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Roviditések jegyzéke

AD - atopias dermatitis

a-ENA - extrahdlhat6 nuklearis antigén ellenes antitest
AIU - autoimmun urticaria

ANA - antinukledris antitest

APS - antigén prezentalo sejt

ASST - autolég szérum bdorteszt — autologous serum skin test
a-TG - thyreoglobulin elleni antitest

a-TPO -thyreoidea peroxidaz ellenes antitest

BAT - bazofil aktivacids teszt

C - kolinerg urticaria

CLA - cutaneous lymphocyte—associated antigen,

D - szimptomas dermografizmus, urticaria factitia

D4 - atopias donor

DM - dermatomyositis

Dna - nem atopias donor

dsc - desmocollin

dsg- desmoglein

EAD - extrinzik atopias dermatitis

ECP - eozinofil kationos protein

FceRla — nagy affinitast Fc epszilon receptor o lanc
FU - fizikalis urticaria

GM-CSF - granulocita makrofag kolonia stimulalé faktor
Hp - Helicobacter pylori

HR - hisztamin felszabadulds — histamine release

IAD - intrinzik atopias dermatitis

IBD - gyulladasos bélbetegség — inflammatory bowel disease
IBM - inclusion body myositis

IDDM - inzulin dependens diabetes mellitus

IDEC - inflammatory dendritic epidermal cells

IFN-y - interferon-y

IL - interleukin

IMID- immune mediated inflammatory disease - immun medialt gyulladasos korkép



KIU - krénikus idiopatids urticaria

LPS - lipopoliszacharid

MCPI - monocyte chemotactic protein 1

MDC - macrophage-derived chemokine

NLE - neonatalis lupus erythematosus

PA- psoriasisos arthropathia

PAMP - pathogen associated molecular pattern
PASI - psoriasis area severity index

P-cad - P-cadherin

PDGF - platelet derived growth factor

PKC - protein kinaz C

PM - polymyositis

PRR - pattern recognition receptor — mintazat felismerd receptor
pSS - primer Sjogren szindroma

RA - rheumatoid arthritis

SCID - sulyos kombinalt immundeficiencia
SCLE - subacut cutan lupus erythematosus
SLE - szisztémas lupus erythematosus

SM - sclerosis multiplex

TGF-p - transforming growth factor 3 — transzformalo ndvekedési faktor-f3
TLR — Toll-szerti receptor

TNF-f - tumor nekrozis faktor-§

UV - ultraibolya

VEGEF - vascular endothelial growth factor



I. Kutatasi elozmények

A tudomanyos kutatéi munkéval egyetemi éveim alatt kezdtem ismerkedni, amikor a
Debreceni Orvostudomanyi Egyetem Kozponti Klinikai Kémiai Laboratoriuméaban (mai
nevén Debreceni Egyetem OEC, Klinikai Biokémiai és Molekularis Patologiai Intézet)
dolgoztam tudomanyos diakkori tagként, itt sziilettek meg elsé kozleményeim is. Az egyetem
befejezése utan borgyodgyaszként kezdtem dolgozni, mely szakteriilet a szines és érdekes
klinikai munka mellett a kutatdomunka végzésére is kivalod lehetdséget nyujt, szamos
szakméaval ad kollaboracids lehetdséget ¢és mutat kapcsoloddsi pontot (immunoldgia,
infektologia, daganatkutatas, genetika, sebgyogyulds, patologia stb.).

A borgyodgyaszaton beliil érdeklddésem hamarosan az allergologia €s immunologia
fel¢ fordult, részben csalddi indittatds, részben az egyetemiinkdn kialakult jelentds
immunolodgiai hagyomanyok révén. Mai tudasunk szerint a bor nem csupan barrier funkciot
lat el, hanem aktiv immunszervként is muikddik, melynek legfontosabb sejtes elemei a
professzionalis antigén prezentald sejtek, az endothel sejtek, a borbe juté T limfocitdk és a
keratinocitak. ~ Utdbbiak  immunfolyamatokban  betdltott  szerepének  megismerése
eredményezte a bor immunrendszer (skin immune system, SIS) fogalméanak bevezetését.
Kiilfoldi hosszabb tanulmanyutamon is sikeriilt a borgydgyaszat €s az immunologia teriiletén
dolgoznom, szisztémas sclerosisban szenvedd betegek Fcy receptor ellenes antitestjeit
vizsgaltam, ezekrdl az eredményekrdl szamoltam be Ph.D. értekezésemben. Késébb a Bor- €s
Nemikortani  Klinikdn az  Allergologiai-autoimmun, majd a Psoriasis Szakrendelések
munkdjaba és kutatdsaiba kapcsoldédtam be. A bérgyogyaszati betegek kozott nagy szamban
vannak az atopids, autoimmun ¢és az ugynevezett ,,immun mediadlt gyulladdsos korképben”
(IMID- immune mediated inflammatory disease) szenvedOk. A fenti szakrendeléseken
dolgozva, majd ezek vezetdjeként tobb szaz beteg gondozasaval lehetdségem nyilt arra, hogy
célzott kérdésekre iranyitott kutatdsokat végezzek. Nagy segitséget jelentett szdmomra a
klinikai betegellatas, a konziliumok ¢és a kutatés teriiletén is kialakult j6 kapcsolatom a III. sz.
Belgyogyaszati Klinikédval, a Regiondlis Immunoldgiai Laboratéoriummal, a Klinikai
Biokémiai és Molekularis Patologiai Intézettel és az Elettani Intézettel.

