoortokban. A boxok az
IQR-t jelenitik meg, a ,, whisker ’-ek a legkisebb és legnagyobb értéket, mig a vizszintes
vonal a medidn értéket.
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5.2.3 Emelkedett CD62L+Treg arany és csokkent TGFf termelés SSc-ben

A kiilonb6z6 recirkulaciés (“homing”) sajatossagokkal rendelkezé Treg-ek
vizsgalata érdekében elemeztiik a CD62L pozitiv (L-selectin) Treg-ek eléfordulasi
gyakorisasgat a CD4+CD25+Foxp3+CD127- Treg csoporton beliil, valamint ezen sejtek
citokin pozitivitasat is. A Treg-ek szignifikdnsan magasabb aranya CD62L+ az SSc
betegcsoportban az egészséges csoporthoz viszonyitva (p < 0.05) (24. abra). A
betegcsoportot a kordbban leirtak szerint tovabb felosztva — az autoantitest negativitast és
az ACA pozitivitadst mutatod csoportot leszdmitva — minden alcsoportban szignifikdnsan
magasabb CD62L+Treg aranyokat talaltunk (p < 0.05) (24. abra). Tchat a betegség
gyakorlatilag minden forméjdban magasabb az erdsebb szuppresszor funkcidval bird

CD62L+ Treg-ek® eléfodulasi aranya.
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24. abra CD62L+Treg sejtaranyok egészséges kontroll csoportban és az SSc kélonbozo
alcsoportjaiban

A CD62L+ Treg ardny az lcSSc és a dcSSc esetekben is magasabbnak bizonyult az
egészséges control csoporthoz hasonlitva (* p < 0.05, nssc = 26, NHc = 10), és az dsszes
betegségalcsoportban is, az autoantitest negativ (aAb-) és ACA+ eseteket kivéve. A
boxok az IQR-t jelenitik meg, a ,, whisker’-ek a legkisebb és legnagyobb értéket, mig a
vizszintes vonal a median értéket.
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A kovetkez6kben 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 populacidban mért
citokin pozitivitas (IL-10: 1.3 + 0.2%; TGFB: 1.4 + 0.2%). Az 1cSSc és a dcSSc
alcsoportban is szignifikansan alcsonyabb TGFp pozitiv CD62L+ Treg aranyt talaltunk
az egészséges csoporthoz viszonyitva. Az autoantitest pozitivitas alapjan torténd felosztas
esetében mindharom csoportban (autoantitest negativ, ACA pozitiv, Scl-70 és RNA-Pol-
Il pozitiv) szintén szignifikdnsan alcsonyabb TGFB pozitiv CD62L+ Treg aranyt
talaltunk (p < 0,05) (25.A abra). Az IL-10 pozitiv CD62L+Treg aranyokban nem
tapasztaltunk kiilonbségeket egyik alcsoport esetében sem (25.B abra). A citokin pozitiv
CD62L+ Treg-ek ilyen csokkenése és emellett aranyuk novekedése, a Treg-ek

funkcionalis kimertilésére utalhat.
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25.A dbra CD62L+Treg citokinek (IL-10, TGFp) egészséges kontroll csoportban
és az SSc k6lonbozo alcsoportjaiban

A TGFp pozitiv CD62L+Treg aranyok alacsonyabbak mind lcSSc, mind a deSSc (* p <
0.05, Nicssc = 7, Ndcsse = 19, Nuc = 10) az autoantitest pozitivitdstol fiiggetleniil (* p <
0.05, Naab- = 8, Naca+ = 6, Nscl-70+/RNA pol 11+ = 12, NHc = 10). A boxok az IQR-t jelenitik

meg, a ,,whisker”’-ek a legkisebb és legnagyobb értéket, mig a vizszintes vonal a median

ertéket.
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25.B dbra CD62L+Treg citokinek (IL-10, TGFp) egészséges kontroll csoportban
és az SSc kolonbozo alcsoportjaiban

Az IL-10 pozitiv CD62L+Treg aranyok egyik betegségalcsoportban sem
mutatnak kiilonbséget az egészséges control csoporthoz hasonlitva. A boxok az IQR-t
jelenitik meg, a ,,whisker’-ek a legkisebb és legnagyobb értéket, mig a vizszintes vonal
a medidan értéket.

5.2.4 CD4+CD25-Foxp3+ T-sejt gyakorisag

Korabban leirtak egy CD4+CD25-, de Foxp3+ sejtcsoportot, mely megfeleld
hatasokra CD25+, Treg fenotipussa konvertalhat6®®. Ezen CD4+CD25-Foxp3+, Treg
rezerv sejtpopulacio érintettségét is vizsgaltuk SSc-ben. Egészséges kontrolokhoz
hasonlitva egy nem szignifikans, de tendenci6zusan alacsonyabb CD4+CD25-Foxp3+ T-
sejt aranyt talaltunk SSc-ben. A tiid6 fibrozisaval nem érintett SSc betegcsoportban ezen
sejtcsoport ardnya viszont szignifikdnsan alacsonyabbnak bizonyult a tiid6 fibrozisaval
érintett csoporthoz képest (p < 0.05) (26. abra). 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.
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26. abra Megvaltozott CD4+CD25-Foxp3+ T-sejt ardnyok SSc-ben

A CD4+CD25-Foxp3+ T-sejtek aranya SSc-ben nem mutat szignifikansan alacsonyabb
aranyokat egészséges control mintakhoz hasonlitva, de a tiido fibrozisaval érintett
csoportban szignifikansan magasabb az aranyuk a tiido fibrozisaval nem érintett
csoporthoz képest (* p < 0.05, Nnofior = 9, Nrior = 17). A boxok az IQR-¢ jelenitik meg, a
., Whisker "-ek a legkisebb és legnagyobb értéket, mig a vizszintes vonal a median
értéket.

5.2.5 Emelkedett FOXP3 génexpresszio aktiv SSc-ben

Vizsgaltuk a FOXP3 gén expressziojat qRT-PCR-al SSc-ben szenvedd betegek
B-sejt depletalt limfocita mintdiban. A relativ génexpresszio értékei (RQ) az egyes SSc
betegmintak génexpresszios szintjének az egészséges kontrolok atlagértékét véve RQ=1-
nek lettek kiszamitva. Szignifikansan magasabb szamban talaltunk upregulalt FOXP3
expressziot (RQ>2) mutatdé mintakat (7 a 14-bdl) az aktiv betegcsoportban az inaktiv
betegcsoporthoz hasonlitva (1 a 11-bél) (5. tablazat). A FOXP3 génexpresszio és a
korabban definidlt Treg alcsoportok kozotti korrelacid analizis egy inverz Oszzefliggést
mutatott a FOXP3 RQ értékek és az IL-10 pozitiv CD62L+Treg ardnyok kozott (p=0,009;
I'spearman Rank = -0,580) (27. abra). Ez az Osszefiiggés alatamasztja a CD62L- effektor

memoria Treg sejtek funkcionalis karosodasat SSc-ben.
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Esetszam FOXP3 P-érték
emelkedett normal

Aktivitas
igen 14 7 7 =0.042
nem 11 1 10
Tiid6fibrozis
igen 16 4 12 =0.394
nem 9 4 5
Autoantitest
ACA + 9 4 5 =0.581
Slc70 + 5 1 4
Mas + 11 3 8
Alcsoport
IcSSc 7 3 4 =0.64
dcSSc 18 5 13

S. tablazat A FOXP3 génexpresszio és az SSc klinikai vondsai kozotti
osszefiigges

p=0.009
r. Spearman Ranx='o-580
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27. abra CD62L+Treg IL-10 pozitivitasa és a Foxp3 génexpresszio kozotti
osszefiigges

Szignifikans, negativ korreldcio volt felfedezhezo a relativ FOXP3 génexpresszio
(RQ értékek) és az IL-10 pozitiv CD62L+Treg populacio kézott (p < 0.009, r = -0.580,
n = 26) SSc esetekben.
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5.2.6 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 régidinak metilacios statuszat. Egyik felosztas szerinti betegcsoportban
sem talaltunk szignifikans kiilonbséget a promoter régiok metilacios statuszaban a kontrol
mintdkhoz hasonlitva. Ezzel szemben a FOXP3 upstream enhancer 1 és 2 régioban
tendencidzusan alacsonyab metildciés ardny mutatkozott az SSc mintdkban a

kontrolokhoz hasonlitva, mig szignifikdns volt a hypometilacio6 a FOXP3 upstream

stabil Foxp3 expresszald sejtpopulacio jelenlétére utal SSc-s betegekben.
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28. abra A FOXP3 enhancer 1 és 2 régiok metilacios statusza egészséges kontroll
csoportban és SSc-ben.

crer

diagramokon a mért adatok atlagat és az atlagok standard hibdjat (:SEM) abrazoltuk.
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6. Osszefoglalas és kovetkeztetések

6.1 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 tényezdi az immunvalasz
szabalyozasanak ¢és a periférias tolerancia fenntartasdnak. Gyulladasos betegségek,
autoimmun ¢€s transzplantalt betegek kezelésének egyik legfontosabb eszkozei a GC

analogok, mégis keveset tudunk a Treg sejtekre kifejtett hatasairol.

Munkank sordn a GC kezelés centralis és periférias nyirokszervekben eléforduld

természetes és periférids Treg sejtekre kifejtett hatasat vizsgaltuk.

Nagy dozisu, ismételt DX kezelés hatdsdra a timusz és a 1ép szerkezete is
megvaltozott, a T-sejt zona difftizza valt. A timuszban a természetes Treg sejtek aranya
szignifikansan emelkedett, a kezelés hosszaval parhuzamosan pedig tovabb nétt,
mikdzben az Osszsejtszam dramaian csokkent — ami a kett6s pozitiv GC érzékeny
timocitak pusztulasaval magyarazhat6. Ekozben a Treg sejtszam nem valtozott, igy a

tapasztalt arany novekedése kizarolag azok tulélésébol adodik.

A periférids nyirokszervekben sokkal magasabb a Treg-ek aranya, de kezelés
hatasara ez nem valtozott, mikozben az Osszsejtszamok csdkkentek. Ezek alapjan
feltételezhetd, hogy a periférian féleg pTreg-ek fordulnak el nagy szamban, és ezek
masképp reagalnak GC expoziciora. Kisérleteink alapjan elmondhatd, hogy a tTreg sejtek

rezisztensek a GC indukalta apoptozisra, ezaltal ndvekszik aranyuk.

Mivel az tTreg-ek a timuszban jonnek Iétre, joggal feltételezhetd, hogy
eléfordulasuk ott a leggyakoribb. A timuszban a vartnak megfelelden igen magas a
Helios-pozitivitas a Treg-sejteken belill. Meglep6 azonban, hogy a periférias
nyirokszervekben is a Treg-ek fele Helios-pozitiv. Ez az eredmény kétséget ébreszt a
Helios markerként vald felhasznalasat illetden a tTreg és pTreg alcsoportok
elkiilonitésében>®. Ha a periférian valoban ilyen magas a tTreg-sejtek eléfordulasa, akkor
az Osszsejtszam csOkkenése mellett a Treg-ek aranyanak — a tTreg-ek
szteroidrezisztencidja miatt — nodvekednie kellett volna, de ez egyik periférids
nyirokszervben sem tortént meg, soOt, a nyirokcsomokban még szignifikans
csokkenésiiket is tapasztaltuk. Eredményeink inkabb azt a megallapitast tdmasztjak ala,

hogy a periférian a Helios T-sejt-aktivacios marker, és bar kétségtelen, hogy centralisan
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magasabb a Helios pozitivitas a Treg-eken beliil, expresszidja mégsem kizarolag tTreg-

re jellemzo.

Megallapitottuk, hogy a tTreg-ek rezisztensek a GC indukélta apoptozisra a
timuszban tapasztalt valtozasok alapjan, tehat a tTreg-ek ardnya nem valtozhatna a
kezelés hatasara, de legalabbis nem csokkenhetne. Ennek ellenére a periférids
nyirokcsomoéban jelentésen csokkent az aranyuk. A tobbi periférias nyirokszervben azt
mondhatjuk, hogy nincs valtozas. A timuszban viszont majdnem 90%-ra emelkedik a

Helios™ sejtek aranya, ami tovabbi bizonyiték a tTreg-ek szteroid rezisztenciajara.

kisérleteinkben ismételt, nagy dozisi DX kezelést kovetden a timusz tTreg sejtjeiben
emelkedett GR fehérjeszinteket talaltunk, mig a 1ép eredetii pTreg-ekben — melyek
szignifikdnsan magasabb GR expressziot mutattak a tTreg-ekhez képest — a kezelés
hatasara szignifikdnsan csokkent a GR expresszidé. Ez a GC indukalt GR upregulacio
jellemz6 a kettds pozitiv timocitakra, mig a GR downregulacid az egyszeresen pozitiv és
érett T-sejtek olyan tulajdonsaga, melyet az intézetilink altal kordbban végzett vizsgalatok
egér és human sejteken is leirtak®%. 24 éraval az utolsé DX kezelést (2.) kdvetden nem
tapasztaltunk valtozast a GR mRNS expresszidoban sem a timusz eredetd, se a 1ép eredetii
Treg-ekben. Ez 6szszefligghet a timuszban és periférias szervekben talalhaté Treg-sejtek
eltér6 GC-érzékenységével. Treg-sejtekben a GC altal elinditott jelatviteli utvonalak

tisztazasa tovabbi vizsgalatokat igényel.

Megemlitendd, hogy DX kezelést kovetden az allatok periférias vérében a Treg
sejtarany sajatos 1d6-fliggd kinetikat mutatott: atmeneti sejtardny emelkedés az oltast
kovetd 4-8 oranal jelentkezd csuccsal, majd visszatérés a kezeletlen kontroll szintekre.
Ez a Treg sejtek kiilonbozd limfoid szervekbdl torténd ,.kiszabaduldsanak”
kovetkezménye lehet, illetve arra utalhat, hogy a DX kezelés a vérben egy atmeneti
immunszuppressziot, és Treg atrendezodést okoz. Mivel a Treg-ek kiilonféle mikrobialis
infekciokban jatszhatnak szerepet® aranyuk relativ ndvekedése érintheti a gazdaszervezet

fogékonysagat fert6zo betegségekkel szemben is.

Egy adott sejt GC érzékenysége a GC exressziojanak szintjétdl és kiillonbozo
jelatviteli utakkal valo Osszekapcsolodasatol fiigg®®®®. Intézetiinkben végzett korabbi
kisérletek alapjan ismert, hogy az éretlen DP timocitdk expresszaljak a legalacsonyabb
szinten a GR-t, ennek ellenére a legérzékenyebb sejtpopulaci6 a GC-indukalta

apopt6zisra®® 2, A GC kezelést t1él6, SP sejtté differcnialodo timocitdkban ugyanakkor
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a GR upregulacidja figyelhetdé meg. Az érett, periférias limfocitakban ugyancsak
magasabb a GR szint, sokkal rezisztensebbek a GC-analog kezelésekkel szemben, és
benniik a GR szignifikans downregulaciéja figyelhetd meg GC kezelést kovetéen®’.
Jelenlegi adataink azt mutatjak, hogy a kezeletlen kontroll allatok timuszaban talalhato
Treg-ek GR expresszidja alacsonyabb, mint a Iép Treg sejtjeiben, ami a lokalis
mikrokornyezeti hatasok kovetkezménye lehet (mint példaul a lokélis 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 hatasara megemelkedett IL-10 és TGFp pozitiv Treg
aranyokat taldltunk. Mindkét emlitett citokin immunoszuppressziv —aktivitassal
rendelkezik'®1 a TGFB-t a ,,purveyor of immune privilege” (immunvalaszt kivalt)-
nek is nevezik!%2, Az IL-10 és a TGFp a Treg sejtek gatlé hatasanak f& mediatorai az
effektor T-sejteken és az immunrendszer mas sejttipusain. Adataink azt mutatjak, hogy a
DX kezelés az IL-10 és TGFP pozitiv Treg ardnyok emelkedését okozza mind a
timuszban, mind a 1épben. Ezen citokinek relativ expresszioja mRNS szinten is
emelkedést mutatott, kivéve az IL-10 esetében a 1épben. Azonos mértékii Foxp3 mRNS
szinteket talaltunk a timusz erdedetli és 1épbdl izolalt Treg sejtekben, de a DX kezelés
hatdsara csak a Iépben tapasztaltuk szignifikans emelkedést. Ez 6sszecseng a 1€p eredii
TGEFp pozitiv Treg aranyok emelkedésével, és magyarazhatja ezen sejtek TGFp mRNS-
adodhat abbol a ténybdl, hogy a kezeletlen allatok CD4+CD25+ FACS szeparalt sejtjei
kozott aktivalt, IL-10 termeld helper T-sejtek is megtalalhatdak, de ezek a sejtek a DX
kezelés hatasara eltinnek, igy a DX hatdsara bekovetkezd IL-10 véltozdsok mRNS
szinten nem detektalhatoak. Ezen feliil sokféle fehérje és azoknak megfel6 mRNS kozott

talaltak hasonl¢ eltéréseket kiilonbozé sejttipusokban és szervezetekben'®,

Adataink alatdmasztjak, hogy a GC kezelés a timuszban és 1épben is a Treg sejtek
immunszuppressziv tulajdonsagait fokozzak. Tehat a DX (és esetlegesen mas GC-k) a

glukokortikoidok  szdmos hatdsmehanizmusa®®%°

mellett befolyasolhatnak 6
immunszabalyoz¢ utakat és mechanizmusokat azaltal, hogy eldsegitik a Treg sejtek

szelektiv tulélését €s ezen sejtek immunoszuppressziv citokinjeinek termelélést novelik.
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A timuszban és a Iépben a GR és a Foxp3 fizikai kolokalizacigjat tudtuk kimutatni.
DX kezelés hatasara a Iépben a kolokalizaci6 szintje fokozodott. Ez arra utal, hogy a GR
¢s a Foxp3 transzkripcios faktorok a kromatin meghatarozott régidihoz kapcsolodnak,
ahol a transzkripciot k6zosen vagy egyenként szabalyozzak. Korabbi tanulmanyok szerint
a GR kapcsolodik a nukleazok szamara is hozzaférheté open-kromatin régiokhoz'®,
amely meglevé enhancer régiokat a Foxp3 kihasznal és ahhoz kapcsolodik a Treg sejt

specifikacio soranl®.