A bérgyogyaszati allergologiai €s immunologiai kutatdsaim teriiletén véalaszthattam azt
a kutatasi modszert, hogy egy betegségre, egy betegcsoportra koncentralva epidemiologiai,
klinikai, laboratoriumi vonatkozasu teljes keresztmetszeti kutatasokat végzek, illetve

valaszthattam azt a modszert, hogy tobb betegcsoportban azonos kutatasi problémak



megoldasara torekszem. En az utobbit valasztottam és atopias, autoimmun (szervspecifikus és
poliszisztémas) és immun medialt gyulladasos korképekben végeztem hasonld kutatasokat. A
kutatési céljaimat elsésorban az immunoldgia fejlddési irdnyai szabtdk meg. Az immunologiai
kutatasok fokuszaban allo kérdéskorok koziil kiemelten foglalkoztam az adaptiv immunvalasz
mikddésével, elsdsorban a T limfocitak citokin termelésével (atopids dermatitis, autoimmun
urticaria, psoriasis, szisztémas lupus erythematosus, polymyositis, dermatomyositis), a
regulativ funkcidju T sejtek koziil az IL-10 termeld Trl sejtekkel (atopids dermatitis,
autoimmun  urticaria, psoriasis, szisztémds lupus erythematosus, polymyositis,
dermatomyositis), a szerzett immunvalasz elemei koziil a Toll szerii receptorok szamaval és
funkciojaval (atopids dermatitis) €s bizonyos patogenetikai kérdések tisztazasaval az adhézios
molekulak teriiletén (pemphigus). Ugyancsak gyorsan fejlédo teriiletei az immunoldgianak a
terapids ¢és diagnosztikai kutatdsok, ezek teriiletén is igyekeztem eldérelépéseket tenni
(szisztémas lupus erythemotosus, psoriasisos arthropathia, autoimmun urticaria). Az

értekezésben Osszegzett munka a Ph.D. védés ota eltelt 10 év kutatésait foglalja egységbe.



I1. Bevezetés

11.1. Atopias dermatitis

I1.1.1. Epidemioldgiai és genetikai adatok

Az atopids betegségekben szenveddk szdmanak robbanasszerli novekedését ma mar a
,jarvanyok” kialakuldsdhoz hasonlitjak. Ezen korképek egyike az atopids dermatitis (AD) egy
kronikus, hullamzo lefolyasu, gyulladasos borbetegség, melynek legfobb klinikai jellemzoi az
erds viszketés és a szaraz bor. Eléfordulédsi gyakorisaga a II. vildghdbora 6ta egyes foldrajzi
terlileteken akar hiisszoros novekedést is mutatott, jelenleg Eurdpaban a gyermekek 10-20%-
a, hazankban végzett felmérés szerint 17%-a szenved a betegség eltérd sulyossagii formai
miatt (1-3). Az esetek 30%-aban késdbbi ¢€letkorban asthma bronchiale, 60%-ban rhinitis
allergica tarsul hozz4, s a hdrom betegség egyiitt alkotja az atopias betegségek csoportjat. A
csoporton beliil az ¢életkort tekintve els6ként rendszerint az AD jelenik meg, utalva a gyermek
atopids karakterére és elOrevetitve a fokozott rizikdt asthma bronchiale illetve rhinitis
allergica megjelenésére (4).

Az AD multifaktorialis betegség, kialakulasaban oroklott tényezdk és szadmos
kornyezeti faktor jatszik szerepet. A kornyezeti tényezok koziil, melyek hatasara a meglévo
genetikai  hajlam talajdn a betegség manifesztaloédik, ki kell emelni az allergének
(¢lelmiszerek, novényi pollenek, porok, atkdk, allati szO6rdk), az irritald tényezok (éghajlat,
gyapju ruhazat, izzadas) és a fert6z0 dgensek (baktériumok, gombak, virusok) szerepét.

A genetikailag meghatarozott tényezok kozott ismertek a kdrosodott bdr barrier
funkcid, az immunrendszer mikodésében mutatkozd eltérések és a neurovegetativ
idegrendszer zavara (5). Ez utobbi szerepére utal AD-ben a koros érreakciok kovetkeztében
kialakul6 fehér dermografizmus a betegek bdrén, a csokkent viszketési ingerkiiszob illetve,
hogy emociondlis stressz gyakran vezet a bortiinetek fellangoldsdhoz. Ikervizsgalatok
bizonyitottak, hogy monozigota ikrekben a konkordancia 0,72 illetve 0,86, mig heterozigota
ikrekben ez az érték 0,21 és 0,23-nak mutatkozott (6,7). Az egyik sziil0 betegsége esetén a
gyermekek 60%-anal, mig mindkét sziild betegsége esetén 80%-anal alakul ki varhatoan AD
(8). A betegség oroklésmenete poligénes, genetikai vizsgélatok szamos allél szerepét mutattak
ki, a legfontosabbakat az 1. tdblazat mutatja be (9-17). Az egyik legszorosabb Osszefiiggést az
5. kromoszoma hosszu karjan a 31. 16kusz esetében figyelték meg. Tobb citokin gén talalhato
ezen a terileten, tobbek kozott az 1L-3, IL-4, IL-5, IL-13 és GM-CSF termeléséért felelds
gének, mely citokineket dontéen a T helper 2 (Th2) sejtek termelik. AD-ben sikeriilt az IL-4



gén promoter régiojanak olyan tipusu polimorfizmusat kimutatni, mely fokozott aktivitast
eredményez. A kostimulécids sejtfelszini molekulak vizsgalata is egy fokozott Th2 tipusu
aktivacio lehetdségét mutatja. A Th2 tipusu sejtek éréséhez a limfocita és az antigén
prezentalo sejt kozotti CD28 és B7.2. felszini molekulak kostimulacios kapcsolata sziikséges.
AD-ben kimutatott, hogy a B sejtek szignifikdnsan tobb sejtfelszini B7.2.-t jelenitenek meg,
mint az egészséges kontrollok B sejtjei és az érintett borben a Langerhans sejtek is
dominéléan B7.2.-t expresszalnak a B7.1. molekuldval szemben. (18,19). Az AD és az asthma
bronchiale kozotti szoros 0Osszefiiggést nem csupan a gyakori tarsulds vagy a
patomechanizmus szamos kozos vondasa jelzi, hanem a patogenezisben fontos szerephez juto

gén szakaszokban megfigyelt azonossagok is.

Kromoszoma hely Vizsgalt gén

3q21 A T—lim’focita aktivacioban szerepet jatszo kostimulalé molekulak
(CD80 és CD86)

5q31-33 Interleukin 4

11q13 Az IgE nagy affinitasu receptoranak [ alegysége (FceRI )

13q12-14 Nem azonosithato

14q11.2 Hizosejt kimaz

1q21, 17925, 20p Dermalis inflammatodrikus gének (?)

1. tablazat: Az AD kialakuldsdban szerepet jatszé fontos 10kuszok és altaluk meghatarozott gének.

I1.1.2. A bér barrier funkciéjanak karosodasa atopias dermatitisben
Régi megfigyelés, hogy az AD-ben szenveddk bore szaraz, érdes tapintata a csdkkent

lipidtermelés, a karosodott vizkotd kapacitas, valamint a fokozott transzepidermalis vizvesztés
miatt. A lipidréteg eltérései koziil kiemelendd a fokozott sphingomyelin deacylase aktivitas
miatt csokkent ceramid szint (20). Az epidermalis barrier kialakitdsaban a lipidek mellett
fontos fehérjék szerepének tanulmanyozasa az utdbbi években a tudomanyos érdeklddés
eloterébe keriilt. Az egyik kiemelkedd értékli vizsgalatsorozat az epidermisben fontos
szerephez jutd filaggrin mutécioit emelte ki (21). A filaggrin a keratinocitdk terminalis
differencidloddsa sordn a profilaggrin felhasitasabol szdrmazo polipeptid, mely a keratin
citoszkeleton rendszert aggregalja és segiti egy, az epidermalis barrier fenntartasaban
kulcsfontossagu strti protein-lipid matrix (cornified envelope) kialakuldsat a stratum
corneumban (22-24). Ez a struktura védi az epidermist a vizvesztéstdl, valamint az allergének,
irritdlo anyagok és fert6z6 agensek behatolasatol. Az elmult években sikeriilt kimutatni, hogy

az ichthyosis vulgaris kialakulasaért a filaggrin gén két, funkcidvesztéshez vezeté mutacidja



felelds (filaggrin locus-1g21, R501X, 2282del4) (25). Mivel az ichthyosis és az AD szoros
kapcsolatara utal gyakori tarsuldsuk, tovabbi vizsgalatokat végezve a kutatdcsoport
megallapitotta, hogy a filaggrin gén emlitett mutacidi fontos prediszponalé faktorok az AD ¢és
az AD-el tarsulo asthma kialakulasaban is (21).