Ezen adatok fényében logikusan felmeriil a kérdés: Van-e
bizonyittk a GR és Foxp3 transzkripciés halozatok kozti kapcsolatrol? Ezzel
kapcsolatban DX kezelt egér sejtekben teljes genomra kiterjedd ChIPseq €és microarray
analizis segitségével meghataroztdk a GR-kotd helyeket. Tobb gén mellet a FOXP3 gén
is tartalmazott GR-kotd régiot'®. Ez arra utal, hogy emlds sejtekben a GR befolyasolhatja
a FOXP3 gén aktivitasat, és a Foxp3 pedig igy szabdlyozhatja tobbféle célgén
aktivitasat'®1% A GR és Foxp3 kolokalizaciot mutatd adataink alatamaszthatjak a

feltevést, miszerint Treg sejtekben a glukokortikoidok direkt modositjak a FOXP3 gén

aktivitasat, igy befolyasolva az immunrendszer egy 6 szabalyoz6 agat.

Jelen adatok alapjan egy masik érdekes kérdés, hogy van-e additiv vagy
szinergikus hatasa a Treg-ekben a megemlekedett Foxp3, IL-10 és TGFp k6zo6tt. Ezen
faktorok kozti ismert genomszintli (epigenomszintll) és fehérje jelatviteli utak kozti
kocsonhatasaikra alapozva azt feltételezziik, hogy 1€teznek az el6bb emlitett hatasok.
Eldszor is, a Foxp3 alacsony szintli expresszidja korlatozott Treg fenotipust indukal
alacsony, vagy teljesen hidnyz6 szuppresszor funkcioval, és a teljes szuppresszor hatas
csak a Foxp3 magas expressziojaval érhetd el'®®. Aztan a Foxp3 gén indukciojat Treg-
ekben a TGFp jelatvitel segiti el6 (azaltal, hogy a Smad2/3 a Foxp3 gén CNSI
Treg sejtek kialakulasabanl®110 Végiil pedig az IL-10 parakrin aton hatva a Treg-ekre

segit a Foxp3 expresszid fenntartasdban®!,

Human vizsgalatok sordn nyert adatok szerint a glukokortikoid kezelés noveli a
Treg sejtek ardnyat és/vagy funkciodjat kiilonbozd betegségekben. Példaul szkler6zis
multiplexben szenvedd betegek esetében GC kezelés hatasara a CD4*CD25"9" sejtek
aranyanak emelkedését és a Foxp3 expresszio novekedését figyelték meg, és arra a
kovetkeztetésre jutottak, hogy a szteroidok igy mozditjadk el a relapszusbol valo
felépiilést''?. Graves-betegségben szenveddk esetében a dexametazon kezelés javitja a
Treg funkciot!!®, mig nikkel allergia esetében az oralis GC kezelés fokozott Treg valaszt
véltott ki a bérben!,
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Osszefoglalva eredményeink alapjan a GC-analdg dexametazon kezelés a Treg-
ek ardnyanak novekedését okozta, és ezen Treg-ek fokozott szinten termelték az IL-10 és
TGFPB immunoszuppressziv citokineket. Ezen adatok hozzdjarulnak a glukoortikoidok
azon bioldgiai hatdsainak ismeretéhez, melyek az immunrendszer szabalyoz6 agat
befolyasoljak, és olyan klinikai allapotokban is jelentdségiik lehet, ahol hasznos lehet a

Treg sejtek aktivitasanak fokozasa.

6.2 Treg sejtek osszetételének és funkcidinak vizsgilata szisztémas
szkerozisban

Az SSc egy kronikus, progressziv megbetegedés, amely kiterjedt dermalis és
viszceralis gyulladassal, érkarosodéssal és autoantitest termeléssel jar, ami immunoldgiai
folyamatok részvételét jelzi. A Treg sejteket dontd fontossagh résztvevoként
azonositottak a cellularis és humoralis immunvalasz mértékének korlatozasaban. A Treg-
ek szdma és aktivitisa meghatarozoan befolyasolhatja a betegség lefolyasat'’®.
Kisérleteink soran elsd célunk az volt, hogy azonositsuk a Treg sejteket a CD4+ T-sejt
populacion beliil, kiillonbozd sejtfelszini €s intracellularis markerek kombinacidjaval,
beleértve a az intracellularis Foxp3 transzkripcids faktort is, amely érintett a Treg
differencialodasban't. E16 Treg sejtek izolalasahoz konvencionalisan sejtfelszini jelolést
alkalmaznak, ¢s CD4+CD25high+CD127- fenotipus alapjan késziilt Treg analizis szoros
korrelaciot mutatott a Foxp3+ és CD127- Treg-ek kozott az altalunk végzett kisérletekben
is. Mindazonaltal a Foxp3 pozitivitas és CD127 negativitas egyiittes felhasznéalasa a Treg

93,116

sejtek azonositasara szignifikans kiilonbségeket fedett fel az SSc-ben szenvedd

betegek és egészséges kontrollok mintainak Treg ardnyai kozott.

Korabbi vizsgilatok emelkedett Treg ardnyokat talaltak SSc-ben?26:117

mig
masok csokkent szintjeirél szamoltak be?’. Egyik alapvetd eredményiink a korai stddiumu
SSc-s mitdk emelkedett CD127-Treg aranya az egészséges kontroll mintdk Treg
aranydhoz képest. A statisztikailag szignifikdnsan magasabb Treg aranyok még
kifejezettebek voltak a betegség sulyosabb formaiban, tigy mint a dcSSc, Scl-70 és RNA-
Pol-IIT autoantitest pozitiv és tiid6fibrozis esetében. Bar ellentmondasosak az
eredmények a Treg alpopulaciok véltozasait illetéen SSc-ben'!®, adataink az SSc-s

betegek periférias vérében emelkedett Treg aranyokat mutatd vizsgalatokat tdmasztjak

ala, melynek hatterében a CD62L+Treg-ek aranyanak jelentés novekedése all. A
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CD62L+Treg-ek a természetes, vagy timusz eredetli Treg sejtpopulaciot és centralis
memoria Treg sejteket képviselnek?, melyek egy a nyirokszervekbe torténé recirkuldcios
mintdzatot mutatnak, igy szuppresszalva a naiv CD4+ T-sejtek aktivacigjat.
Egérkisérletek soran kimutattdk, hogy a CD62L+Treg-ek szignifikansan magasabb gatld
aktivitassal rendelkeznek, mint CD62L negativ tarsaik®. Egy masik tanulmanyban
colidkiaban szenvedd betegek CD62L+Treg sejtjeit mint a Treg-ek limfoid szovet homing
csoportjat irtak le, mig a CD62L negativ Treg-ek a mukdzalis homing csoport, melyek a

széveti immunhomeosztazisért felelések 8.

SSc-ben nem csak a CD62L pozitiv és negativ Treg-ek kozotti egyensuly
eltolodasat talaltuk, hanem a Treg-ek funkciojanak zavarat is, gy mint csékkent I1L-10
termelés a teljes Treg populacidoban, és csokkent TGFP termelés a CD62L+Treg
alcsoportban. Mivel a Treg eredetli anti-inflammatorikus citokinek kozponti szerepet
jatszanak az immunvélasz gatlasdban és a gyulladdsos €és autoimmun folyamatok

idjaban’!®, az IL-10 pozitiv Treg-ek ilyen csdkkenése és emellett a Treg aranyanak
novekedése a Treg-ek funkcionalis kimeriilésének kovetkezménye lehet, mas T-sejt

120121 Kisérleteinkben nem taldltuk csdkkentnek a

populaciékhoz hasonldan
CD62L+Treg-ek IL-10 pozitivitasat, ami arra utalhat, hogy a CD62L-Treg alcsoportok
(Tr1'?2, vagy CD62L- effektor memoria Treg®) IL-10 termelése elégtelen. Kimutattak,
hogy ezek a sejtek felelosek a szoveti homeosztazis egyensulyaért és a gyulladasos
valaszok gatlasaért a borben és a mukozaban. A vizsgalataink soran talalt emelkedett
FOXP3 génexpresszio az SSc aktiv formdjaban és ennek inverz korrelacidja a
CD62L+1L-10+ Treg-ekkel szintén alatamasztjadk az effektor memoria Treg sejtek
funkcionalis krosodasat SSc-ben. A masik fontos citokin a Treg funkcioban a TGFB!%,
melynek szintje csokkent a CD62L+Treg populacion beliil, de a teljes Treg csoporton
beliil nem. Ezen adatok a CD62L+ tTreg-ek és centrdlis memoria Treg-ek funkcidjanak
karosodasat, és emellett a Th3 alcsoport — mely TGFB-t termel — funkcidjanak
érintetlenségét tamasztjak ala'??. Az IL-10 és TGFB expresszalé Treg-ek funkciondlis
valtozasainak hatterében all6 mechanizmusok nem ismertek pontosan, bar vannak tjabb
kutatasi eredmények, melyek szerint epigenetikai mechanizmusok, mint DNS metilacios
statusz, hiszton modifikdci6 és nem-kodoldé RNS-ek szerepet jatszhatnak az SSc

patogenezisében!?

. A Foxp3 pozitiv Treg fenotipus stabilizadlasaban szerepet jatszhat a
FOXP3 génlokusz proximalis promoterének €s upstream enhanszerének metilacios
staitusza. A FOXP3 gén metilalatlan promoter és enhanszer régioi stabil, hosszatavi

Foxp3 expressziot biztositanak® >’ amely mintazat a timusz eredetii t Treg-ekre jellemzd,
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mig a hipometilalt enhanszer régio a perifériasTreg-ek esetében tipusos, a konvencionalis

T-sejtekben pedig teljesen metilalt®®

. A FOXP3 gén altalunk végzett metilacios analizise
az enhanszer régid minden CpG helyén hipometilaciét mutattott az SSc-betegek
mintdiban szignifikdnsan csokkent metilacioval 2 specifikus CpG helyen. Ez a
megfigyelés egy emelkedett, stabil Foxp3 expresszalo sejtpopulacio jelenlétére utal SSc-
s betegekben, ami 0Osszecseng az 4aramlasi citometrids méréseink sordn tapasztalt

emelkedett CD62L+Foxp3+ Treg ardnyokkal, melyet mas kutatasok is igazolnak>?,

A CD4+CD25-Foxp3+ sejtek tendencidzusan csokkent eléfordulési gyakorisagat
talaltuk SSc-ben szenvedd betegek mintdiban, de ezen vélozas csak tiidofibrozis esetén
volt szignifikans. Ugy tartjak, hogy a CD4+CD25-Foxp3+ sejtek a Treg sejteknek egy
reservoir készletiik, amelyek homeosztatikus expanzi6 €s/vagy aktivaci6 hatdsara CD25
pozitivvd valva Treg-ekké alakulnak®. Feltevésiink szerint ezen sejtek aranyanak
csokkenése a Treg ardnyok erdteljes megemelkedésére vezethetd vissza. Ez gyakorlatilag
arra utal, hogy a CD4+CD25-Foxp3+ sejtek olyan nagy aranyban konvertalodnak Treg
sejtekké, hogy ez felillmulja a rezerv, CD4+CD25-Foxp3+ sejtek képzodését. Tovabba
feltételezhetd, hogy a CD4+CD25-Foxp3+ sejtek kimeriilése, vagy azon T-sejt
populaciok valtozasai, 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'?12 ‘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 egyensulyt (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 statuszahoz kapcsolodva jelentek meg.
betegeknél. Ez arra utal, hogy legaldbb részben epigenetikai mechanizmusok feleldsek az
SSc-ben tapasztalt Treg egyensuly- és funkcidzavarért. Tovabbi kutatdsok sziikségesek

ezen immulogiai valtozasok SSc patogenezisre és progressziora kifejtett hatasarol.
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8. Uj eredmények osszefoglalisa
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11.

12.

Timusz és 1€p szerkezetének megvaltozasat taldltuk GC-kezelés hatédsara:

timuszban a Treg sejtek elhelyezkedése és a PALS diffuzza valik

Leirtuk a timusz Treg sejtjeinek glukokortikoszteroidrezisztenciajat, szemben a

periférian magasabb aranyban talalhato Treg-ek GC érzékenységével
Centralisan magasabb a Helios pozitivitast taldltunk a Treg-eken beliil,
expresszidja mégsem kizardlag tTreg-re jellemzO, mivel a periférias
nyirokszervekben is magas el6fordulasukat talaltuk

Az IL-10 és TGFp pozitiv Treg ardnyok emelkedését talaltuk DX-kezelés

hatasara, valamint ezen citokinek és a Foxp3 relativ expresszidjanak mRNS szintli

emelkedését

crcr

DX-kezelést kovetden a periférids vérében a Treg sejtarany sajatos id6é-fiiggd
Kinetikajat talaltuk

A timuszban ¢és a Iépben a GR ¢és a Foxp3 fizikai kolokalizaciojat talaltuk.

A korai stadiumi SSc-s mitak emelkedett CD127- Treg aranyat az egészséges

kontroll mintdk Treg ardnyahoz képest és csokkent IL-10 termelésiiket talaltuk

Korai stadiuma SSc-ben a CD62L pozitiv és negativ Treg-ek kozotti egyensuly
eltolodasat és a CD62L+ Tregek csokkent TGFp termelését iruk le

A CD4+CD25-Foxp3+ sejtek tendenciozusan csokkent el6fordulasi gyakorisagat

talaltuk a tiido fibrozisaval érintett esetekben

Emelkedett FOXP3 génexpressziot talaltunk aktiv SSc-ben és inverz 6szzefiiggést
a FOXP3 RQ értékek és az IL-10 pozitiv CD62L+Treg aranyok kozott

Hipometilalt CpG-ket talaltunk a FOXP3 upstream enhancer régioban SSc-ben
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Requlatorikus T-sejtek
glukokortikoidhormon-érzékenységének vizsgalata

UGor EMESE", SiMON DIANAT, Pap RamoNA!, Krayik NikoLa?, NEmeTH PETER!, BoLpizsAR FERENC', BERKI TIMEA

T Pécsi Tudomanyegyetem, Klinikai Kézpont, Immunoldgiai és Biotechnoldgiai Intézet, Pécs
2 Institute of Public Health for the Osijek-Baranja County, Croatia

CELKITUZES: A requlatorikus T-sejtek (Treg) kulcsfontossagu tényez6i az immunvalasz szabélyozasanak és a periférids to-
lerancia fenntartdsdnak. A klinikumban széleskorden alkalmaznak glukokortikoidhormon- (GC-) analégokat gyulladds-
csokkentd és immunszuppressziv aktivitdsuk, lymphocytaapoptdézist indukdlé képességik miatt, mégis keveset tudunk a
Treg-ekre gyakorolt hatdsaikrol. Munkénk célja a periférids és centrdlis nyirokszervekben a természetes és indukalt Treg-
ek aranyanak és G(-érzékenységének, valamint glukokortikoidreceptor- (GR-) expresszi6juk valtozasanak nyomon kove-
tése volt. MODSZEREK: Kisérleteinkben 4-6 hetes BALB/c egereket kezeltiink 1-4 napon 4t nagy dézisi dexamethsonnal.
Ezt kovetéen az dllatok thymusabol, mesenterialis nyirokcsomoibdl, 1épébdl és a Peyer-plakkokbdl sejteket izoldltunk, és
jeloltiink sejtfelszini (anti-CD4; anti-CD25) és intracelluldris (anti-Foxp3; anti-Helios; anti-GR) antitestekkel, majd araml3si
citometridval mértik a természetes (CD4°CD25'Foxp3*Helios®) és indukalt (CD4*C(D25 Foxp3*Helios) Treg-ek ardnyat,
abszolut szamat és GR-expresszidjukat. EREDMENYEK: A kezeletlen allatok thymusaban alacsonyabb a Treg-sejtek aranya
(<1,0%), mint a periférids nyirokszervekben (7-15%). A thymusban a Treg-sejtek tobb, mint 90%-3, a lépben a sejtek 2/3-
a, mig a tobbi periférids nyirokszervben kb. a fele természetes Treg-sejt. Tobbszori, nagy dézisi DX-kezelés hatdséra a
thymusban a Treg-sejt-ardny tobb mint tizszeresére emelkedik (p <0,001) az abszolut Treg-szam valtozdsa nélkil, mi-
kozben a GR uprequlacioja figyelheté meg a sejtekben. Ezt a thymusban jelen [évé legalacsonyabb GR-expresszidju, és GC-
kezelésre legérzékenyebb kett§s pozitiv sejtek pusztulasa kiséri. A periférids nyirokszervekben ezzel ellentétesen a Treg-
ek szdma jelentdsen csokkent, de ardnyuk csak kissé valtozott meg GC-kezelés hatdsdra, ami GR downregulaciéval jart.
KOVETKEZTETESEK: Kisérleteink alapjan elmondhat6, hogy a Treg-ek viszonylag rezisztensek a GC-kezelés altal indukalt
apoptdzisra, ami hozzéjarulhat a GC-k immunszuppressziv hatdsdhoz. Periférids nyirokszervekben a természetes Treg-ek
mellett indukalt Treg-ek is el6fordulnak, amelyek feltételezhet6en masképp reagdlnak szteroidexpoziciéra.

Kulcsszavak: regulatorikus T-sejt, glukokortikoidhormon, glukokortikoidreceptor, thymus, tolerancia

INVESTIGATION OF GLUCOCORTICOID HORMONE SENSITIVITY OF REGULATORY T CELLS

INTRODUCTION: Regulatory T cells (Treg) are key players of the regulation of immune response and peripheral tolerance.
Glucocorticoid (GC)-analogues are widely used to treat different diseases because of their anti-inflammatory and
immunosuppressive activity, and their ability to induce lymphocyte apoptosis. Despite the long-established medical use
of GC-analogues, the mechanism of GC action on Tregs, is still incompletely understood. The goal of our work was to
determine the changes in the ratio of natural and induced Treg cells in peripheral and central lymphoid organs, to
investigate the effect of GC treatment on Treq cell composition and to follow the alterations in their glucocorticoid receptor
(GR) expression. METHODS: In our experiments we treated 4-6-week old BALB/c mice for 1-4 days with high dose
Dexamethasone. Cells were isolated from the thymus, mesenteric lymph nodes, spleen and Peyer’s patches and were
stained with cell surface (anti-CD4; anti-CD25) and intracellular (anti-Foxp3; anti-Helios; anti-GR) antibodies. We
determined the ratio, absolute cell number and GR expression of natural (CD4°CD25'Foxp*) and induced
(CD47CD25"Foxp3*Helios") Treg cells using flow cytometry. RESULTS: In the thymus of untreated mice the ratio of Tregs was
lower (<1,0%) than in the peripheral lymphoid organs (7-15%). More than 90% of the Treg cells found in the thymus,
2/3 of them in the spleen, and approximately half of them in the other peripheral lymphoid organs examined were
natural Treg cells. After multiple, high dose DX treatment we observed a more than tenfold increase (p <0,001) in the ratio
of Tregs in thymus, without changes of the absolute cell number and with upregulation of the GR. These changes were
associated with the apoptosis of double positive cells, which have the lowest GR expression and are the most sensitive
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cell population to GC treatment. In contrast, in the peripheral lymphoid organs the total Treg cell number decreased, but
the ratio changed only slightly after GC treatment, accompanied by GR downregulation. CONCLUSION: Based on our
experiments, we suggest that nTreg cells are relatively resistant to GC treatment induced apoptosis, which can serve as a
base for the immunosuppressant actions of GC. In peripheral lymphoid organs beside nTreg cells iTreg cells are also
present, which respond to steroid exposition presumably otherwise.

Keywords: regulatory T cells, glucocorticoud hormone, glucocorticoid receptor, thymus, tolerance

Az immunoldgiai tolerancia az immunrendszer antigénspecifi-
kus valaszképtelensége, mely a sajat antigénekre vonatkozo-
an a centrdlis nyirokszervekben az autoreaktiv B- és T-lympho-
cyta el6alakok klondlis deléciéjaval, mig a periféridn a regula-
torikus T-sejtek (Treg) altali szuppressziéval valésul meg. A
Treg-ek mellett mind az endogén, mind a terdpidsan alkalma-
zott glukokortikoidhormonok (GC) fontos szabdlyozéi az im-
munvalasznak és a periférids tolerancia fenntartdsanak, ugyan-
akkor keveset tudunk a Treg-sejtekre gyakorolt hatasukrol.

A leginkdbb ismert Treg-ek (D4°CD25" sejtfelszini és
Foxp3™ intracelluldris markerekkel jellemezheték [1]. Az
anergidval, ignorancidval és delécidval szemben az altaluk
el6idézett szuppresszi6 aktiv toleranciamechanizmus. A Treg-
sejtek kialakuldsarol tébb elmélet is létezik. Az ,affinitds-
modell” szerint a thymusban lezajlé negativ szelekcié soran
aktivacidindukalt apoptozissal elpusztulnak azok a T-sejtek,
amelyek tal nagy affinitassal kotédnek a sajat MHC-peptid
komplexhez. Ugyanakkor azok a T-sejtek, amelyeknek nagy
az affinitdsa, de a negativ szelekcio értelmében még nem
szandlédnak, természetes regulatérikus T-sejtek lesznek

aktivacio mdukalta
apoptozis

aktivicids inger
hidny aban elpusriulo
sejtek

CD25- naiv
T-sejrek

Tualélési valésziniiség
~

TCR affinitis MHC/peptid-komplexek irant

1. dbra

Az elsédleges T-sejt-érés szelekcios szakaszai.

A thymus kéreg/vel6dllomany hatdrdn a kettés pozitiv
thymocyta fejl6dési szakaszban torténnek a pozitiv és negativ
szelekcids Iépések. A pozitiv szelekcié jelent6sége, hogy
megakadalyozza a nem funkcionalis T-sejtek felhalmozddasat.
A negativ szelekci6 sordn az autoreaktiv T-lymphocytak
aktivacidindukalt apoptézisa zajlik. Azok a CD4" T-lymphocytak,
amelyeknek viszonylag nagy az affinitdsa a sajdt MHC-11/sajat
peptid irdnt, de a negativ szelekcié soran még nem pusztulnak
el, (D4°/(D25" természetes requlatérikus T-sejtek lesznek
Médositva Schitt és Broker (2011) utan

(nTreg) (1. 3bra) [2]. A masik elmélet, az un. ,kélcsonds an-
tagonizmus” modell szerint nemcsak a TCR jelatviteli Gtvo-
nal vesz részt a pozitiv szelekcioban, hanem a folyamat a
TCR- és GC-indukalt apopotozist elindité jelatviteli Gtvonal an-
tagonizmusanak eredménye. Azokndl a T-sejteknél, ame-
lyeknek kozepes az affinitdsa, a TCR- és glukokortikoidrecep-
tor- (GR-) szignal neutralizaljdk egymast, igy nem pusztulnak
el, hanem Treg-gé alakulnak [2-6].

Az nTreg-sejtek (D4-pozitivitasuk mellett nagy denzitds-
ban IL-2-receptor a-lancot (CD25) is expresszalnak [7, 8].
Jellemz6 rdjuk az X-kromoszoma éltal kédolt ,Forkhead box”
csalddba tartoz6 Foxp3 transzkripcios faktor jelenléte [7-10],
melynek funkciéja még ismeretlen, de hidnya IPEX-szindré-
mahoz vezet [11, 12]. A thymusbdl a periféridra kerilve az
nTreg-sejtek az effektorsejteket direkt sejt-sejt kapcsolédds
és citokintermelés (IL-10, TGFB) révén gatoljdk [13]. Az
nTreg-sejtek exogén IL-2 és megfelel§ TCR-stimuldcié hatd-
sara proliferdlnak. A Treg-sejtek keletkezési mechanizmus
szerinti masik ismert tipusa az induk3lt Treg-sejtek (iTreg) [9,
14], melyek a periféridn alakulnak ki, dn. ,tolerogén mikro-
kornyezetben” antigénfelismerés hatdsara (pl. kostimulacié
hidnya) naiv, (D4" sejtekbdl [13]. Citokintermelésiik alapjan
tovabb csoportosithatok Tg1, T,3 (oralis tolerancia) [15, 16]
és Foxp3™ iTreg-sejtekre (2. 4bra). Az effektorsejteket cito-
kintermelésik révén gétoljdk [17, 18]. Az nTreg és iTreg el-
kalonitésére irodalmi adatok szerint az Ikaros csaladba tar-
toz6 Helios transzkripcios faktor hasznalhaté [8, 19], melynek
expresszidja a T-lymphocyta sejtvonalra korldtozodik [20,
21]. Funkcionalis szerepe ismeretlen, bar kimutattak, hogy a
Foxp3 promoterhez kapcsolddva fokozza a Foxp3-expressziot
[8, 22], valamint a Helios-expresszi6 a Treg-ekben korreldl a
szuppresszor funkcioval [22]. Mas irodalmi adatok szerint a
Helios nemcsak a thymuseredet(i nTreg-sejtekre jellemzd,
mert T-sejt-aktivacié és -proliferdcié soran is megjelenik,
nyugvo sejtekben pedig csdkken az expresszidja [23, 24].

A Treg-ek szerepét egyre tobb betegségben bizonyitjak,
de pontos hatdsmechanizmusuk még nem ismert. Az effek-
tor- és szuppresszorfunkcié egyensulydnak megbomldsa ese-
tén, ha a Treg-ek kertlnek tdlstlyba, nagyobb az esélye a da-
ganatok kialakuldsanak, gyakoribbak a fertézések (pl. HIV-
fert6zés). Daganatos betegek periférids vérében és a tumor-
ban a Treg-ek felhalmozdédnak, és az immunvalasz elnyoma-
sa révén elsegitik a tumor ndvekedését, igy rossz prognozist
jeleznek [25]. Treg hidnydban pedig autoimmun betegségek,
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A requlatérikus T-sejtek kialakuldsa a csontvel6bél a thymusba 1ép6 T-sejt-el6alakokbdl torténik.

A természetes Treg-sejtek a negativ szelekcié sordn tdlélé CD4'-sejtek egy alcsoportja, amely a (D25
uprequldcioja és Foxp3 transzkripcios faktor hatdsara alakul ki, és keril a periféridra; mig az indukalt
Treg-sejtek antigén hatasdra aktivalddd, naiv (D4 -sejtekbdl alakulnak ki a periféridn

allergia, graftkilokédés, gyulladasos bélbetegség (IBD), IPEX-
szindréma johet létre. Sclerosis multiplex (SM) esetén a Treg-
ek csokkent szdmat és funkciézavarat irtdk le [26]. Az SM
egérmodelljében a Treg-ek ,kivédik” a betegséget azdltal,
hogy az autoreaktiv TH,-sejtek proliferaciéjat és proinflam-
matoricus citokintermelését elnyomjak [27]. 1-es tipusu dia-
beteses betegek Treg-sejtjeinél is hibds mikodést taldltak
[28]. Gyulladasos bélbetegségben szenvedéknél a csokkent
periférids Treg-szam korreldl a betegség aktivitdsdval [29].
Ugyancsak 0sszefliggés mutathatd ki SLE-s betegekben a be-
tegség aktivitdsa és a Treg-sejt-szam kozott [9, 30]. A be-
tegség fellangoldsakor a Treg-ek mennyisége csokken [31].

A GC-k fontos tényez6i az immunvalasz szabalyozdsanak
és a periférids tolerancia fenntartdsanak. A klinikumban igen
széles korden alkalmaznak kilénbozé betegségek kezelésé-
ben GC-analégokat [pl. dexamethsont (DX) allergids allapo-
tok, autoimmun betegségek, transzplantdcién atesett bete-
gek, hematolégiai rosszindulati betegségek kezelésére),
amelyek vildgszerte az egyik leggyakrabban felirt gydgysze-
rek gyulladascsokkenté és immunszuppressziv aktivitdsuk,
lymphocytaapoptézist indukdlé képességiik miatt, mégis ke-
veset tudunk a Treg-ekre gyakorolt hatasaikrol. Irodalmi ada-
tok is aldtdmasztjdk, hogy a klinikumban szisztémdsan adott
GC-k seqitik a Treg-ek mUikodését, ezaltal ij megvildgitasba
helyezve a GC-medidlt immunszuppressziét [32]. Munkdnk
célja a periférids és centrdlis nyirokszervekben a Treg-sejtek
ardnydnak meghatarozasa volt, majd a GC-kezelés hatasanak
vizsgalata a thymus és a 1ép szoveti alapszerkezetére és a
Treg-ek Osszetételére, illetve azok GR-expresszi6 valtozdsa-
nak vizsgdlata.

6

Anyagok és maddszerek

Kisérleti dllatok és kezelésiuk

4-6 hetes BALB/c egereket kezeltink 20 mg/kg/nap (nagy
dézisd) dexamethasonnal (Oradexon®, Organon) vagy PBS-
sel 1-4 napon &t ip., majd 24 6rdval az utolsé kezelés utan az
dllatokat feldldoztuk, és vizsgaltuk a lymphoid szerveket. Eb-
ben az életkorban még nem kezdédik el a thymus involicid-
ja, igy sejtes dsszetétele jol vizsgalhatd. A thymus, 1ép, me-
senterialis nyirokcsomoék (mLN) és Peyer-plakkok (PP) elta-
volitdsa utdn azokat mechanikusan homogenizaltuk RPMI
médiumban, majd nejlonszdrén atsz(rtik, és tripdnkékfes-
ték-kizarasos teszttel megszamoltuk a sejteket. Az egerek
tar-tasa és kezelése a Pécsi Tudomanyegyetem Allatetikai Bi-
zottsdga 4ltal jovahagyott engedély alapjan tortént (#BA
02,/2000-2,/2006).

Immunhisztoldgiai jeldlés

Fagyasztott (7-10 um vastag), jéghideg acetonban fixalt, 5%
BSA-val blokkolt metszeteken a Iépben a B-sejtek azonosi-
tasara anti-B220-Alexa647 (PTE KK Immunoldgiai és Bio-
technoldgiai Intézet, IBI), a T-sejtekre anti-Thy1-FITC (PTE KK
IBI) antitestet hasznaltunk. A thymusban a sejtmagokat DAPI
(Sigma), a Treg-sejteket anti-Foxp3-PE (eBioscience) anti-
testtel jeloltuk. A mintak kiértékelése Olympus BX61 CCD ka-
merdvel és AnalySIS szoftverrel ellatott fluoreszcens mikrosz-
képpal, 200-szoros nagyitassal tortént.
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Aramldsi citometria

A thymus, 1ép, mLN és PP sejtjeinek aramldasi citometrids mé-
résnél a Treg-sejtek azonositasara anti-CD4-FITC vagy anti-
(D4-AlexaFluoro647 (PTE KK IBI) és anti-CD25-PE-Cy5
(BioLegend) sejtfelszini antitesteket, illetve anti-Foxp3-PE
(Exbio, Klén: 3G3) anti-Helios-APC (BiolLegend) és anti-GR-
FITC (klon: 5E4/B1, PTE KK 1BI33) intracellularis antitesteket
hasznaltunk. A 10° sejt/minta sejtfelszini jelélés utan a min-
takat PBS-ben mostuk, majd a Foxp3 jel6lé kit (e-Bioescien-
ce) instrukcidi szerint végeztiik az intracellularis jel6léseket.
A mérést FACSCanto (Becton Dickinson, San Jose CA) dramlasi
citométeren, az analizist pedig az FCS Express 4 Flow Rese-
arch Edition programmal végeztiik. Mintanként 10 000 ese-
ményt mértink a lymphocyta kapubél, majd a CD4" lym-
phocytakon belil mértik a Treg-alcsoportokat és azok 3tla-
gos anti-GR-FITC fluoreszcenciaintenzitdsat.

Statisztika

Munkank sordn a mért adatok atlagat és az atlagok standard
hibajat (x SEM) dbrazoltuk. Az eredmények statisztikai ana-
lizise SPSS 11.0 szoftver segitségével tortént. Az adatok érté-
keléséhez a Student-féle t-tesztet hasznaltuk, és a p <0,05
(%), p <0,01 (*%) és p <0,001 (***) értéknél fogadtuk el sta-
tisztikailag szignifikansnak.

Eredmények

Treg-sejtek eléforduldsa a lymphoid szervekben

Els6ként arra voltunk kivancsiak, hogy a kezeletlen 3llatok
primer és szekunder nyirokszerveiben milyen a
(D4°CD25"FoxP3" Treg-ek megoszlasa. A thymusban a Treg-
ek ardnya 0,5% korili, mig a periférids nyirokszervekben ez
az arany lényegesen magasabb: a lépben a legtobb (15%), az
mLN-ben ennél kevesebb (10%), és a PP-ben a legkevesebb
(6-7%) a Foxp3™ Treg-ek ardnya (1. tabldzat).

A természetes és indukalt Treg-sejtek
meqoszldsa

A Foxp3/Helios kettds pozitivitds jellemzé a thymuseredeti
nTreg-ekre, mig az iTreg-ek Helios-negativak. A kezeletlen
dllatok thymusaban a Treg-ek 87%-a Helios-pozitiv, vagyis
tarthato nTreg-nek. A periférids nyirokszervek kozil a lépben
65%, az mLN-ben 53%, a PP-ben pedig 48%, vagyis a sejtek
kozel fele nTreg (1. tablazat).

A thymus és a |ép szerkezetének és sejtes
Osszetételének valtozdsa DX-kezelés hatdsara

A GC-k egyik régéta ismert hatdsa, hogy a thymus involucio-
jat okozzdk. In vivo egyszeri, nagy dézist (20 mg/kg) GC-
kezelés utan 24 ordval a thymusban a kéreg-veléallomany
szoveti organizacié felbomlasa figyelheté meg, az addig ho-
mogén csoportban elhelyezkedd Foxp3* Treg-ek elhelyezke-
dése difflzza valik (3. 3bra A). A 1ép fehér pulpdjaban DX-ke-
zelés hatdsdra ugyancsak megvaltozik a normalis lymphoid
szerkezet, amely f6leg a T-sejt-zondt (PALS) érinti, szerkeze-
te diffuzza valik (3. dbra B). Ismételt (4 napos) DX-kezelés
utdn a lépben a (D4/CD8 arany megtartott, ugyanakkor
csokkent a nem T-sejtek ardnya, és a T-helper-sejtek ardnya
19%-r6l 30%-ra, mig a citotoxikus T-sejteké 9,5%-rél 16%-ra
emelkedett (3. dbra C). Ezek alapjan gy tdnik, hogy a lépben
az érett T-sejtek kevésbé érzékenyek a DX-hatdsra, mint a
nem T-sejtek. Ez az dtrendezGdés a lép teljes lymphocyta-
szamanak csokkenésével is jart. Ezzel szemben a thymusban
szinte eltnnek az éretlen kettds pozitiv (DP) thymocytdk,
aranyuk 80%-r6l 1% ala csokken, mig a kett6s negativ leg-
éretlenebb és az érett (D4, ill. CD8 egyszeresen pozitiv sejtek
aranya lényegesen megemelkedik (3. dbra C). Mindez a DX-
érzékeny, DP thymocytdk pusztuldsanak koévetkezménye,
ami a thymus teljes sejtszdmanak drasztikus (tized részére)
csokkenésével is jar (5. abra).

1. tablazat. Természetes (nTreg) és indukalt (iTreg) requlatdrikus T-sejtek aranya a lymphoid szervekben

Treg % (dtlag = SEM) Thymus
Osszes Treg 0,53 + 0,06
Természetes: nTreg 0,46 + 0,05
nTreq : iTreg arany 87:13

Lép Nyirokcsomé Peyer-plakk
15,09 + 0,43 10,10 £ 0,61 6,78 + 0,51
9,83 +0,28 5,38 £ 0,29 3,30 £ 0,24

65:35 53:47 48 : 52

Kezeletlen &llatok centrdlis és periférids nyirokszerveiben jelentésen eltér a (D4°CD25'FoxP3" Treg- és (D4'CD25'FoxP3Helios™ nTreg-sejtek
el6forduldsi ardnya. A thymusban jellemz6 az nTreg-sejtek dominancidja, mig a periférids nyirokszervekben eltéré nTreg/iTreg ardny figyelhet6
meg




Immunolégiai Szemle/Immunology Quarterly ¢ 2013. V. évfolyam, 4. szédm

Os77EFOGLALO REFERATUMOK / REVIEW ARTICLES

DAPI Foxp3

B220 I'hy1

A B
Kontrol DX 4nap
A
st PATN 0.46% w0 16.28% 0.26%
w0']
%' ’
!
W ey 3 : 30,10%
CcD8 2w w0 W 0w w0 .1o’|;°|‘o’ ' ot W
% [35,29% 0.71%
N 0
t.n
o= |
E 5
- —
"0:!:-‘.»'*.
$70% 54.30%
10 e
ST SR T S |
. CcD4
3. dbra

Dexamethasonkezelés hatdsa a thymus és a 1ép szoveti szerkezetére és sejtes dsszetételére.
(A) A thymusban jellemzéen a kéreg-vel6 hataron taldlhaté Treg-sejtek (Foxp3-PE - piros) elhelyezkedése (K: kontroll) mar

egyszeri DX-kezelés hatdsdra diffuzza valik (kék: DAPI).