Comel-Netherton szindromaban, ahol gyakori az atopia jelenléte, a SPINKS gén
mutacioja kovetkeztében egy szerin protedz inhibitor (LEKTI) miikodésének karosodasat
mutattak ki, majd ezen polimorfizmusok egyikét megtalaltak AD-ben is (26). A szerin protedz
inhibitor a bakteridlis és endogén protedzok gatldsaval fontos szerepet jatszik a bor barrier
védelmében.
lipidtartalom potlasat célzd bazisterapia alapvetd fontossagli. Ennek elmulasztisa esetén az
egyeéb terapids Iépések hatastalannd valhatnak, illetve a bazisterapiat a recidiva megeldzése

céljabol tiinetmentes boron is folytatni kell.

I1.1.3. Az immunrendszer szerepe atopias dermatitisben

T sejtek, citokinek

Citokin termelési mintazatuk alapjan mind a helper (Th), mind a citotoxikus T (Tc)
sejtek csoportokra oszthatok fel: Thl, Th2, Th3, Tcl, Tc2. A Thl tipusu limfocitak
elsdsorban tumor nekrozis faktor-p-t (TNF-P), interferon-y-t (IFN-y) és interleukin-2-t (IL-2)
termelnek (1-es tipusu citokinek), kooperalnak a B sejtekkel az IgGl és IgG3 tipusu
antitestek termelésében, aktivaljak a fagocita sejteket €s citotoxikus T sejteket, vagyis a
cellularis immunvalasz és a citotoxikus T sejt valasz beinditdsaért és fenntartasaért feleldsek.
A Th2 tipusu limfociték karakterisztikus citokinjei kozé soroljuk az IL-4-t, IL-5-t, IL-6-t és az

IL-13-t (2-es tipusu citokinek), melyek a B limfocitak aktivacidjaban, az ellenanyag termelés

crer

crer

(27). A Th3 sejtek a regulatorikus T limfocitdk csoportjaba tartoznak és elsdsorban
transzformal6 novekedési faktor-f (TGF-B) termelés jellemzi dket (28).

Régota ismert az a megfigyelés, hogy az AD-ben szenvedd gyerekeknél gyakran
alakul ki két éves kor alatt els@sorban élelmiszerekkel, késdbbi életkorban pedig léguti
allergénekkel (hdziporatka, lisztatka, ndvényi pollenek és allati sz6rok) szembeni 1. tipusu,
IgE termeléssel jard azonnali allergids reakcid, s ezen szenzibilizdcidnak az atopids

boérgyulladas 1étrejottében is szerepe van. Az allergénekkel szembeni 1. tipust talérzékenység
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egyeb atopias betegségek kialakuldsdhoz is vezethet (asthma bronchiale, allergids rhinitis).
Ezen kiviil szintén gyakori laboratoriumi lelet az emelkedett eozinofil sejtszam, s a sejtek
aktivitasat jellemzé magasabb szérum eozinofil kationos protein (ECP) szint, eozinofil
eredetii neurotoxin (EDN) és major basic protein (MBP) szint.

AD-ben a periférids vérben Th2 dominanciat és csokkent Th1/Th2 aranyt lehet
kimutatni, mely magyardzatul szolgalhat a bejutd antigének hatdsara képzoddé IgE tipusu
antitestek megjelenésére és eozinofil aktivacidora (29,30). AD-ben szenvedd betegek
Katsunuma és mtsai leirtdk az IFN-y csokkent termelddését, mig az IL-5 expresszidban nem
tudtak szignifikans eltérést kimutatni (31). Mas vizsgélatok stimulalt sejtek 24 o6ras
feliiliszgjat tanulmanyozva AD-ben csokkent mennyiségli IFN-y-t, granulocita makrofag
koldonia stimuldlo faktort (GM-CSF), és emelkedett szintli IL-5-t és IL-13-t mutattak ki
ELISA technikaval (32). Ezt megerdsitték azok az eredmények, melyek periférids vér CD4+
T sejtjeiben csokkent expresszidju IFN-y-t, és emelkedett expresszioju IL-4-t valamint 1L-13-t
detektaltak (33). Antunez és mtsai az akut és kronikus AD-s betegek vérében 1évé CD4+ és
CD8+ T sejtek IL-2, IL-13, IFN-y, TNF-a, IL-10 ¢és IL-4 expressziojat vizsgaltak aramlési
citometrids modszerrel. Akut AD-es betegekben az IL-4, IL-13 és TNF-o fokozott
AD-s betegcsoport eredményei kozott (34). Ezek alapjan a Th2 dominancia AD-ben
egyértelmi, de az irodalmi adatok megoszlanak azzal kapcsolatban, hogy ez az aranyeltolodas
mely 2-es tipusu citokin fokozott termelésének (IL-4 és/vagy IL-13) révén jon létre.

AD-ben a képz6dé antigén specifikus Th2 sejtek felszini CLA (cutaneous
lymphocyte—associated antigen) expressziojuk révén nagy mennyiségben vandorolnak a borbe
¢s inditjak el az ekzemas gyulladast. AD-ben szenveddk borlézidiban is kimutathat6 a citokin
termelés egyensulyanak felboruldsa, azonban mas jellegli elvaltozasok észlelhetdk az akut és
a kronikus bortiinetek teriiletén. Az akut fazisban klinikailag erds hiperémia, nedvezés,
szeropapula képzddés ¢€s feliiletesebb besziirtség jellemzd, melyhez szovettanilag epidermalis
spongidzis ¢és elsésorban aktivalt T sejtekbdl alld perivaszkuldris infiltracio, hizosejt
degranulaci6 tarsul. A kronikus ekzemads teriileten a bor szaraz, erdsen lichenifikalt, hamlo,
sziirkés-livid szini. Szdvettanilag hiperpldzids epidermis, hiperkeratozis, minimalis
spongidzis jellemzd. A dermadlis sejtgyiilemet monocita-makrofag sejtek és eozinofil
granulocitak uraljak (35-39). Ez a dinamikus valtozas a klinikai €s a szdvettani képben mas-

mas citokin milid kialakuldsahoz vezet, illetve ennek kovetkezménye. Az AD-ben szenveddk
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érintetlen boérében fokozott szamban mutathatok ki IL-4 és IL-13 mRNS-t expresszalo sejtek,
mig nem mutathat6 ki az IL-5, IL-12 és IFN-y termelés (40,41, 2. tablazat). Akut 1ézidkban az
IL-4 és IL-13 termelés mellett megjelenik a fokozott IL-5 termelés, de alacsony az IL-12 és
IFN-y termeld sejtek szama. A jelentds valtozast a kronikus léziok vizsgdlata mutatja,
miszerint szignifikdnsan kevesebb az IL-4 és IL-13 mRNS-t termeld sejtek szama,
ugyanakkor magasabb az IL-5, GM-CSF, IL-12 és IFN-y termel6 sejtek aranya. Az AD akut
tiinetei esetén tehat, elsésorban 2-es tipusu, kronikus 1éziokban viszont 1-es tipusu citokinek
dominaljak a lokalis citokin kornyezetet a bérben (5). Vizsgdlatok megallapitottak, hogy a
kezdeti 2-es tipusu citokin termelés 1-es tipusra torténd valtdsaért az IL-12 termelddése
felelds, melyet eozinofil granulocitdk, monocitdk ¢és dendritikus sejtek termelnek (42). A
lokalis IL-12 termelés fokozoddsa a Thl sejtek éréséhez és citokin termelésiik beindulasahoz

vezet.

Citokinek | Tiinetmentes bor | Akut gyulladds | Kronikus gyulladas
1L-4/IL-13 + - +HH
IL-5 — ++ ot
Interferon-y — — T+
IL-12 - - —
IL-16 + et ++
GM-CSF - + ++

2. tablazat: AD-re jellemz6 citokin mintazat.

A Thl ¢és Th2 sejttipus egylittes jelenléte AD-ben és egyéb atopids korképekben is,
valamint az a tény, hogy az utdbbi években nem csupan az atopias betegségek, de bizonyos
autoimmun korképek eléforduldsi gyakorisdga is jelentdsen emelkedett a populdcidoban
ramutat az un. ,.hygiene” hipotézis hianyossagaira. A ,,hygiene” hipotézis elsdsorban a kiilso,
kornyezeti tényez6k megvaltozasaval, a fertézések szdmanak csokkenésével, az allergének
szadmanak novekedésével és kovetkezményesen fokozott Th2 és csokkent Thl stimulacioval
magyarazza az atopias korképek gyakorisdganak robbanéasszerli emelkedését (43,44). Ma mar
tobb kutatdcsoport megfogalmazta azt a véleményt, ami szerint a fentebb emlitett valtozasok
mellett, az allergids ¢és autoimmun korképek egyiittesen megfigyelhetd novekvd
incidenciajanak hatterében az immunvalasz korai szakaszanak ¢és az immunregulacionak
karosodasa allhat (45-48). Ez a korabbi szakasz feltehetden az antigén prezentacidt is magaba
foglalo velesziiletett immunvalaszban keresendd, amelyben az antigénprezentald dendritikus

sejtek jatsszak a kulcsszerepet. Ugyancsak fontos szerepet jatszhatnak a Th1/Th2 egyensuly
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karosodasaban az un. regulatorikus T sejtek és az NKT sejtek, melyek citokin termelésiik

révén hatast tudnak gyakorolni a T sejtek érési folyamatara.