(B) A lépben is megfigyelhet a kezeletlen mintdhoz képest a T-sejt-zona diffizza valasa DX-kezelés hatdsara

(piros: B220-Alexa647 - B-sejt-zéna; z6ld: Thy1-FITC ~ T-sejt-z6na) (PALS).

(C) Ismételt (4 napos) DX-kezelés hatdsdra a Iép és a thymus lymphoid sejtes dsszetevéi megvaltoznak. Anti-CD4-FITC és anti-CD8-
APC antitesttel torténd jeloléssel a 1épben emelkedik a T,- és T-sejt-ardny, vagyis a nem T-sejtek nagyobb ardnyu fogydsa
figyelhet6 meg a kezelés hatdsara. A thymusban a kettds pozitiv sejtek csaknem teljes eltlinése (depléciéja) miatt emelkedett

a kettés negativ és egyszeresen pozitiv, érett sejtek ardnya

A DX-kezelés hatdsa a Treg-sejtekre

Megvizsgaltuk a nagy dézisu DX-kezelés hatdsat a kilonboz6
nyirokszervekben eléfordulé Treg-ek ardnyara és az abszolut
sejtszamra is. 48 oras (kétszeri) DX-kezelés utan a thymus-
ban a Treg-ek ardnya szignifikdnsan, kozel tizszeresére emel-
kedett (4. bra). Ez a valtozas a DP, GC-érzékeny, éretlen thy-
mocytak jelentds pusztuldsdnak kovetkeztében kialakulé re-

lativ sejtarany emelkedés, az abszollt Treg-sejt-szam enyhe,
de nem szignifikans novekedésével (2. tablazat), ami azt bi-
zonyitja, hogy a thymusban a Treg-ek rezisztensek a DX altal
indukalt apoptdzisra. A periférids nyirokszervek kozil a lép-
ben tapasztaltunk enyhe, de szignifikdns Treg-ardny-csokke-
nést, ugyanakkor sem az mLN-ben, sem a PP-ben a Treg-
arany nem vdltozott (4. abra). Ugyanakkor a periférids nyi-
rokszervekben GC-kezelés hatdsara az ésszlymphocytaszam,
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1. tdblazat. A requlatorikus T-sejtek abszolit szamanak véltozasa 4 napos glukokortikoidhormon-kezelés hatdsara

Treg-sejt-szdm x 105 Thymus Lép Nyirokcsomoé Peyer-plakk
(atlag + SEM)

Kezeletlen 4,24 £ 0,92 83,92 + 16,72 4,42 +0,11 0,48 + 0,07

Dexamethason (4 nap) 5,05+ 1,35 26,93 + 5,13% 2,24 + 0,39%% 0,23 + 0,06%

4 napos nagy dozist (20 mg/kg) dexamethasonkezelés hatasdra a periférids nyirokszervekben szignifikansan csokkent a Treg-sejt-szam

Foxp3* Treg
B Kontrol BDX 48h

%

|l

Timusz Lép

e W e & @»

Mezenterialis
nyirokesomd

Pever plakk

4. dbra

Treg-sejt-ardnyok valtozdsa 48 6rds nagy dozist DX-kezelés
hatdsara a centrdlis (thymus) és a periférids nyirokszervekben.
A thymusban a Treg-sejt-ardny szignifikdns (p <0,001)
emelkedését figyeltik meg, mig a Iépben enyhe
sejtardnycsokkenés tortént (p <0,05). Az mLN-ben és PP-ben
nem tortént szignifikdns Treg-arany-valtozas.

és ezzel egyitt a Treg-sejt-szam is szignifikdnsan csokkent (2.
tablazat), ami a szervek méretének latvanyos kisebbedésével
is jart. Ezek alapjan agy tnik, hogy a periférids nyirokszer-
vekben az érett T-sejtek és a Treg-ek GC-érzékenysége ha-
sonlo.

Megvizsgaltuk kilon a Helios-pozitiv nTreg- és Helios-ne-
gativ iTreg-ek GC-érzékenységét is. A thymusban az nTreg-ek
aranya szignifikdnsan emelkedett, 0,4%-r6l 4%-ra (p<0,001)
(10-szeres emelkedés), mig a periférids nyirokszervek kozil
a lépben 9,8%-rél 9,0%-ra (p <0,05), az mLN-ben pedig
5,4%-16l 4,3%-ra (p <0,01) csokkent ez az ardny. A PP-ben
szignifikans véltozas nem tértént. A Helios-negativ iTreg-ek a
kezeletlen dllatok thymusaban minddssze 0,09%-ban vannak
jelen, ami 0,6%-ra n6tt (7-szeres emelkedés), mig a perifé-
rids nyirokszervekben 5% kor(li ardnyban fordultak eld, ami
a kezelést kovetéen nem valtozott (abrdn nem mutatjuk).

10
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5. dbra

Ismételt DX-kezelés hatdsa a thymus abszolut thymocyta
sejtszdmara és a Treg-ardnyra CD4,/CD25/FoxP3 jelolés utan.
Az oszlopdiagramon a Treg-ardnyok szignifikdns novekedése
Iathaté (p <0,001), mig a vonaldiagram a teljes thymocyta
sejtszam drasztikus csokkenését mutatja (p <0,001) az id6
figgvényében

DX-kezelés hatasanak id6kinetikdja
a thymusban

Vizsgdltuk a GC-kezelés id6fiiggését is a thymusban, ismételt
(1-4 napos) DX-kezelést kovetéen. A kezeletlen dllatok thy-
musaban a Treg-ek aranya 0,5%, amely 24 6rds nagy dozisu
DX-kezelés hatdsara 2%-ra né, majd a kezelés hosszaval par-
huzamosan tovabb novekszik kozel 8%-ra. Ha az osszsejt-
szamot vizsgaljuk, a kezeletlen thymusban az jellemzéen 9,5
x 107, ami kétszeri DX-kezelést kdvetSen 3,6 x 107-re csok-
ken, 4 napi kezelés utan pedig 1,1 x 107 sejtszam figyelhetd
meg (5. 3bra), vagyis a thymus sejtes dllomanya kézel a
tizedére csokken, mikozben a Treg-sejt-szam nem véltozik,
csak az ardnyuk 16-szorosdra emelkedik.

A GR-expresszi6 valtozdsa

Egy sejt GC-érzékenységét jelentésen meghatdrozza, hogy
milyen mértékben expresszélja a GR-t. Ezért a tovabbiakban
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a Treg-re jellemz6 viszonylagos szteroidrezisztencia, vala-
mint a GR-expresszid kozotti 6sszefiiggést kerestik. Ehhez az
intézetinkben mdr korabban is alkalmazott intracellularis
aramldsi citometrids GR-jel6lést hasznaltuk, amely korreldl a
sejtek GR-tartalmdval mind fehérje-, mind RNS-szinten [33].

Eredményeink szerint a thymusban és a periférids nyirok-
szervekben taldlhaté CD4" T-sejtek és a Treg-ek GR-szintje
(MFI: atlagos fluoreszcenciaintenzitds) nem mutat szignifi-
kdns kilonbséget (nincs dbrazolva). Ugyanakkor a szerveket
6sszehasonlitva, a thymusban és a PP-ben szignifikansan ala-
csonyabb a Treg-ek GR-szintje, mint a |épben vagy az mLN-
ben (6. dbra A).

Kétszeri (48 6rds) nagy dozisu, in vivo DX-kezelés utan a
thymusban tulél§ (GC-rezisztens) Treg-ek GR-expresszidja a
kontrollhoz képest névekedett. Ezzel szemben a periférids
nyirokszervekben a kordbbi human vizsgalatainkban is ta-
pasztalt GR-expresszié-csdkkenés volt megfigyelhet6 a DX-
kezelést kovetéen. Ez a valtozds csak a lépben volt szigni-
fikdns. Ezek alapjdn dgy tlnik, hogy DX-kezelés hatdsdra a
thymusban a tdlél6 Treg-ekben az eredetileg alacsony GR-
szint emelkedik, a I1épben pedig az érett T-sejtekre jellemz6
GR downreguldci6 figyelheté meq (6. dbra B).

Megbeszélés

Az allo- és autoantigénekkel szembeni immunvalasz gétlasa-
val a Treg-sejtek fontos tényezdi és terdpias célpontjai az im-
munvalasz szabdlyozdsanak és a periférids tolerancia fenn-
tartdsanak. Gyulladdsos, autoimmun betegségek és transz-
plantacion atesett betegek kezelésének egyik legfontosabb
eszkdzei a GC-analdégok, mégis keveset tudunk a Treg-sejtek-
re kifejtett hatasaikrol.

Munkdnk sordn a GC-kezelés centralis és periférids nyi-
rokszervekben eléfordulé nTreg- (CD4'CD25°FoxP3"Helios")
és iTreg (CD4*(D25'FoxP3*Helios") sejtekre kifejtett hatasat
vizsgdltuk. Nagy dézist DX-kezelés hatdsara a thymus és a
lép szerkezete is megvaltozott, a |épben a T-sejt-zéna dif-
fuzz3 valt, ugyanugy, mint a thymusban az Treg-sejtek el-
oszlasa is. A thymusban a nTreg-sejtek aranya szignifikdnsan
emelkedett, a kezelés hosszdval parhuzamosan pedig tovabb
nétt, mikozben a thymocytdk szama drdmaian csékkent, ami
a DP, GC-érzékeny thymocytdk pusztuldsdval magyardzhato.
Ekdzben az abszolit Treg-sejt-szam nem valtozott, igy az
arany tapasztalt ndévekedése kizarolag azok tulélésébél ado-
dik. Ez arra enged kovetkeztetni, hogy a thymusban tobb-
ségben jelen levé nTreg-sejtek rezisztensek a GC-indukalt
apoptotikus hatasra.

A periférids nyirokszervekben sokkal magasabb a Treg-ek
ardnya, de 45-60%-uk iTreg. Ismételt DX-kezelés hatdsdra a
lépben és az mLN-ben kismérv(i Treg-sejt-arany-csokkenés
volt megfigyelhetd, mikozben az 6sszsejtszamok is csok-
kentek. Ezek alapjan feltételezhets, hogy a periféridn el6-
forduld iTreg-ek és nTreg-ek mdsképp reagalnak GC-expozi-
cidra.

Mivel az nTreg-ek a thymusban jénnek Iétre, joggal felté-
telezhetd, hogy eléforduldsuk ott a leggyakoribb. A thymus-
ban a vartnak megfeleléen igen magas a Helios-pozitivitas a
Treg-sejteken beliil. Meglepd azonban, hogy a periférias nyi-
rokszervekben is a Treg-ek fele Helios-pozitiv. Ez az ered-
mény kétséget ébreszt, hogy a Helios j6 markerként hasz-
nalhat6-e az nTreg és iTreg alcsoportok elkilonitésére [22]. Ha
a periférian valéban ilyen magas az nTreg-sejtek el6fordu-
I3sa, akkor az 6sszsejtszam csokkenése mellett a Treg-ek ara-
nyanak - azok szteroidrezisztencidja miatt - novekednie kel-
lett volna, de ez eqyik periférids nyirokszervben sem tortént

B Treg ctrl BTreg DX 48h OTreg ctrl B Treg DX 24h
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6. dbra

A regulatérikus T-sejtek glukokortikoidreceptor- (GR-) expresszidja (A) és annak valtozdsa 48 6rds nagy dézisti DX-kezelés hatdsara
(B). A kilonboz6 nyirokszervekbdl izolalt sejteket CD4/CD25 sejtfelszini és Foxp3/GR intracelluldris jelolést kovetGen analizéltuk,
és a GR 4tlagos fluoreszcenciaintenzitdsokat (MFI) hasonlitottuk 6ssze. A kezeletlen thymusban és PP-ben alacsonyabb a Treg-sejtek
GR-szintje, mint a lépben (p <0,05). GC-kezelés hatdsara a thymusban a GR uprequlaciéja (p <0,01), mig a Iépben downrequlacié

(p <0,01) volt megfigyelhet6
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meg, s6t, a [épben és az mLN-ben még szignifikans csokke-
nésiket is tapasztaltuk. Eredményeink inkabb azt a megalla-
pitdst tamasztjak ald, hogy a periférian a Helios T-sejt-aktiva-
ciés marker, és bar kétségtelen, hogy centralisan magasabb
a Helios-pozitivitas a Treg-eken belil, expressziéja mégsem
kizarolag nTreg-re jellemzé.

Egy adott sejt GC-érzékenysége fiigg annak GR-expresz-
szi6s szintje mellett a sejtet éré egyéb jeldtviteli utvonalak
parbeszédétél is. Az intézetiinkben végzett korabbi kisérletek
szerint a thymusban a DP thymocytak mutatjdk a legalacso-
nyabb GR-expressziét [33], és ennek ellenére a legérzéke-
nyebben reagdlnak a GC-indukalt apoptozisra. Eredményeink
alapjan ez azzal magyardzhatd, hogy a DP thymocytdkban a
ligandkétés hatdsdra a GR elsésorban nem a sejtmagba,
hanem a mitokondriumba transzlokalodik, és ott proapopto-
tikus fehérjék akkumuldciojat és az intrinsic apopotitkus Ut-
vonal elinditdsat kézvetiti [34]. Az érett, periférids lympho-
cytdk rezisztensebbek a GC-analdg addséra, és bennik a GR
szignifikans downrequldcidjét figyelhetjilk meg [35]. Kisérle-
teinkben a kezeletlen 3llatok thymusaban és a Peyer-plak-
kokban talalhaté Treg-sejtek GR-expresszidja alacsonyabb,
mint a lépben, ami a lokalis mikrokornyezeti hatasok (lokalis
GC-termelés) kovetkezménye lehet. GC-kezelés hatdsara a
GR-expresszié a thymusban taldlhaté nTreg-sejtekben no-
vekszik, mig a lépben downrequlacié figyelheté megq. Ez 6sz-
szefligghet a thymusban és periférids szervekben taldlhato
Treg-sejtek eltéré GC-érzékenységével. Treg-sejtekben a GC
altal elinditott jelatviteli Utvonalak tisztdzdsa tovabbi vizs-
gdlatokat igényel.

Tamogatds: A munka az OTKA K105962 és a CABCOS II.
HUHR/1001/2.1.3 /0007 palydzat tdmogatdsdval készilt
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Treg abnormalities have been implicated in the pathogenesis of systemic sclerosis (SSc). Treg subpopulations and
their cytokines, IL-10 and TGF-3 in the peripheral blood of early stage SSc patients were investigated. We hypoth-
esized that epigenetically regulated methylation of the FOXP3 promoter and enhancer regions are altered in
Tregs of SSc patients, which might be involved in the T cell imbalance. CD4+CD25+Foxp3+CD127- Treg cells
were significantly elevated in patients with diffuse cutaneous SSc and in patients with anti-Scl-70/RNA-Pol-IIT au-
toantibody positivity and with lung fibrosis. Increased CD62L+ Treg cells were present in all SSc subgroups. The

Keywords: : X N : S

Epigenetic regulation production of immunosuppressive cytokines by both CD127- and CD62L+ Tregs was diminished. We observed
FOXP3 reduced methylation of Treg specific FOXP3 enhancer regions, and elevated FOXP3 gene expression in active SSc
IL-10 cases with negative correlation in the frequency of CD62L+IL-10+ Tregs. Our data indicate an inappropriate dis-

Regulatory T cells
Systemic sclerosis
TGF-p

tribution and cytokine production of Treg cells in early form SSc.

© 2017 Elsevier Inc. All rights reserved.

1. Introduction

Regulatory T cells (Treg) constitute up to 1-2% of human peripheral
blood mononuclear cells (PBMC) and 4-5% of the CD4+ T cells. They
have an essential role in maintaining the balance between immune ac-
tivation and tolerance [1]. Therefore changes in their number and/or
function might be important in the development of autoimmune dis-
eases, including systemic sclerosis (SSc) [2].

SSc is an autoimmune disease affecting multiple organs and is char-
acterized by fibrosis of the skin and visceral organs, vascular damage
and immune dysfunction [3-6]. Activation of T lymphocytes is consid-
ered to be a key stimulus in promoting the vascular abnormalities and
fibrosis observed in SSc [7,8]. As a result, activated T lymphocytes, espe-
cially CD4+ T cells, are readily detected in the circulation and in the af-
fected organs of SSc patients [9]. In addition, many studies also implicate
other elements of the immune system in the pathology of SSc, including
the presence of autoantibodies and elevated cytokine levels [10,11]. Due
to its involvement in the development of fibrosis in affected organs and
also in Treg development and function [4,12], transforming growth fac-
tor-beta (TGF-3) probably plays a role in SSc pathogenesis.

Several reports have shown that the ratio of Tregs is elevated in the
PBMC compartment in SSc, while some studies have reported normal or

* Corresponding author.
E-mail address: berki.timea@pte.hu (T. Berki).

http://dx.doi.org/10.1016/j.clim.2017.05.013
1521-6616/© 2017 Elsevier Inc. All rights reserved.

decreased Treg levels [13-16]. Nevertheless, it is generally thought that
abnormal immune suppression by Treg cells in SSc is due to a change in
the frequency and function of Tregs [13].

Beside the conventional definition of Tregs as CD4+-CD25high+Foxp3+
T cells, numerous studies have defined further Treg subsets based on
additional cell surface staining. Low levels, or no expression, of CD127 (in-
terleukin-7 receptor alpha chain) has been proposed as a Treg marker
amongst CD4+4-CD25high+ T cells [17], allowing the identification and
purification of live Treg cells. The most rigorous and precise approach to
identify Tregs remains expression of CD4, CD25 and transcription factor
Forkhead-box-protein-3 (Foxp3) in conjunction with CD127 negativity
[13]. CD62L (L-selectin), a homing receptor of lymphocytes to lymph
nodes, has been proposed to further distinguish the CD62L+ Treg sub-
populations with an active recirculation into lymph nodes. These cells
predominantly suppress naive T cell activation within the lymph nodes,
whereas CD62L- Treg cells primarily migrate into inflammatory sites
and suppress inflammation in peripheral tissues [18,19].

Recent evidence suggests that Foxp3 expression in Treg cells is
under epigenetic control [20]. A distinct DNA methylation pattern com-
bined with the formation of characteristic histone modifications estab-
lishes an open chromatin structure, thereby imprinting FOXP3
expression in Treg cells. In addition to three conserved non-coding se-
quences (CNS) demethylated or hypomethylated CpG regions in pro-
moter [21,22], upstream enhancer [23] and intronic enhancer [24]
provide stable long-term expression of the FOXP3 gene. These regions
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are the primary targets of epigenetic regulation and are necessary to
modulate its expression depending on the environmental cues T cells
receive [20]. In thymically derived natural nTreg cells these regions
are generally unmethylated resulting in stable Foxp3 expression,
whereas in induced iTreg cells they are hypomethylated [25], while in
effector T cells are fully methylated. Given the importance of stable
Foxp3 expression, we hypothesize that the methylation status of the
FOXP3 promoter and upstream enhancer regions are altered in SSc pa-
tients resulting in an imbalance between iTregs defined by CD62L-
and nTregs defined by CD62L+.

The aim of this study was to analyze the Treg subpopulations and
their cytokine (IL-10 and TGF-3) production in the peripheral blood of
early-stage SSc patients compared to healthy controls (HC) and to eval-
uate the changes in relation to the disease subgroups. We also analyzed
the CD4+-CD25-Foxp3+ T cells that are considered to comprise a reser-
voir pool for Treg cells. In addition we investigated the DNA methylation
status of CpGs within the FOXP3 promoter and upstream enhancer re-
gions which correlates to stable Foxp3 expression in nTregs [26].

We found that in PBMC of early-stage dcSSc cases with Scl-70 and/or
RNA-Pol-III autoantibody positivity there is a significantly increased
ratio of CD127- Treg cells with diminished IL-10 production when com-
pared to HCs. The CD62L+- Treg cells, which represent a small subgroup
of the peripheral Treg population with distinct recirculation pattern,
were also elevated in all SSc subgroups with less TGF-3 production
than in HC Tregs. The observation that the methylation of the FOXP3 en-
hancer region is lower in SSc-derived T cells than in HC corresponds to
the elevated CD62L+ nTreg ratios detected in dcSSc. These findings may
reflect on an inappropriate distribution and function of Treg cell sub-
populations in SSc patients.

2. Materials and methods
2.1. Patients

We recruited 26 SSc patients with early onset of the disease [20 fe-
males and 6 males; mean age (SD): 54.7 (12.6) years with the mean du-
ration of disease (SD): 2.5 (1.7) years] at the University of Pécs,
Department of Rheumatology and Immunology, classified as dcSSc
(19) or 1cSSc (7) based on the criteria proposed by LeRoy et al. [27]
(Table 1.). All patients fulfilled the 2013 ACR/EULAR SSc classification
criteria [28]. The onset of SSc was defined as the date of the first SSc-spe-
cific symptom other than Raynaud's symptom. Ten age- and gender-
matched healthy volunteers were investigated. All participants gave
their informed consent to the study. The study was approved by the Hun-
garian National Ethics Committee (84-256/2008-1018EKU) and was per-
formed according to the principles of the Declaration of Helsinki 2011.
Blood samples were collected using standard procedure in vacuum
tubes containing heparin. Pulmonary fibrosis was characterized by detec-
tion of fibrosis with high resolution CT and/or decreased forced vital ca-
pacity (FVC < 80%). Disease activity was also recorded according to the
European Scleroderma Study Group (EScSG) disease activity index and
the disease was considered active with index values >3. Thirty one per-
cent of all SSc patients (42% of dcSSc) received immunosuppressive
therapy (low dose corticosteroid (6-8 mg methylprednisolone) (3
patients) or cyclophosphamide + corticosteroid (5 patients) at the time
of blood collection (Table. 1).

2.2. Autoantibody measurements

Disease specific autoantibodies were measured using conventional
ELISA tests or by immunoblotting. After positive anti-nuclear antibody
(ANA) screening test (ANA-Ease ELISA Kit, Genesis, GD74), anti-CenpB
(Orgentec, ORG 633) and anti-Scl-70 (Orgentec, ORG 212-24) antibod-
ies were detected using antigen-specific ELISA tests. Anti-RNA polymer-
ase III (RNA-Pol-IIl) antibody was detected by immunoblot method

Table 1
Clinical and laboratory characteristics of the SSc patients enrolled.

SSc 1cSSc dcSSc
(n=26) n=7) (n=19)

General data

Age (years), mean (SD) 54.7 (12.6) 56.6 (8.0) 54 (14.0)

Gender (female), n (%) 20/26 6/7 (85.7%) 14/19
(76.9%) (73.7%)

Disease duration (years), mean (SD) 2.5 (1.7) 3.0(2.2) 2.37 (1.5)

Active disease?®, n (%) 15/26 3/7 (42.9%) 12/19
(57.7%) (63.2%)

Active disease (EScSG > 3), n (%) 8/26 (30.8%) 1/7 (14.3%) 7/19 (36.8%)

Organ involvement

Pulmonary fibrosis®, n (%) 17/26 3/7 (42.9%) 14/19
(65.4%) (73.7%)

Pulmonary arterial hypertension©, n 0/26 (0.0%)  0/7 (0.0%) 0/19 (0.0%)

(%)

Renal crisis, n (%) 1/26 (3.8%)  0/7 (0.0%) 1/19 (5.3%)

MRSS, mean (SD) 10.6 (10.6)  2.8(3.3) 13.1(10.9)

Antibodies

ACA+,n (%) 6/26 (23.1%) 4/7 (57.1%) 2/19 (10.5%)

Scl-70+/RNAPol-111 +, n (%) 12/26 1/7 (14.3%) 11/19
(46.1%) (57.9%)

Inflammatory laboratory parameters

Elevated ESRY, n (%) 4/26 (15.4%) 0/7 (0.0%) 4/19 (21.0%)
Hypocomplementaemia®, n (%) 4/26 (15.4%) 2/7 (28.6%) 2/19 (10.5%)
Elevated CRP', n (%) 9/26 (34.6%) 3/7 (42.9%)  6/19 (31.6%)

2 According to the European Scleroderma Study Group disease activity index (EScSG
index > 3).

b Jung fibrosis detected by high resolution CT and/or forced vital capacity <80%.
Right ventricle pressure > 40 mmHg measured by right heart catheterization.
Erythrocyte sedimentation rate > 30 mm/h.

Complement 3 < 0.9 g/l and/or complement 4 < 0.1 g/1.

C
d
e
' C-reactive protein > 5 mg/I.

(Euroimmune, DL 1532-1601 G), which was also used to confirm the
anti-CenpB and anti-Scl-70 autoantibody positivity.

2.3. Flow cytometric detection of regulatory T cell subpopulations

Multiparametric flow cytometry was performed on PBMCs isolated
by Ficoll density gradient centrifugation. Regulatory T cells and their
subgroups were determined using FITC conjugated anti-CD4 (Becton
Dickinson, RPA-T4), APC conjugated anti-CD25 (Becton Dickinson, M-
A251), PE-conjugated anti-Foxp3 (Becton Dickinson, 259D/C7),
PacificBlue conjugated anti-CD127 (BioLegend, AO19D5) and APC/Cy7
conjugated anti-CD62L (BioLegend, DREG-5C) antibodies. Intracellular
staining was performed by using Foxp3/Transcription Factor Staining
Buffer Set (eBioscience), following the manufacturer's instructions.
Fluorescence of labeled cells was recorded using a FACS Canto II flow
cytometer (Becton Dickinson, USA) and analyzed using FCS Express 4
software (De Novo Software, USA). Lymphocytes were gated based on
forward and sideward scatter (FSC and SSC). CD25+Foxp3+ conven-
tional Treg cells were determined as proportion of CD4+ cells. CD4+
cells were analyzed for CD25 and CD127 expression, and then the
CD25+4CD127- cells for Foxp3 positivity. CD62L+ Tregs (an activated
subgroup) were detected in the gated CD4+4-CD25+CD127-Foxp3+
cells (Fig. 1).

24. Cytokine detection

For functional analysis, PBMCs were stimulated with 25 ng/ml PMA
(Sigma)/1 pg/ml lonomycin (Sigma)/10 pg/ml Brefeldin (Sigma) in
RPMI for 4 h at 37 °C and their IL-10 and TGF-p cytokine production
was investigated by flow cytometry using PerCP/Cy5.5 conjugated
anti-TGF-P1 (BioLegend, TW4-2F8), PE/Cy7 conjugated anti-IL-10
(BioLegend, JES3-9D7) antibodies. Following cell surface CD4/CD25/
CD127/CD62L labeling, cells were washed and intracellular
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Fig. 1. Gating strategy for identification of Treg subpopulations. Combination of CD25, CD127, CD62L and Foxp3 markers were used for determining the percentages of Treg cells within the
CD4+ T cell population of SSc patients and healthy controls (HC). The CD25+/CD127- cells within the CD4+ cells (Gate 1) of HCs (Gate 2) and SSc cases (Gate 3) were compared (dot
plots), followed by the analysis of Foxp3 positivity (combined Treg detection) (upper histogram) in these gates. The CD62L positive cells (lower histogram) of HCs and SSC patients were

determined within the CD4+CD25+Foxp3+-CD127- cell population (extended labeling).

staining was performed using Foxp3/Transcription Factor Staining
Buffer Set (eBioscience) following the manufacturer's instruc-
tions. Fluorescence of labeled cells was measured using a FACS
Canto II flow cytometer (Becton Dickinson, USA) and analyzed
using FCS Express 4 software (De Novo Software, USA). Determi-
nation of IL-10 and TGF-B cytokine production within the
CD4+CD25+CD127-Foxp3+ cells and in the CD62L+ Treg cells
was performed.

2.5. Methylation analysis by pyrosequencing

Genomic DNA from B cell depleted lymphocytes was obtained using
the QIAamp DNA Micro Kit (Qiagen). Assays for quantification of meth-
ylation levels of CpGs in the target regions of FOXP3 promoter and up-
stream enhancer were designed by using the PyroMark Assay Design
software (Qiagen, Hilden, Germany). Primers and sequences are listed
in Supplementary Tables 1 and 2. Bisulfite conversion of DNA obtained
from PBMCs of all (nyc = 10; nssc = 24) was performed using the
EpiTectFast 96 Bisulfite Kit (Qiagen) according to the manufacturer's
protocol. PCR amplification steps were performed on a Vapo-Protect™
(Eppendorf, Wesseling-Berzdorf, Germany) with an initial denaturation
step at 95 °C for 5 min, 37 cycles of 95 °C for 30 s, primer-specific an-
nealing temperature of 60 °C for 30s, 72 °C for 45 s, and a final exten-
sion step at 72 °C for 7 min. The reaction mixture consisted of 5 pl
10x PCR buffer with MgCl,, 1 pl 10 mM dNTP mix, 2.5 pl of each for-
ward and reverse primer (final concentration 0.5 uM), 0.4 pl (final

concentration 1 U) Taq DNA polymerase (Roche Diagnostics, Mann-
heim, Germany), 36.6 ul PCR-grade water, and 2 pl template DNA
(70-200 ng). PCR products were visualized by electrophoresis in
1.0% agarose gel.

Bisulfite pyrosequencing was performed on a PyroMarkTMQ96 MD
Pyrosequencing System with the PyroMark Gold Q96 CDT Reagent Kit
(Qiagen). Pyro Q-CpG software (Qiagen) was used for data analysis.

2.6. Quantitative real-time RT-PCR (qRT-PCR)

Total RNA was isolated from B cell depleted lymphocytes using
RNeasy PlusMikro kit (Qiagen). Complementary DNA (cDNA) was gener-
ated from 25 to 400 pg RNA using oligo(dT);s primers (Thermo Scientific,
Waltham, MA, USA) for reverse transcription with Maxima reverse tran-
scriptase (Thermo Scientific). Real-time PCR was performed using the ap-
plied Biosystems® Real Time PCR 7500 (Applied Biosystems, Darmstadt,
Germany) utilizing iTaquniver SYBR green according to the
manufacturer's instructions (Bio-Rad, Ismaning, Germany). Amplification
was conducted for 40 cycles. Relative expression of FOXP3 was deter-
mined by normalizing expression of each gene to 32-microglobulin (for
primers see Supplementary Table 3).

2.7. Statistical analysis

Statistical evaluation was performed using SPSS v. 22.0 statistics
package (IBM, USA). Shapiro-Wilk test was used to test for normal
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distribution, before applying Student's t-test for normally-distributed
and non-parametric Mann-Whitney-U for not normally-distributed in-
dependent variables. Normally-distributed variables were expressed
as mean = standard error of the mean (SEM). Not normally-distributed
variables were expressed as medians and interquartile ranges (IQR).
Correlations between variables were identified by Spearman's rank cor-
relation coefficient. Given the explorative nature of the study, no correc-
tion for multiple testing was performed. P values <0.05 were considered
significant.

3. Results
3.1. Identification of Treg cells

In order to identify Treg cells in SSc patients with early form of the
disease and in HC subjects we used three combinations of markers
based on data of previous studies on Treg cells. We compared ‘conven-
tional’ CD4+CD25+Foxp3+ Treg cell staining with an ‘extended’ cell
surface labeling including CD4+CD25+4CD127-, and a ‘combined’
staining of CD4+CD25+Foxp3+CD127-, respectively (gating strategy
is shown in Fig. 1). First we tested the correlation of Foxp3+ and
CD127- cells within the CD4+CD25+ T cell population of all study sub-
jects and found a strong correlation between the proportions of CD127-
and Foxp3+ cells (p <0.001, r = 0.896) (Fig. 2A), which agrees with
previous reports [29,30]. Then we compared Treg ratios in SSc and
HCs using different marker combinations for identification of Tregs.
Using the conventional Treg markers and the cell surface staining
alone, not significant but similarly elevated Treg cell proportions
were detected in SSc patients (data not shown). With the
CD4+-CD25+Foxp3+CD127- marker combination we detected signifi-
cantly increased proportions of Treg cells in SSc patients, when com-
pared to the HC group (p < 0.05) (Fig. 2B). Based on these data, in our
subsequent experiments we used the CD4+CD25+Foxp3+CD127-
markers for identification of peripheral Treg cells (CD127-Treg),
which is considered to be the most accurate and rigorous marker com-
bination [13].

3.2. Elevated CD127- Treg cell frequencies with decreased IL-10 cytokine
production in dcSSc

Since we detected a significantly increased CD127- Treg cell
frequency within the CD4+ T cells of SSc patients using the ‘com-
bined’ labeling strategy, then we separated the SSc patients into
subgroups such as limited or diffuse cutaneous SSc (1cSSc and
dcSSc), the presence of autoantibodies and the presence or ab-
sence of pulmonary fibrosis. We found that patients with dcSSc,
anti-Scl-70 and anti-RNA-Pol-IIl autoantibody seropositivity and
patients with pulmonary fibrosis had significantly increased
frequencies of CD127- Treg cells when compared to the HC
group (p < 0.05) (Fig. 3A).

In addition, we also characterized Treg cells based on their cytokine
production, including IL-10 and TGF-P. In SSc patients, we found a sig-
nificantly lower proportion of IL-10 producing Tregs (p < 0.05) com-
pared to HC, which was mainly attributed to the 1cSSc group (Fig. 3B).
When stratifying the SSc group according to the presence of autoanti-
bodies, the ACA+ (anti-centromere antibody) group showed a signifi-
cantly decreased frequency of IL-10 positive Treg cells (p < 0.05),
when compared to HC (Fig. 3B). The proportion of TGF-3 producing
Treg cells did not differ in any subgroups of the disease.

3.3. Elevated proportions of CD62L+ Tregs with decreased TGF-{3 produc-
tion in SSc

In order to analyze Treg cells with different homing nature, we also
measured the frequency of CD62L+ (L-selectin) Tregs within the
CD4-+CD25+Foxp3+CD127- Treg cell subgroup and their cytokines.
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Fig. 2. Identification of Tregs and correlation between Foxp3+ and CD127- Treg cells. (A)
The percentages of CD4+CD25-+Foxp3+ cells were correlated with the percentages of
CD4+CD25+CD127- cells in all individual study subjects (HCs and SSc patients). A
strong correlation was found between combined labeled CD4+CD25+Foxp3+ and the
cell surface labeled (CD4+CD25+-CD127-) Treg cells within the CD4+ T cell population
(p <0.001, r = 0.896, n = 36). (B) With the extended labeling protocol we detected
significantly increased proportions of CD127- Treg cells (CD4+CD25+Foxp3+CD127-)
as percentage of CD4+ T cells in SSc patients, when compared to the HC group (*p <
0.05, nssc = 26, nyc = 10). Boxes show IQR, whiskers indicate lowest and highest
values, horizontal lines represent medians.

A significantly higher proportion of CD62L+ Tregs were detected in
SSc patients, when compared to HCs (p < 0.05) (Fig. 4A). We then strat-
ified SSc patients into subgroups according to disease type (lcSSc,
dcSSc), the presence of autoantibodies, the presence or absence of pul-
monary fibrosis and disease activity. Significantly increased proportions
of CD62L+ Tregs were detected in all subgroups, except in the aAb-,
and ACA+ cases (Fig. 4A).

Then we analyzed the frequency of cytokine producing CD62L+ Treg
cells and found a much higher proportion of IL-10 and TGF-3 producing
cells than in the total CD127- Treg population. In both 1cSSc and dcSSc pa-
tients we found decreased frequency of TGF-3 producing CD62L+ Tregs
compared to HC (p < 0.05) (Fig. 4B, right panel). The proportion of IL-10
producing CD62L+ Treg cells did not differ (Fig. 4B, left panel). When
stratifying the SSc group according to the presence of autoantibodies,
the aAb-, ACA+, and Scl-70+4-/RNA-Pol-Ill4 subgroups showed signifi-
cantly decreased proportions of TGF-3 positive CD62L+ Treg cells (p <
0.05), when compared to HC (Fig. 4B, right panel).
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and in the ACA+ group (*p < 0.05, naca+ = 6, nyc = 10), when compared to HC. A similar tendency, but not significant decrease of IL-10 producing Tregs was observed in all other disease
subgroups. The proportion of TGF-3 producing Treg cells did not differ in the disease subgroups (right panel). Boxes show IQR, whiskers indicate lowest and highest values, horizontal lines

represent medians.