Dendritikus sejtek AD-ben

AD-ben, mint lattuk fokozott hajlam figyelheté meg az I-es tipusu hiperszenzitivitasi
reakciok kialakulasara, amely magas szérum 0ssz IgE szinttel és gyakori allergén specifikus
IgE termeléssel jar. Az ekzemas tiinetek kialakuldsaért azonban nem az I-es tipusu reakcio
felelds elsdsorban, hanem az allergén specifikus T limfocitdk bérbe torténd vandorlasa és az
altaluk elinditott I'V. tipust gyulladasos folyamatok. Az I. és IV. reakciok kozott a kapcsolatot
a borben elhelyezkedd dendritikus, antigén prezentald sejtek (APS) képezik. A dendritikus
sejtek a természetes immunvalasz fontos szerepldi, és hidat képeznek a természetes és az
adaptiv immunrendszer kozott. A dendritikus sejtek centralis szerepe tobbek kozott abbol
adodik, hogy nem csupén elinditani képesek az adaptiv immunvalaszt az antigén prezentciod
révén, de jelentdsen befolyasoljak annak effektiv szarat is. Felszini kostimulacios molekulaik
¢s az altaluk termelt citokinek révén megszabjak a kialakuld immunogén Th1/Th2 vélasz
mindségét vagy adott korliilmények kozott a tolerancia biztositasat (49,50). Az antigén
prezentalo sejtek felszinén szdmos patogén mintdzat felismerd receptor (pattern recognition
receptor, PRR) van (51-54). Az antigén természetétdl fiiggden mas-mas tipusu PRR-hoz
kotédik, eltéré adapter fehérjéken keresztiil részben azonos, részben kiilonb6z6 szignal
transzdukcids utvonalakat indit el, melynek eredménye kiilonb6z6é kostimuldcios molekulak
megjelenése és citokinek termelése lesz, ami pedig befolyasolja a Th1, Th2 iranyu érést.

AD-ben a gyulladasos epidermisben két CDla+, immunmorfoldgiailag és
ultrastruktiralisan kiilonb6z6é dendritikus sejt jelenik meg. A klasszikus Langerhans sejtek:
Birbeck granulum+, CDla+++, HLADR+++, CD11b-, CD207+, CD80+, CD86+, CD40+ ¢s
az un. ,inflammatory dendritic epidermal cells (IDEC): Birbeck granulum-, CDla+,
HLADR+++, CD11b+++, mannose receptor (CD206)+, CD80+, CD86+, CD40+ (55). Az
eddigi kutatasok alapjan feltételezhetéen a Langerhans sejtek els6sorban az AD kezdeti
stddiumaban fejtenek ki hatast, citokinek és kemokinek termelése révén fokozzak a naiv T
IL-12 termelésiik révén a Th2-Thl valtasban és a gyulladas kronikussa valasaban jatszanak
szerepet (56).

Mindkét dendritikus sejttipus nagy szdmban hordoz a felszinén IgE kotd nagy
affinitasu Fce receptort (FceRI). AD-ben a szervezetbe a nyéalkahdrtydkon vagy a béron at

bejutd antigének hatasara képz6do IgE molekula kotddik a borben elhelyezkedd Langerhans
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sejt FceRI-hoz. A kérosodott barrieri boron at ismételten bejutd antigént mar a felszini IgE
molekulaval felszerelt Langerhans sejt varja, a kotddés kovetkeztében a sejt aktivalodik és
vagy a kérnyezd nyirokcsomoba vandorol, ahol antigén specifikus Th2 sejtek aktivalasat idézi
elé vagy lokélisan a bdrben prezentdlja az antigént az antigén specifikus T sejteknek. A
Langerhans sejtek ezzel egyiddben szamos kemotaktikus hatast citokint termelnek, IL-16-ot,
MDC-t (macrophage-derived chemokine) ¢s MCP1-et (monocyte chemotactic protein 1),
melyek hatdsara monocitak és IDEC tipusu sejtek eldalakjai aramlanak a borbe, illetve indul
meg fejlodésiik (8). Az altaluk beinduld IL-12 termelés pedig Thl tipusu sejtek képzddéséhez
¢s a folyamat kronikussa valasahoz vezet.

Az antigén prezentalo sejtek harmadik tipusat, a plazmocitoid dendritikus sejteket
nagyobb szdmban lehet megtaldlni a periférids vérben AD-ben, azonban csokkent szamban
lehet kimutatni az epidermisben, és bizonyos feltételezések szerint ennek szerepe lehet a
betegeknél a boron gyakran megfigyelhetd virus fertézések kialakuldsédban (57). Ugyanakkor
Stary ¢és mtsai immunhisztokémiai modszerrel AD-ben a dermisben emelkedett szdmban
mutattdk ki a CD123+BDCA-2+/CD45RA+/CD68+ plazmocitoid dendritikus sejtek jelenlétét
(59).

Regulatorikus sejtek AD-ben

A regulatorikus T sejteknek ma mar szamos csoportjat leirtak, részletesen 3 6 tipusat
tanulmanyozta eddig az irodalom (59). A timuszban keletkezd és a periférian elsésorban sejt-
sejt kontaktus utjan hatd un. ,természetes” regulatérikus sejteket, a CD4+/CD25+/Foxp3+
Treg sejteket, valamint a periférian képz6d6é Th3 és Trl sejteket, melyek TGF-p és IL-10
termelés révén fejtik ki hatasukat. AD-ben kevés irodalmi adat ismert a regulatorikus T sejtek
szamat vagy funkciojat illetden. Ou és mtsai szerint AD-ben a periférids vérben a
CD4+/CD25+/Foxp3+ Treg sejtek szama szignifikdnsan megemelkedik, funkcidjuk nem
karosodik, de staphylococcus szuperantigének hatasara csokken a sejtek immunszuppressziv
képessége (60). A borben lejatszodd folyamatokat tekintve ugyancsak egy kozlés ismert,
miszerint a CD4+/CD25+/Foxp3+ Treg sejtek szama csokken, mig a Trl sejtek szdma inkabb
emelkedik AD-ben (61). Sajat, még nem kozolt és itt nem részletezett vizsgalataink szerint
AD-ben a CDA4+/CD25+/Foxp3+ Treg sejtek szdma mind a bdrben, mind a vérben

szignifikansan megemelkedik.
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Az AD-ben zajlo gyulladas egyéb sejtes résztvevoi