3.4. Abundance of CD4+CD25-Foxp3 + T cells

The evidence that human CD4+CD25- cells containing Foxp3+ T
cells convert to a CD25+ Treg phenotype upon homeostatic expansion
[31], prompted us to investigate whether this CD4+-CD25-Foxp3+- res-
ervoir population is affected in SSc patients. We detected a non-signifi-
cant tendency to lower percentages of CD4+CD25-Foxp3+ T cells in
SSc, when compared to HC. In SSc patients without pulmonary fibrosis
the percentage of CD4+4-CD25-Foxp3+ T cells was significantly lower
compared to the SSc group with pulmonary fibrosis (p < 0.05) (Fig. 5).

3.5. FOXP3 gene expression is elevated in active SSc patients

We also assessed FOXP3 gene expression with qRT-PCR in B cell de-
pleted lymphocytes of SSc patients. Relative gene expression values
(RQ) were calculated by comparing the individual gene expression level
in SSc patients to the average of HCs samples adjusted to RQ = 1. We
found a significantly higher number of patients (7 of 14) with upregulated

FOXP3 expression (RQ > 2) in the active disease group (Table 2) compared
to the inactive disease group (1 of 11). When we analyzed the correlation
between FOXP3 gene expression and the previously defined Treg cell sub-
groups we found an inverse correlation between FOXP3 RQ values and the
proportion of IL-104+-CD62L+ Treg cells (Fig. 6).

3.6. CpGs within the FOXP3 upstream enhancer are hypomethylated in SSc
patients compared to HCs

As FOXP3 gene expression was up-regulated in several SSc patients,
we determined the methylation status of the proximal promoter and
upstream enhancer CpG regions of the FOXP3 gene locus. No significant
differences in the promoter methylation status were observed in any
groups of SSc patients compared to HCs (data not shown). Methylation
analysis of the FOXP3 upstream enhancer 1 and 2 regions revealed lower
percentages of methylation at specific CpGs in SSc patients compared to
HCs. Significant hypomethylation was found in CpG 3 and 7 sequences
of the FOXP3 upstream enhancer 2 region (Fig. 7).
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3.7. Effects of immunosuppressive therapy on the distribution of Treg cell
subsets

We also analyzed the possible effect of immunosuppressive therapy
on the proportions of Treg cell subtypes and their cytokine production.
We found no significant difference of total Treg proportions between
SSc patients who received immunosuppressive therapy (3.5 + 0.5%; n
= 8) and those who did not receive immunosuppressive therapy (3.8
+ 0.4%; n = 18). Similarly, CD62L+ Treg subpopulations were not sta-
tistically different (untreated: 38.8 4+ 6.4%; n = 18; treated: 28.1 +
8.6%; n = 8). Therapeutic treatment did not have a significant effect
on the cytokine production of Treg cells or any other parameters mea-
sured (data not shown).

4. Discussion

SSc is a chronic progressive disease with extensive dermal and vis-
ceral inflammation, vascular damage and autoantibody production, in-
dicating the involvement of immunological processes. Treg cells have
been identified as crucial cells in limiting the extent of cellular and hu-
moral immune responses. The number and activity of Treg cells may sig-
nificantly affect the course of the disease [32]. Our first objective in this
study was the identification of Treg cells within the CD4+ T cell

Table 2
Association between FOXP3 gene expression and clinical features in SSc.
FOXP3
Number of cases up normal P-value
Activity
yes 14 7 =0.042
no 11 1 10
Pulmonary fibrosis
yes 16 4 12 =0.394
no 9 4
Autoantibody
ACA+ 9 4 5 =0.581
Slc70+ 5 1 4
Other + 11 3 8
Subset
lcSSc 7 3 =0.64
dcSSc 18 5 13
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Fig. 6. Relationship between FOXP3 gene expressions and the Treg cell frequency. A
significant negative correlation was found between the relative FOXP3 gene expression
(RQ values) and the CD62L+IL-10+ Treg proportions (*p < 0.009, r = —0.580, n = 26)
in SSc patients.

population using various cell surface and intracellular marker combina-
tions, including the detection of the intracellular Foxp3 transcription fac-
tor involved in CD4+4-CD25+ Treg differentiation [1]. For live Treg cell
isolation cell surface labeling is conventionally used and the
CD4-+CD25high+CD127- phenotype based Treg analysis showed close
correlation between the Foxp3+ and CD127- Tregs also in our study.
However, using both Foxp3 positivity and CD127 negativity of the
CD4+CD25+ T cells for Treg cell identification [29,33] revealed signifi-
cant differences between the Treg cell frequencies of SSc patients and HCs.
Earlier investigations suggested increased Treg proportions [13,14,
34], while others reported decreased levels in SSc patients [ 15]. Howev-
er, there is general agreement in the literature that patients with active
form of disease have increased numbers of circulating Tregs with de-
creased functional capacity [13,32,35]. Of note, in our study we investigated
patients with early stage, active disease, and found increased proportions of
functionally impaired Treg cells, which is in agreement with the above-
mentioned earlier reports. We hypothesize that this may occur as a result
of provision of IL-2 by the FoxP3-, activated conventional T cells in the
inflammatory milieu that may lead to expansion of FoxP3+ Tregs by
increased proliferation and/or decreased apoptosis [36]. Second, some
Tregs may switch to a pro-inflammatory phenotype in the presence of
specific cytokines [32,37], and such Tregs may still express FOXP3, and
the immunosuppressive cytokines IL-10 and TGF-p at decreased levels.
One of our consistent findings is that the proportion of CD127- Treg
cells is elevated in the early disease stage of SSc patients compared to HC
subjects. The statistically significant higher Treg proportions were more
pronounced in severe forms of the diseases, such as dcSSc cases with
Scl-70 and RNA-Pol-III autoantibody positivity and pulmonary fibrosis.
Although no consensus has been reached regarding changes in Treg
subpopulations in SSc [32], our data support the finding of increased
Treg levels in the peripheral blood of SSc patients due to the elevated
frequency of CD62L+ Tregs representing the natural or thymic Treg
cell population and a group of central memory Tregs [19] both with a re-
circulation pattern into the lymphatic organs suppressing the activation
of naive CD4+ T cells. As an important subset within the Treg cells in
murine studies, CD62L+ Treg cells have been shown to possess signifi-
cantly higher inhibitory capacity than their CD62L- Treg counterpart
[38]. In another study in coeliac disease patients CD62L+ Treg cells
were described as lymphoid tissue homing proportion of Tregs, while
CD62L- Tregs as mucosal homing cells responsible for the tissue im-
mune homeostasis [39]. In SSc, there is not only an imbalance between
the CD62L positive and negative Treg cells, but their functional capacity
is also disturbed in terms of reduced IL-10 secretion by the total Treg
group and in terms of TGF-B production by the CD62L+ Treg subset.
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Since the Treg-derived anti-inflammatory cytokines play a central role
in suppression of immune response and in preventing inflammatory
and autoimmune pathologies [40], such a decrease in IL-10 positive
Treg cells in the face of increased proportions of Treg cells could be
due to a functional exhaustion of the Treg cells, similar to other T cell
populations [41,42]. Of note, in our study, no decreased production of
IL-10 was observed in the CD62L+ Treg cell population, which may sug-
gest that the CD62L- Treg cell subpopulation(s), (in human studies also
called Tr1 [43] or CD62L- effector memory Treg cells [19]) are defective
in IL-10 production. This cell group has been shown to be responsible for
the balance of tissue homeostasis, and inhibition of inflammatory re-
sponses in the skin and mucosa. Our finding, that elevated FOXP3 gene
expression is characteristic in SSc patients with active forms of the dis-
ease and inversely correlate with the proportion of CD62L+IL-10+
Tregs also support the functional impairment of the effector memory
Treg cells in SSc. Another important cytokine in the functioning of
Treg cells is TGF-3 [44], levels of which were decreased in the
CD62L+ Treg cell population, but not in the total Treg cells. This finding
supports the functional impairment of CD62L+ nTregs and central
memory Tregs, while the peripherally induced Treg subpopulation
(also called Th3), which is known to produce TGF-p is not affected
[43]. The mechanism underlying the functional changes in IL-10 and
TGF-p expression by FoxP3+ Treg cells is not well defined, however
there is emerging evidence that epigenetic mechanisms, such as DNA
methylation status, histone modifications and non-coding RNAs might
be involved in SSc pathogenesis [45]. Methylation status of the proximal
promoter and upstream enhancer CpG regions of the FOXP3 gene locus
may play a role in stabilization of the FoxP3-positive Treg cell pheno-
type. Unmethylated FOXP3 gene locus promoter and enhancer regions
provide stable long-term expression of the FOXP3 gene which is charac-
teristic for the thymically derived nTreg cells, hypomethylated FOXP3
enhancer region is characteristic for induced iTregs and it is fully meth-
ylated in conventional T cells. Our methylation analysis of the FOXP3
genes revealed hypomethylation at all CpG sites of the FOXP3 enhancer
regions in SSc T cells compared to that of HCs with significantly dimin-
ished methylation in 2 specific CpG sites. This observation support an el-
evated stable FoxP3-expressing cell population in SSc patients which is
consistent with our flow cytometric finding regarding the increased
CD62L+FoxP3+ Treg proportions in SSc patients as found by others
[25].

We observed a tendency of decreased CD4+CD25-Foxp3+ T cell
frequency in all SSc patients but significant alteration was only in pa-
tients without lung fibrosis. Of note, the CD4+CD25-Foxp3+ T cells
are considered to comprise a reservoir pool for Treg cells that can be re-
cruited to the CD25+ pool upon homeostatic expansion and/or

activation [31]. We hypothesize that depletion of the CD4+CD25-
Foxp3+ T cell pool could be due to a robust increase in Tregs, as sug-
gested by our data. Mechanistically this could reflect a high conversion
rate of the CD4+4-CD25-Foxp3+ T cells into the CD4+4-CD25+Foxp3+
Treg pool that outpaces the generation of CD4+CD25-Foxp3+ T cell
reservoir. Additionally, it can be envisioned that exhaustion of the
CD4+-CD25-Foxp3+ T cell population, or changes in T cell populations
that are involved in the generation of the CD4+CD25-Foxp3+ pool
(similarly to that described in conditions of chronic antigen persistence,
e.g. chronic infections or cancer), could underlie the reduction in
CD4+CD25-Foxp3+ T cells in SSc [41,42]. Since these cells might be
the source of induced iTregs, it would not be surprising if an imbalance
between nTreg and iTreg cells also existed in SSc patients.

In summary, our data demonstrate an imbalance (increased relative
proportion) of regulatory T cell subsets and abnormalities in TGF-3 and
IL-10 cytokine production by Treg cell subsets in SSc patients. The pro-
portional changes were attributable to disease stage and autoantibody
status. We also detected hypomethylation of CpG sites in the enhancer
region of FOXP3 in SSc patients. These data suggest that epigenetic
mechanisms may underlie, at least in part, the imbalance of Treg cell
function in SSc. Further studies should reveal the impact of such immu-
nological changes on the pathogenesis and progression of SSc.
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ARTICLE INFO ABSTRACT

Keywords: Objective: Despite the fact that glucocorticoids (GC) are important therapeutic tools, their effects on regulatory T

Dexamethasone cells (Treg) are not well defined. The aim of our work was to investigate how GCs influence in vivo the thymic

Treg (tTreg) and peripheral Treg (pTreg) differentiation, survival and cytokine production.

Foxp3 e Methods: Tregs were detected with flow cytometry in lymphatic organs of 4-6 weeks old BALB/c mice after re-

I(il_ticoocortlcmd receptor peated (2-4 days), high-dose in vivo GC treatment using CD4/CD25 cell surface and Foxp3/IL-10/TGFp/gluco-

TGFp corticoid receptor (GR) intracellular staining. Cytokine, Foxp3, and GR mRNA levels of sorted CD4*+CD25"" T
cells were analyzed using RT-PCR. Foxp3 and GR localization in Treg cells was investigated with confocal mi-
croscopy.

Results: GC treatment of mice resulted in increased relative tTreg frequency in the thymus, which was due to
decreased total thymocyte numbers with unchanged absolute tTreg cell count. In contrast the relative pTreg cell
ratio in secondary lymphatic organs decreased or showed no changes after GC treatment, while the absolute
number of pTregs decreased. Elevated intracellular IL-10" and TGF* tTreg and pTreg ratios were measured
in GC-treated animals, accompanied with elevated Foxp3 mRNA expression. In addition, GC treatment caused
increased TGFp and IL-35 mRNA expression in CD4*CD25M8"+ splenic and elevated IL-10 mRNA level in thymic
tTregs. GR expression of thymic tTreg cells was lower than in pTregs. GC treatment caused an opposite change
in GR levels, elevating GR in tTregs but decreasing it in pTregs. We observed a nuclear localization of GR in both
tTregs and pTregs, which showed high colocalization (~60%) with Foxp3 transcription factor. These data sug-
gest an interaction of these two transcription factors with further increase due to GC treatment in splenic pTregs.
Conclusion: Our data show selective survival of tTregs and elevated production of immunosuppressive cytokines
by Treg cells after GC treatment, which may contribute to the immunosuppressive effects of GCs.

and lowering the risk for developing autoimmune diseases and al-

1. Introduction

Regulatory T cells (Treg) are a specialized subpopulation of T cells
(Sakaguchi et al., 2010; Shevach and Thornton, 2014) that play a
key role in maintaining tolerance to self-antigens (Sakaguchi et al.,
2009; Vignali et al., 2008) and in suppression of excessive immune
responses after antigenic stimulation (Sakaguchi et al., 2008; Vila et
al.,, 2009), thereby helping in maintaining an immune homeostasis

lergies. Some of the clinically important issues are their participa-
tion in prevention of organ rejection after transplantation and toler-
ance to a fetus by the mother (Kisielewicz et al., 2010). The best
described subsets of Treg cells are: (A) the thymus-derived natural
Treg cells (tTreg), which are generated during thymic negative selec-
tion and preferentially recognize self-antigens, and (B) the induced
Treg (iTreg) cells converted from conventional CD4* T cells in the
periphery (Apostolou and von Boehmer, 2004; Kretschmer et al.,
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2005), recently also named peripheral Treg cells (pTreg). Both tTregs
and pTregs are positive for cell surface markers CD4 and CD25 and ex-
press the characteristic transcription factor Foxp3 (Forkhead box pro-
tein 3) (Hori and Sakaguchi, 2004; Kretschmer et al., 2005; Sakaguchi
et al., 1995) for the acquisition of their immunosuppressive phenotype
and function (Kim, 2009; Schmetterer et al., 2012). Foxp3 represents a
rare example of a lineage specification factor (Rudra et al., 2012) with
a specialized role in supporting differentiation and function of a single
cell type, and therefore it is considered a “master regulator” of Tregs
(Sakaguchi et al., 2010; Veiga-Parga et al., 2013). As a transcription
factor, Foxp3 interacts with multiple other transcription factors known
to be involved in activation, differentiation, and response of CD4* T
cells (Kanamori et al., 2016; Katoh et al., 2013; Sadlon et al., 2010).
Foxp3 may also act as a transcriptional co-repressor since it inhibits
the activity of NFkB, CREB, and ROR«a and also can transcriptionally
repress IL-2 and maintain suppressor functions of Tregs by interact-
ing with NFAT transcription factor (Schmetterer et al., 2012; Selvaraj,
2013). Treg cells mediate their immunosuppressive and regulatory func-
tion by direct cell-cell interaction or via secretion of immunosuppres-
sive cytokines such as TGFp (member of transforming growth factor beta
superfamily) (Kretschmer et al., 2005), IL-10, or IL-35, the recently de-
scribed Treg cytokine (Saraiva and O'Garra, 2010; Wang et al., 2016).

Glucocorticoid hormone (GC) is a primary stress hormone neces-
sary for life, and it regulates numerous physiologic processes to main-
tain homeostasis (Kadmiel and Cidlowski, 2013; Oakley and Cidlowski,
2013). Despite their multiple side effects and broad organ-specificity,
high-dose synthetic GC analogues are frequently used in the therapy
of autoimmune diseases, hematological malignancies and allergies. GC
analogues have been shown to influence immune functions by promot-
ing the apoptosis of immature double positive (DP) thymocytes (Berki
et al., 2002a; Prenek et al., 2017; Talabér et al., 2009) and to trig-
ger complex anti-inflammatory actions by influencing both the mole-
cular and cellular components of the immune system (Buttgereit and
Scheffold, 2002). They mediate their biological effects by binding to in-
tracellular glucocorticoid receptors (GRs) that can act through genomic
and non-genomic mechanisms. Ligand-occupied GRs can act through ge-
nomic pathways as transcription factors and induce or repress the tran-
scription of numerous genes by directly binding to DNA response el-
ements and/or by physically associating with other transcription fac-
tors (Oakley and Cidlowski, 2013). A number of genes that are up-reg-
ulated via the transactivation mechanism exhibit anti-inflammatory ac-
tions, but GR can also act via transrepression and lead to down-reg-
ulation of inflammatory cytokines, such as TNFa, IL-12 and IFNy (De
Bosscher and Haegeman, 2009). Transrepression can be mediated by di-
rect interaction of GR with other transcription factor(s), including NFkB,
AP-1, CREB, NFAT, STAT6, IRF3, STAT3, GATA-3, and T-bet (Ratman
et al., 2013).

Our group previously published that high dose GC treatment in-
duces the apoptotic death of immature, developing CD4*CD8* double
positive (DP) thymocytes, via a non-genomic GC hormone action by
mitochondrial translocation of ligand-bound GR (Prenek et al., 2017;
Talabér et al., 2009). Since naturally arising Tregs develop in the thy-
mus from DP thymocytes, our question was how tTregs respond to
high dose GC treatment. The current literature is controversial regard-
ing the effect of glucocorticoid (GC) treatment on the activity or fre-
quency of Tregs, but there is evidence that utilizing GCs may help
to induce Tregs (Calmette et al., 2014; Mathian et al., 2015; Stary
et al., 2011). Since both Treg cells and GC hormones exert their im-
munosuppressive effects by influencing cytokine production and cell
activation, it was an interesting question to investigate their syner-
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gistic effects. Studies about the sensitivity of Treg cells to GCs in mice
reported both increased and decreased proportions of Treg cells after
dexamethasone (DX) treatment. In BALB/c mice increased proportions
of CD47CD25" Treg cells in thymus and spleen and higher levels of
Bcl-2 and GR in CD4*"CD25" cells compared to CD4*CD25 " cells were
observed (Chen et al., 2004), however, the authors did not use Foxp3
for Treg identification. Administration of IL-2 and DX in another study
also resulted in higher proportion of Foxp3*CD4*CD25* Treg cells in
secondary lymphoid organs (Chen et al., 2006) without examining the
thymus. On the other hand, studies investigating Treg cells in a murine
model for asthma suggested that treatment with corticosteroids limits
the development of Treg cells; however, in this study Foxp3 was not
used to identify Treg cells (Stock et al., 2005). DX administration in a
multiple sclerosis mouse model resulted in the decrease of the relative
frequency of CD4*Foxp3* Treg cells in the spleen, as well as in the
spinal cord lesions of GRA*GRI®kCre mice (Wiist et al., 2008).

In view of the controversial reports published recently on the GC
sensitivity of Treg cells and their effects on Treg functions we wanted
to gain a more complete picture regarding Treg cells as identified by
CD4/CD25/Foxp3 markers. We first investigated the Treg ratio and ab-
solute cell numbers and their inhibitory cytokine production in thymus,
blood and different peripheral lymphatic organs of control and high
dose GC-treated BALB/c mice. We also studied the GR and Foxp3 ex-
pression level and localization and the GR and Foxp3 colocalization in
tTreg and pTreg cells after GC treatment. Thymic tTreg cells showed
GC resistance, while peripheral Treg cells were sensitive to GC treat-
ment. We found a strong GC-induced upregulation of cytokine synthesis
in Tregs and a significant colocalization of the two transcription factors
(GR and Foxp3), which can explain the synergistic immunosuppressive
effects of the GCs and Tregs.

2. Material and methods
2.1. Animals

Four to six-weeks-old BALB/c mice were kept under conventional
conditions and provided with pelleted rodent chow and acidified water
ad libitum. All animal experiments were carried out in accordance with
the regulations set out by the University’s committee on animal experi-
mentations (#BA 02/2000-16/2015).

2.2. Invivo GC treatment

Mice were treated each day with intraperitoneal injection of 20 mg/
kg bodyweight of dexamethasone (Oradexon, N. V. Organon) for
1-4 days. Untreated mice served as controls. The mice were euthanized
24 h after the last injection. Thymus, spleen, peripheral lymph nodes
and Peyer’s patches were removed and homogenized mechanically in
PBS containing 0.1% BSA and 0.1% NaNs, followed by filtration through
a nylon mesh. Anticoagulated blood samples were obtained 1, 2, 4, 8, 24
and 48 h post a single dose DX injection. Cell viability was determined
using a hemocytometer and trypan blue dye exclusion test.

2.3. Antibodies and fluorochromes

The following antibodies were used for flow cytometry:
anti-CD4-FITC (IBI clone YTS 191; Department of Immunology and
Biotechnology (DIB) Pécs, Hungary), or anti-CD4-PE-Cyanine5 (PE-Cy5)
(clone RM4-5) and anti-CD25-PECy7 (clone PC61) and anti-CD8-PE
(clone: 53-6.7) (all from BD Pharmingen, San Jose, CA, USA) and
anti-LAP (TGFp)—PerCP (BioLegend, clone TW7-16B4) for cell sur-

face antigens. Intracellular  anti-Foxp3-PE (clone 3G3,
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Exbio, Czech Republic), anti-IL-10-APC (clone JES5-16E3, BioLegend,
San Diego, CA, USA), and anti-GR-FITC (Clone 5E4-B1, produced in our
laboratory, Pécs, Hungary) (Berki and Németh, 1998). Monoclonal anti-
bodies were used according to the staining procedure of the eBioscience
Foxp3 staining kit (eBioscience, San Diego, CA, USA).

For confocal microscopy the following antibodies were used:
anti-CD4-Pacific Blue (BD Pharmingen, clone RM4-5), anti-Foxp3-Alexa
Fluor 647 (BioLegend, clone 150D), anti-GR-FITC (Clone 5E4-B1, Hun-
gary). PromoFluor Antifade Reagent (PromoKine, Heidelberg, Germany)
was used to prevent bleaching.

For FACS separation of Treg cells anti-CD4-PE (clone YTS 191.1.2,
ImmunoTools, Friesoythe; Germany), and anti-CD25-PE-Cy5 (clone
PC61.5, eBioscience) antibodies were used.

2.4. Flow cytometry

1 x 10° cells were stained with anti-CD4-FITC and anti-CD25-PerCP
antibodies followed by two washing steps. Then the cells were incu-
bated in e-Bioscience fixation/permeabilization buffer and stained with
anti-Foxp3-PE and anti-GR-FITC intracellular antibodies. After 2 wash-
ing steps, cells were fixed in 300 pl FACS-Fix [9 pl 35% formalde-
hyde (Sigma-Aldrich) + 291 pl phosphate-buffered saline] and mea-
sured with a FACSCantolI flow cytometer (Becton Dickinson, San Jose,
CA, USA) and analyzed using the FCS Express 4 Flow Research Edi-
tion software. Thymocyte subpopulations were gated based on their cell
surface CD4/CD8 staining. Treg cells were determined in the CD4 gate
based on their CD25/Foxp3 positivity. GR expression of T cell subpopu-
lations and Treg cells was determined on histogram overlays by analyz-
ing the FL-1 mean fluorescence intensities (MFI) separately.

2.5. Stimulation and staining of cells for cytokine detection

For cytokine detection thymocytes or splenocytes of DX treated and
control animals were stimulated with 25 ng/ml PMA (Sigma-Aldrich),
1 pg/ml Ionomycin (Sigma-Aldrich) and 10 pg/ml Brefeldin A
(Sigma-Aldrich) in RPMI-1640 medium (Sigma-Aldrich) containing 10%
FCS (Gibco) at 37 °C in a CO, incubator for 24 h. Cytokine detec-
tion was performed on 10° cells/samples in binding buffer [PBS con-
taining 0.1% bovine serum albumin (BSA) and 0.1% NaNj (both from
Sigma-Aldrich)] after anti-CD4-FITC, anti-CD25-PECy7, and anti-LAP
(TGFp)-PerCP cell surface staining and intracellular anti-Foxp3-PE and
anti-IL-10-APC antibody labeling according to the staining procedure
of the eBioscience Foxp3 staining kit. Samples were measured with a
FACS Canto II cytometer and analyzed using the FCS Express 4 Flow Re-
search Edition program. In the lymphocyte gate CD4*/CD25" T cells
were gated and the Foxp3"TGFp* and Foxp3*IL-10" cell ratios were
determined.

2.6. CD4™" T cell isolation and purification

CD4* T cells were isolated by negative selection using EasySep
Mouse CD4* T Cell Enrichment Kit (Stemcell Technologies, Vancouver,
Canada) following the manufacturer’s instructions. Briefly, after isola-
tion of thymocytes or splenocytes 1-1.5 x 108 cells/ml were suspended
in recommended medium (PBS, containing 2% FBS, 1 mM EDTA) in a
5ml (12 x 75 mm) polystyrene tube, and the EasySep™ Mouse CD4 ™"
T Cell Pre-Enrichment Cocktail was added at 50 pl/ml cell suspen-
sion and incubated at room temperature (15-25 °C) for 15 min. Then
the EasySep™ Biotin Selection Cocktail was added at 150 pl/ml cell
suspension, mixed and further incubated for 15 min at room temper-
ature (15-25°C). Then EasySep™ D Magnetic Particles
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were added at 150 pl/ml of cells, mixed and incubated at room tem-
perature (15-25 °C) for 10 min. The tubes were placed into the magnet
with a total volume of 2.5 ml for 5 min and the supernatant was used
for further experiments. The purity of the cells (assessed by CD4-FITC
and CD8-PE labeling of thymocytes and splenocytes) used in further ex-
periments was >96%.

2.7. Labeling of cells for confocal laser scanning microscopy

After negative selection, CD4" thymocytes and splenocytes were
stained with anti-CD4-Pacific Blue for 30 min. Then the cells were
washed in PBS and fixed and permeabilized using the eBioscience Foxp3
staining kit, and labeled with anti-Foxp3-Alexa647 and anti-GR-FITC
intracellular antibodies. After labeling and washing, the cells were cy-
tospinned onto slides. The excess fluid was carefully aspirated and the
slides were covered using PromoFluor Antifade Reagent.

Olympus Fluoview FV-1000 laser scanning confocal imaging system
was used for acquiring visual data in three separate channels (FITC or
green for GR, far-red for Foxp3, UV for CD4) with an Olympus Flu-
oview FV-1000S-IX81 image acquisition software system. Colocalization
analysis was performed using the open source software BioimageXD on
far-red and green channels of images acquired by confocal laser mi-
croscopy. To quantify the degree of colocalization, we calculated and
compared the number of colocalized pixels in individual Treg cells. The
thresholds of images were auto-set and compared by Manders method of
colocalization (Manders et al., 1993). The quantification of fluorescence
was achieved by conversion of the standardized pictures taken from the
confocal microscope into 8-bit gray-scale images using the open source
software ImageJ. The standardized pictures from the confocal micro-
scope were all handled in the same manner with the same values for im-
age processing to allow comparison of fluorescence intensity. Therefore
first thresholds were set to reduce image noise and particles touching
the edge of the image were excluded. Remaining artifacts and other in-
terfering effects were excluded manually from pixel analysis.

2.8. Isolation of Treg cells for RT-PCR

Thymocytes and splenocytes were collected and stained with
anti-CD4-PE and anti-CD25-PE-Cy5. Stained cells were then analyzed
using BD FACSAriall Cell Sorting System with BD FACSDiva Software
(BD Biosciences). Cells in the lymphocyte gate were sorted based on
CD4 expression and high expression levels of CD25.

2.9. RNA preparation and quantitative RT-PCR

RNA was isolated from 10° CD4*CD25M8h* cells using NucleoSpin
RNA XS kit, and cDNA was prepared using random oligo(dT) primers
(Applied Biosystems). Gene expression was quantified with the SYBR
Green method using the Applied Biosystems 7500 RT-PCR system. The
relative expression levels were determined by normalization to actin
housekeeping gene, and results were presented as fold induction com-
pared to unstimulated Treg mRNA levels (RQ). Primer sequences were
as follows: B-ACTIN (Forward) 5'- GGG AGG GTG AGG GAC TTCC —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 —3’; IL-10 (Re-
verse) 5'- CTG CTC CAC TGC CTT GCT CTIT ATT -3’; Foxp3 (For-
ward) 5- TAC TTC AGA AAC CAC CCC GC —3’; Foxp3 (Reverse)
5’- GTC CAC ACT GCT CCC TTC TC —3’; TGFpl (Forward) 5- GAC
TCT CCA CCT GCA AGA CC 3’; TGFp1 (Reverse) 5- GGA CTG GCG
AGC CTT AGT TT-3’; IL-35 [Ebi3 (Forward) 5- AGC AGC AGC CTC
CTA GCC T -3 Ebi3 (Re-
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verse) 5- ACG CCT TCC GGA GGG TC —3’; IL12a (Forward) 5'- TGG
CTA CTA GAG AGA CTT CTT CCA CCA —3’; IL12a (Reverse) 5'- GCA
CAG GGT CAT CAA AGA C —3’]; mouse GR (Forward) 5- TGG TGT
GCT CCG ATG A-3’; mouse GR (Reverse) 5-AGG GTA GGG GTA AGC
-3

2.10. Statistical analysis

Statistical evaluation was performed using SPSS v. 22.0 statistics
package (IBM, Armonk, NY, USA). Variables were expressed as
mean + SEM. Student’s t-test was used to compare data between the in-
vestigated groups. P values < 0.05 were considered significant.
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3. Results
3.1. Effect of DX treatment on thymic and peripheral Treg cells

In our previous studies we have shown that in vivo DX treatment re-
sulted in a concentration-dependent depletion of DP thymocytes (Berki
et al., 2002a; Talabér et al., 2009) by inducing the mitochondrial apop-
totic pathway (Prenek 2016). Based on these data we were interested
in determining the effect of high dose therapeutic GC hormone treat-
ment on thymic tTreg and also pTreg cells that play a key role in
physiological immunosuppression. After repeated (2x) 20 mg/kg DX
treatment, in the thymus the immature double-positive (DP) thymo-
cytes largely disappeared, their proportion dropped from 77.9% to
7% (Fig. 1A). The proportion of the most immature double-negative
(DN) and single-positive (SP) thymocytes increased (DN: 3.7-fold, CD4

SP: 4-fold, CD8 SP: 4.9-fold) (Fig. 1A, upper
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Fig. 1. (A) Effect of repeated (2x) high-dose (20 mg/kg) DX treatments on the lymphoid cell composition of the thymus and spleen. In the thymus we observed increased proportions of
double-negative and single-positive cells as a result of almost complete depletion of double-positive cells after repeated DX treatment. In the spleen no significant changes were observed
in the ratios of CD4"* T helper, CD8* T cytotoxic and non-T cells. Representative flow cytometry dot-plots are shown of anti-CD4 and anti-CD8 antibody-labeled cells isolated from the
thymus and spleen of control and DX-treated mice. (B) Effect of repeated high-dose DX treatment on thymic tTreg ratio and total thymocyte count. Mice were treated for 1, 2 and 4 days
with DX and the thymic tTreg ratio was measured together with the total thymocyte count. The bar graph depicts the CD4*CD25*Foxp3* Treg% in the CD4* cell population (including
CD4* SP and CD4*CD8* DP cells). Significant increase in tTreg ratios was observed after repeated DX treatments. The line graph depicts total thymocyte numbers that showed a drastic
decrease after repeated DX treatments. Data are shown as mean + SEM. Note: in this series of experiments CD8 labeling was not performed, thus the results of CD4 gating are skewed

because of double-positive cells, which are the most steroid-sensitive thymocytes.
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panels). In the spleen, the CD4/CD8 ratio did not change significantly,
but we detected a decrease in the proportion of non-T cells (B and NK)
and a relative increase of CD4™ T helper cell frequencies from 22.7% to
27.5%, and the CD8™ cytotoxic T cell ratios from 12.2% to 14.1% (Fig.
1A, lower panels).

When we followed the proportion of tTreg cells in the thymus af-
ter repeated (1-4x) DX treatment, we detected significantly increased
tTreg ratios in the CD4" T cell gate in correlation with the number
of treatments. After the last treatment a robust (16-fold) increase in
thymic tTreg cell ratios could be measured, while the absolute thymo-
cyte number dropped to one sixth of the original value (from 8 x 107 to
1.3 x 107cells/thymus) (Fig. 1B).

We also investigated the time-kinetics of a single high-dose GC treat-
ment on Treg cells in the peripheral blood. As shown in Fig. 2A, 4 h and
8 h after DX treatment we detected a significant increase in the Treg
cell ratios, which by 24 h returned to the starting control levels and re-
mained at this level at 48 h post-treatment.
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Next we compared the normal distribution and GC treatment in-
duced changes of CD4*CD25*Foxp3* Treg cells in the primary (thy-
mus) and secondary lymphoid organs (spleen, lymph nodes and Peyer’s
patches). In the thymus the proportion of tTregs in the CD4* T cell gate
was approximately 3.5%, whereas in the peripheral lymphoid organs
this ratio was higher, between 7 and 15% (spleen ~15%, lymph nodes
~10%, and Peyer’s patches ~7%) (Fig. 2B). In the spleen we detected
a small but significant decrease in the Treg ratio, while no change was
detected in the lymph nodes and Peyer’s patches (Fig. 2B). We also mea-
sured the total numbers of Treg cells in the thymus and peripheral lym-
phoid organs of mice after repeated (4x) DX treatment and compared
the results to untreated controls. Of note, the total number of thymic
tTreg cells did not change, whereas the total number of pTreg cells in
the peripheral lymphoid organs decreased significantly (Table 1). These
data suggest that thymic tTreg cells are resistant to GC induced apopto-
sis, while pTregs in the peripheral lymphoid organs are sensitive to GC
treatment.
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Fig. 2. (A) Time kinetics Tregs in the peripheral blood after single injection of high-dose DX. Single DX treatment induced a significant elevation of the ratio of CD4"CD25*Foxp3* Treg
cells at 4-8 h in the peripheral blood, and returned to starting levels only after 24 h. Data are shown as mean + SEM. (B) Treg cell ratios in the thymus and peripheral lymphoid organs
change after high-dose DX treatment. In the thymus we observed a significant increase in the proportion of CD4*CD25*Foxp3™ Treg cells, whereas in the spleen there was a decrease
in the Treg ratio (* p < 0.05). In the lymph nodes and Peyer’s patches no significant change in Treg ratios was observed. Diagram shows the percent of Treg cells within the CD4*
lymphocyte population in lymphoid organs of control and DX-treated mice. Data are shown as mean + SEM.
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Table 1
Treg cell numbers in the lymphoid organs of control and DX-treated mice.
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Treg cell number x10° (mean + SEM) Thymus Spleen Lymph node Peyer’s patches
Control 4.24 +0.92 83.92 + 16.72 4.42+0.11 0.48 + 0.07
DX 4 days 5.05 + 1.35 26.93 +5.13" 2.24 +0.39™" 0.23 + 0.06"

There was a significant decrease in the numbers of Treg cells in the peripheral lymphoid organs after 4 days of high-dose (20 mg/kg) DX treatment (* p < 0.05, ** p < 0.01, *** p

< 0.001). In the thymus a slight, but not significant increase in tTreg numbers was observed.

3.2. Effect of DX treatment on cytokine production and Foxp3 expression
of Treg cells

Next we investigated whether GC treatment, in addition to the ef-
fects on Treg cell ratios, has an effect on Treg cell function, therefore
we tested the IL-10 and TGFp production and Foxp3 expression by tTreg
and pTreg cells.

In the thymus, the ratio of IL-10- and TGFp-positive tTreg cells was
similar (11.0 + 2.3% and 13.5 + 3.1%), but DX treatment resulted in
significant increase in both cytokine secreting tTreg ratios (17.6 + 1.4%
and 21.0 + 4.9%) (Fig. 3A, left panel). In the splenic pTreg cells of
control animals, we detected significantly higher TGFf positivity
(13.7 + 2.0%), compared to IL-10 positivity (3.6 + 0.5%). As a result of
DX treatment the percentage of both IL-10 and TGFp positive Tregs in-
creased significantly, but the fold-increase for IL-10 was higher than for
TGFp (Fig. 3A, right panel).