AD-ben az eozinofil sejtek szama megszaporodik mind a vérben, mind a bdrben, s az
altaluk termelt citokinek ¢és kemokinek fontos szerephez jutnak a lokalis gyulladas
kialakitasaban. Az eozinofil sejtek bérbe vandorlasaért elsésorban a Th2 sejtek, hizosejtek €s
Langerhans sejtek altal termelt IL-5, IL-3, GM-CSF és TNF-a felelds (62). A sejtekbol
felszabaduldé ECP, melynek szintje Osszefiiggést mutat a betegség aktivitdsaval, szerepet
jatszik a gyulladasos folyamat fenntartdsdban, az IL-12 pedig a Th2-Thl valtasban. Az AD
kronikussa valasaban, a gyulladas elhtizodasdban szerepe van az eozinofil granulocitdk és a
monocita-makrofag sejtek atlagosndl hosszabb élettartamanak, csokkent apoptotikus
képességének. Ezt az [L-5 ¢s a GM-CSF termelddése tartja fenn, mely utébbit nem csupan a T
limfocitak, hanem az epidermalis keratinocitdk is termelik.

A keratinocitak ezen kiviil is aktivan vesznek részt az AD-re jellemzd lokalis
gyulladas kialakitasaban, IFN-y ¢és TNF-o stimulacid hatisara szolubilis epidermalis
novekedési faktort (EGF) termelnek, amely fokozza az MCPI1, az IP10, IL-8 és RANTES
szekréciot, melyek kovetkeztében fokozodik az eozinofilok és monocitdk bevandorlasa a
borbe (63,64). AD-ben kimutatott, hogy a CLA+ Th2 sejtek nagy mennyiségben képesek IL-
31 termelésre, mely keratinocita aktivaciohoz és kemokin termeléshez vezet (65,66). A
keratinocitak ugyancsak szekretdlnak TNF-a-t és IL-1pB-t, valamint képesek CCLS5, CCL17 és
CCL20 kemokinek termelésére, melyek hatdsara CLA+ memoria T sejtek jelennek meg a
boérben. Mechanikus trauma, viszketés hatdséra is szdmos gyulladasos citokin termelése indul
be a keratinocitdkban, mely sejtek mint lathatdé nem csupdn célpontjai az AD-ben zajlo
gyulladasnak, de hozzdjarulnak a gyulladas kialakuldsahoz és fenntartasahoz is (67,68).
Legujabb irodalmi adatok szerint AD-ben a Th2 valaszt kivalto IL-33 ST2 receptor génjének
olyan polimorfizmusat irtdk le, mely fokozott receptor expressziot eredményez
keratinocitakon (69,70).

AD-ben jellemzd, hogy a betegek periférids vérének mononuklearis sejtjeiben fokozott
a ciklikus AMP-(cAMP) foszfodieszteraz enzim aktivitdsa, aminek kovetkeztében csdkken az
intracellularis cAMP szint. A monocitdkban ez fokozott prosztaglandin E2 (PGE2) és IL-10
termeléshez vezet, ennek hatasara T sejtekben gatlodik az IFN-y képzddés és fokozodik az IL-
4 termelés (Th2 dominancia), a B sejtekben, pedig novekszik az IgE szintézis mértéke. Ez
képezi az alapjat a foszfodieszteraz gatldo gyogyszerek alkalmazasi lehetdségének AD-ben

(67).
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I1.1.4. A bakterialis fertozés és a Toll szerii receptorok szerepe atopias dermatitisben
AD-ben az immunolédgiai folyamat beinditdsdban €s fenntartdsdban a legfontosabb

¢lelmiszer és levegdvel terjedd allergének mellett fontos szerephez jutnak a bdrre keriild
fert6z6 agensek is. Ismert, hogy a klinikailag nem fertdzott tiinetekkel rendelkezd betegek
esetében is 90%-ban kimutathatd Staphylococcus aureus (S. aureus) kolonizaci6 az ekzemas
bérteriileten, valamint az, hogy antibiotikum kezelés klinikailag nem lathatd borfertézés
esetén is jelentds klinikai javulast eredményez (71,72). A gyakori S. aureus, egyéb baktérium,
virus ¢és gombafertézések kialakuldsdban szamos tényezd jatszhat szerepet. A stratum
corneum gyakori sériilése megteremti a lehetdséget a S. aureus szamara, hogy az epidermalis
¢s dermalis lamininhez és fibronektinhez kotddd sejtfelszini receptoraival megtapadjon az
ekzemas boron, mig a csokkent lipidtermelés miatt karosodik a lipidek boérfelszinen kifejtett
antibakterilis aktivitasa (73,74). Kimutatott, hogy az antimikrobialis hatast cathelicidin és -
defenzin termelés is csokkent AD-ben (75).