We also compared the DX treatment-induced relative IL-10 and TGFp
mRNA expression in purified (sorted) CD4*+CD25M&h* Tregs. In the
thymic tTreg cells the cytokine mRNA expression showed an increasing
tendency, especially the relative elevation of IL-10 mRNA level as a re-
sult of repeated (2x) high-dose GC treatment. In the splenic pTreg cells
DX treatment induced an increased relative expression of TGFf} mRNA,
whereas the relative IL-10 mRNA expression remained unchanged (Fig.
3B, upper panels). We also measured the effect of DX treatment on an-
other Treg suppressor cytokine, IL-35, which was unchanged in thy-
mus and showed an elevation in splenic pTreg at mRNA level (data not
shown).

Next we studied the relative quantitative changes of Foxp3 transcrip-
tion factor expression, which plays a role in determining the functions
of Treg cells (Sakaguchi et al., 2010). Foxp3 mRNA levels were very
similar in purified CD4*CD25M&"* thymic and splenic Treg cells (data
not shown), but showed an increasing tendency after DX treatment in
both splenic and thymic Tregs (Fig. 3B, lower panel). The DX-induced
increased Foxp3 mRNA expression is consistent with a higher Treg cell
commitment and production of immunosuppressive cytokines.

3.3. Effect of DX treatment on GR expression and GR/Foxp3 colocalization

The GC sensitivity of a given cell type is largely determined by
the level of its GR expression (Ramamoorthy and Cidlowski, 2013).
Therefore, we looked for a possible relationship between the observed
GC resistance of tTregs and their GR expression. For this purpose we
measured intracellular GR protein levels by flow cytometry in
CD4*CD25"Foxp3™ Tregs using anti-GR antibody that recognize both
GRo and p isoforms and GR mRNA levels by gqRT-PCR in purified thymic
and splenic CD4*CD25"8"* Treg cells.

In thymic tTreg cells of untreated animals we detected significantly
lower GR protein levels than in splenic pTreg cells (Fig. 4A white
bars). After repeated high-dose DX treatment we measured a signifi-
cantly increased GR protein level in tTregs surviving in the thymus
(cells resistant to GC), when compared to controls. Opposite

to this, the control splenic pTregs that expressed higher levels of GR
showed a decrease in their GR expression after DX treatment (Fig. 4A).
This GC-induced upregulation of GR expression was characteristic in DP
thymocytes while downregulation of GR expression was characteristic
of SP thymocytes and mature T cells, an effect that we had observed
in earlier studies both in mouse and human cells (Berki et al., 2002b;
Boldizsar et al., 2006). 24 h after the last DX treatment (2x), we did
not observe detectable changes in GR mRNA expression in thymic and
splenic Treg cells (data not shown).

In one of our previous studies we have shown that in GC-sensitive
DP thymocytes that express low levels of GR, DX treatment caused mi-
tochondrial translocation of the GR instead of nuclear translocation,
which suggest that the GR level and its subcellular localization are crit-
ical in determining the sensitivity to apoptosis induction of a given cell
type (Sionov et al., 2006; Talabér et al., 2009). Therefore, we investi-
gated the GR and Foxp3 localization in thymic and splenic Treg cells
with and without previous in vivo DX treatment using confocal mi-
croscopy. We observed a characteristic nuclear localization of both GR
and Foxp3 in CD4*CD25"Foxp3™ tTreg and pTreg cells. In untreated
samples Foxp3 highly colocalized with GR both in thymic and splenic
Treg cells (Fig. 4B). Upon DX treatment colocalization further increased
in the splenic pTreg cells, while in thymic tTregs this association showed
no change (Fig. 4B).

4. Discussion

By inhibiting the immune response against allo- and autoantigens,
Treg cells are important members of the immune regulation and the
maintenance of tolerance, and are also therapeutic targets. GC ana-
logues are still among the most important drugs in the treatment of
inflammatory and autoimmune diseases and patients with organ trans-
plants, however, the effect of GC on Treg cells is controversial. The sig-
nificance of our current work is that we included in our study both the
primary and secondary lymphoid organs and the peripheral blood and
have determined the effect of repeated high dose DX treatment on Tregs
in these immunological compartments. This 20 mg/kg GC concentration
corresponds to the clinically applied high-dose in humans. The main fo-
cus of our study was to gain information about the effects of DX treat-
ment on cytokine production and GR and Foxp3 expression and subcel-
lular localization, factors that are important in determining Treg com-
mitment and functionality. We used both immunological and molecu-
lar biologic methods to detect the expression of these molecules both at
protein and mRNA levels.

In previous studies we investigated the GC sensitivity and apopto-
sis mechanism of different thymocyte subpopulations, and found that
DP thymocytes are the most sensitive to GC-induced apoptosis although
they express the lowest level of GR. Therefore, first we wanted to de-
termine the GC sensitivity of thymic tTreg cells since they are de-
rived from the DP thymocytes during negative selection. The ratio
of tTregs increased significantly after DX treatment, and it contin-
ued to increase in parallel with the duration (1-4 days) of the treat-
ment, whereas the overall number of thymocytes decreased dramati-
cally, which can be explained by apoptosis of GC-sensitive DP thymo-
cytes. The absolute number of Treg cells did not change significantly or
increased slightly, thus the observed increase in their ratio was the re-
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Fig. 3. (A) Effect of high-dose DX treatment on the ratio of IL-10 and TGFp producing Treg cells detected by flow cytometry. The cytokines were detected on gated CD4*CD25*Foxp3™
Tregs. The proportions of IL-10 and TGFp positive thymic tTreg cells were similar in the control mice, while DX treatment resulted in significant increase in the ratio of both IL-10 and
TGFp cytokine positive Tregs. In the spleen of control mice the ratio of TGFp-producing Treg cells was higher than the IL-10 producing Tregs, and DX treatment resulted in elevation of
both IL-10 and TGFp positive Treg cell ratios. Asterisks indicate statistically significant differences (* p < 0.05). Data are shown as mean + SEM. (B) High-dose DX induced relative mRNA
expression of IL-10, TGFf and Foxp3 in tTreg and pTreg cells. Purified CD4*CD25M8" thymic and splenic Tregs cells of control and DX treated animals were used to detect the relative
mRNA expression of IL-10 and TGFp (upper panels). DX induced elevated relative mRNA expression of IL-10 and TGFp in tTreg cells and TGFp of splenic pTregs while the IL-10 by splenic
Tregs was unchanged. As a result of DX treatment the relative mRNA expression of Foxp3 increased slightly in thymic Tregs, while significant elevation (* p < 0.05) of Foxp3 mRNA

expression was detected in splenic Treg cell (lower diagram). Data are shown as mean + SEM.

sult of their survival. This suggests that the tTregs are resistant to GC-in-
duced apoptosis.

Then we measured the Treg cell ratios in the peripheral blood and in
lymphoid organs and found a much higher ratio of CD4*CD25*Foxp3*
cells than in the thymus. Of note, the relative numbers of Treg cells
in the peripheral blood showed time-dependent kinetics after 1-48 h
of a single high-dose DX treatment. A transitory increase in percent-
age of Treg cells was observed, which peaked at ~4-8 h after DX
treatment, and then returned to pre-treatment levels after 24 h. This
may be a result of Treg mobilization from various lymphatic organs
to the blood which suggests that DX treatment may lead to a pos-
sible redistribution of Treg cells. Since Tregs may play a role dur-
ing various microbial infections (Belkaid and Rouse, 2005), an in-
crease of Treg cell relative numbers may affect the susceptibility

of the host to infectious diseases. In peripheral lymphoid organs upon
repeated high-dose DX treatment, the ratio of pTregs slightly decreased
in the spleen, and the absolute number of pTreg cells also decreased.
Based on these results we hypothesized that tTregs and pTregs differ in
their sensitivity to GC.

As mentioned earlier, Foxp3(+) Tregs are primarily generated in
the thymus (tTreg), but also may be generated extrathymically at pe-
ripheral sites (pTreg) (Shevach and Thornton, 2014) Additionally, Treg
cell trafficking occurs between various organs, including migration of
tTreg cells from the thymus to the periphery (Mailloux and Young,
2010). As a result, peripheral organs and blood may contain Tregs
of different phenotypes, and therefore it may be desirable to distin-
guish between different Tregs in the periphery. CD127 (IL-7R alpha) has
been suggested as a marker to identify mouse Tregs, because CD127
expression levels are lower in Tregs than in
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Fig. 4. (A) Effect of DX treatment on the glucocorticoid receptor (GR) expression of Treg cells. Intracellular anti-GR-FITC antibody staining was performed for flow cytometric detection
of GR expression (MFI: FL-1 mean fluorescence intensity) in CD4* CD25 *Foxp3* Treg cells. MFI values of GR histograms were compared. In control animals the GR level of thymic Tregs
was significantly lower than in the spleen (* p < 0.05). Treatment with DX resulted in GR upregulation in tTregs (* p < 0.05), whereas in splenic Tregs a dowregulation of GR was
observed (* p < 0.05). Data are shown as mean + SEM. (B) Confocal microscopic images of GR and Foxp3 staining in Treg cells. CD4* T cells were negatively selected from the thymus
and spleen of DX-treated and control BALB/c mice and stained with anti-GR-FITC and anti-Foxp3-Alexa647 antibodies. Representative images show GR (green) and Foxp3 (red) staining
of Treg cells and their strong nuclear colocalization in the merged images as indicated by yellow areas (upper panels). In the thymus the colocalizaton of GR and Foxp3 did not change
after DX treatment, whereas in the spleen we observed a significant increase in GR and Foxp3 colocalization (* p < 0.05) (lower diagrams). DIC, differential interference contrast. Data
are shown as mean + SEM. (For interpretation of the references to colour in this figure legend, the reader is referred to the web version of this article.)

CD4*CD25 cells, and the depletion of Tregs through anti-CD25 an-
tibodies leads to a 90% reduction of CD4*CD25MshCD127°" cells
(Rodriguez-Perea et al., 2016). However, the use of this marker may be
controversial since there is a subpopulation of activated CD4*FoxP3*
Tregs with high expression of CD127; in particular, Tregs that express
CD103 (integrin oF) and the inducible co-stimulatory molecule (ICOS)
(Simonetta et al., 2010). Our experiments in the current study also sup-
port the notion that CD127 low expression or negativity is not suit-
able for distinguishing between tTregs and pTregs since both in the thy-
mus and spleen of mice we found that 93-95% of CD4*CD25*Foxp3*

Treg cells were CD127 negative (data

not shown). Other markers, such as Helios (a transcription factor of
the Ikaros family) and neuropilin-1 (a surface molecule) also have been
suggested as Treg marker, but their use is still controversial (Szurek
et al., 2015). We also found that Helios staining was not suitable for
distinguishing between tTregs ans pTregs (data not shown). Thymic
tTregs could be distinguished from pTregs by identification of epigenetic
changes in a non-coding sequence within the FOXP3 locus named TSDR
(Treg-specific demethylated region), which is demethylated in tTregs,
contrary to pTregs in which TSDR is methylated. However, this strategy
requires cell lysis and DNA extraction, thus it is not suitable for use in
flow cytometry measurements.
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IL-10, TGFp and the recently described IL-35 (Collison et al., 2007)
are major mediators of inhibitory activity exerted by Treg cells on ef-
fector T cells and other cell types of the immune system. All of these 3
cytokines possess immunosuppressive activity (Ng et al., 2013; Saraiva
and O'Garra, 2010), and TGFp has been called a ‘purveyor of immune
privilege’ (Wahl et al., 2006). Importantly we found increased ratios of
IL-10 and TGFp-producing Treg cells after DX treatment both in thymus
and spleen. Of note in untreated animals, we found lower percentages
of IL-10 producing Treg cells in the spleen than in the thymus, but DX
caused a robust increase of IL-10 producing splenic pTreg percentages.
These data support that the IL-10 producing splenic pTregs may selec-
tively survive after DX treatment. The DX induced relative expression of
these cytokines at the mRNA level in purified CD4*CD25"8" Tregs also
showed an increase, except in the case of IL-10 mRNA in the spleen.
The lack of correlation between IL-10 protein and mRNA expression
in the spleen can be due to the fact that among sorted CD4*CD25Msh
cells of the control animals activated IL-10-producing T helper cells
may also be present which do not belong to the Treg lineage (Ng et
al., 2013; Saraiva and O'Garra, 2010). Such activated IL-10 producing
CD4*7CD25" cells may not be present after DX treatment, therefore the
DX induced changes of IL-10 are not visible at mRNA level. In contrast
by flow cytometry we detected cytokines in the CD4*CD25*Foxp3+
gated Treg cells only. These data suggest that the immunological mi-
lieu dictated in part by Treg cells in the thymus and the spleen may be
shifted towards an immunosuppressive direction due to GC treatment
(Kadmiel and Cidlowski, 2013; Ramamoorthy and Cidlowski, 2013) by
promoting selective survival of tTreg cells and elevation of Treg im-
munosuppressive function (cytokine production and Foxp3 expression).

The GC sensitivity of a given cell type is dependent on its level
of GR expression and its cross-talk with different signaling pathways
(Herold et al., 2006; Kadmiel and Cidlowski, 2013; Ramamoorthy and
Cidlowski, 2013). TCR signaling inhibits GC-induced apoptosis in
murine thymocytes depending on the stage of development, namely
TCR signaling increasingly reverses GC-induced apoptosis as thymocyte
development progresses (Erlacher et al., 2005). Previous research by
our group showed that the immature DP thymocytes express the lowest
level of GR in the thymus, and despite this, they are the most sensitive
cell population to GC-induced apoptosis (Berki et al., 2002a; Talabér
et al., 2009). The mature peripheral lymphocytes are more resistant to
treatment with GC analogues and a significant downregulation of the
originally higher expression of GR can be observed in such cells (Du
et al., 2009). Our current data shows that the GR expression of tTregs
in the thymus is lower than in the splenic pTregs of control animals,
which may be a consequence of local microenvironmental influences
in the thymus (e.g. local GC production) (Talabér et al., 2013). Upon
GC treatment the GR expression increased in thymic tTreg cells, while
it was downregulated in the spleen, which may underlie the mecha-
nism of different GC sensitivity of tTregs in the thymus and pTrges in
the peripheral lymphoid organs. However, the signaling pathways ac-
tivated by GC in Treg cells need further investigation. A recent report
by Almanzar et al. showed expression of 11beta-hydroxysteroid-dehy-
drogenase type 2 (11p-HSD2) enzyme in human thymus (Almanzar et
al., 2016), whereas earlier studies showed expression of type 2 and the
type 1 enzyme (11p-HSD1) in the mouse immune system, including the
thymus (Chapman et al., 2006; Moore et al., 2000; Zhang et al., 2005).
Both enzymes are high affinity dehydrogenases which rapidly inacti-
vate physiologically-active glucocorticoids to protect key cell popula-
tions and tissues. Thus, it can be hypothesized that in addition to dif-
ferential GR expression described above, the levels of 11p-HSD1 and
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11p-HSD2 enzymes may also play a role in determining GC-sensitivity
of Treg cell subpopulations.

Since we detected different GR levels and GC sensitivity in tTregs
and pTregs, we studied the localization of GR in the thymic and splenic
Treg cells by confocal microscopy. We found largely nuclear localiza-
tion of GR in Tregs of both control and DX treated animals. Then we
investigated the colocalization of GR and Foxp3 in Treg cells and found
a high colocalization already in control cells, which further increased
upon DX treatment in splenic pTreg cells. These data suggest that GR
and the Foxp3 transcription factors may be recruited to certain regions
of chromatin, where these molecules may regulate gene transcription,
either individually or in collaboration. Further studies are required to
find evidence for the crosstalk between GR and Foxp3 signaling path-
ways. Relevant to this, genome-wide ChIPseq and microarray analysis
was used to identify GR-binding sites in DX-treated mouse cells. Among
many genes, the FOXP3 gene was identified as a gene that contained a
GR-binding region (Kuo et al., 2012). This suggests that GR may affect
the activity of the FOXP3 gene in mammalian cells, and Foxp3 may in
turn regulate the activity of multiple target genes (Marson et al., 2007;
Sadlon et al., 2010). Our data showing colocalization of GR and Foxp3
proteins in Treg cells may support the hypothesis that glucocorticoids
may directly modify FOXP3 gene activity in Tregs, and thus may influ-
ence a major regulatory arm of the immune system.

Another interesting question, based on the present data, is whether
there could be an additive or synergistic effect between the increased
expression of Foxp3, IL-10 and TGFp in Treg cells. We hypothesize that
such effects may exist based on the known crosstalk between these fac-
tors at the genome (epigenome) level and protein signaling pathways.
First, expression of Foxp3 at low levels induces a limited Treg cell phe-
notype with little or no suppressive function, and the full suppressive
effect is only gained when Foxp3 is highly expressed (Sakaguchi et
al., 2010). Second, Foxp3 gene induction in Treg cells is promoted by
TGFp signaling (via Smad2/3 binding to the CNS1 region of the Foxp3
gene) and TGFp is part of a positive feedback loop in the generation
of Foxp3* Treg cells (Kanamori et al., 2016; Sabat et al., 2010). Third,
IL-10 acts in a paracrine manner on Treg cells to maintain their Foxp3
expression (Murai et al., 2009). Data obtained in human subjects sug-
gests that glucocorticoid therapy increases Treg cell ratio and/or func-
tion in various disease conditions. For example, glucocorticoids increase
CD4*CD25"s" cell percentage and Foxp3 expression in patients with
multiple sclerosis, and it has been suggested that this may be a mecha-
nism whereby steroids expedite recovery from relapses in such patients
(Braitch et al., 2009). In patients with Graves’ disease, dexamethasone
therapy improved the function of Treg cells (Hu et al., 2012), whereas
in patients with nickel allergy, oral glucocorticosteroid therapy resulted
in enhanced Treg response in the skin (Stary et al., 2011).

Taken together, our data suggest that thymic tTreg cells are resistant
to repeated high dose GC treatment. Further, both thymic and splenic
Tregs cells produce enhanced levels of immunosuppressive cytokines
IL-10 and TGFp after DX treatment accompanied by elevated Foxp3
mRNA expression of the cells that may reflect on a stronger Treg lineage
commitment. These findings support that GCs influence the regulatory
arm of the immune system, and may have relevance to clinical condi-
tions where enhancement of Treg cell activity is expected to be benefi-
cial.
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