A S. aureus altal termelt toxinok (Staphylococcus Enterotoxin A, B, C, D, E és
Toxikus Shock Szindroma Toxin-1) tobb féle mechanizmus utjan is képesek fokozni az
ekzemas gyulladast. A karosodott bor felszinén atjutva szuperantigén hatasuk révén MHC
restrikcio nélkiil direkt Gton poliklonalis T sejt aktivaciot inditanak el. Ugyancsak képesek
aktivalni a makrofagokat és a Langerhans sejteket, mely IL-1, IL-12 és TNF-a termelést
eredményez. A makrofagok altal termelt IL-1 és TNF-a fokozza a gyulladést, hatasara E-
selectin expresszid indul meg a vaszkularis endotel sejteken, és ez eldsegiti a CLA+
limfocitdk borbe torténd bevandorlasat (76). Az IL-12 hatdséra fokozodik a CLA felszini
expresszioja a T sejteken és a Thl sejtek érése révén a gyulladas kronikussa valasaban is
szerephez jut. Ugyancsak tobb vizsgald kozdlte, hogy AD-ben a staphylococcus toxinok ellen
specifikus IgE termelés is kimutathatd. Ezen betegekben a bazofilok felszinére kotddo toxin
specifikus IgE és a toxin kapcsolodasat kovetden hisztamin felszabadulds mutathato ki. A
toxin specifikus IgE szintje 0sszefliggést mutat, az AD sulyossagaval (77). A kornyezeti
antigénekre specifikus IgE termelés mellett AD-ben sajat autoantigének ellen is kimutathato
antitesttermelés. Els6sorban a gyulladds kovetkeztében karosodott keratinocitakbol
kiszabadulé citoplazmatikus fehérjék ellen IgE tipust autoantitestek képzddnek, melyek
szintén hozzajarulnak a gyulladas tovabbi fenntartasahoz (78).

A Toll szeri receptorok (TLR) a természetes immunitas részeként csiravonalban
kodolt olyan molekuldk, amelyek elsddleges feladata a patogén korokozok felismerése. A
TLR-ok, valamint a CD14, a B,-integrinek (CD11/CD18), a C tipusu lektinek, a scavenger-
receptorok ¢€s a komplement-receptorok (CR1/CD35, CR2/CD21) alkotjak az ugynevezett
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mintazatfelismerd receptorokat (pattern recognition receptor, PRR). Ezek a sejtfelszinen
expresszalodod, vagy szolubilis formaban eléforduld receptorok dontden a patogén mikrobialis
agensek jorészt kozos vagy hasonld, a gazdaszervezetben nem képzddd invarians molekularis
struktarait, az ugynevezett korokozohoz kapcsolodd molekularis mintazatot (pathogen
associated molecular pattern, PAMP) ismerik fel. A fontosabb PAMP ligandok koz¢ tartoznak
a lipopoliszacharidok (LPS), a bakterialis lipoproteinek (BLP), a peptidoglikdnok (PGN), a
lipoteicholsav (LTA), a nem metilalt bakterialis CpG-DNS ¢és az élesztd mannan. Az egyes
TLR-okhoz mas-mas mikrobidlis ligandok kotddnek, amit kovetden részben kdzds, masrészt
viszont egyedi szignalitvonalakon keresztiil transzkripcios faktorok segitségével
proinflammatorikus citokinek és adhézidés molekulak atirodasa jon létre és az adott TLR-ra
jellemzd immunoloégiai valaszok valtodnak ki (79-84). Nem ismertek adatok a TLR-ok
szamanak ¢és funkcidjanak valtozasarél AD-ben, melynek szerepe lehet a betegségben gyakori

fertdzések kialakitasaban, illetve magédban a patogenezisben is.

I1.1.5. Extrinzik és intrinzik atopias dermatitis

Az asthma broncialehoz hasonléan az AD-ben szenvedd betegeket is két csoportra
lehet osztani. Az extrinzik AD-re (EAD) jellemz6 az emelkedett IgE szint, specifikus IgE
jelenléte és pozitiv bortesztek, mig az intrinzik formaban, bar a klinikai tiinetek megegyeznek
az EAD tiineteivel, nem mutathato ki fokozott 1. tipust hiperszenzitivitasra valé hajlam, nincs
kapcsoltan 1éguti vagy téplalék allergia, normal a szérum IgE szintje, nem detektalhatod
specifikus IgE és a bortesztek is negativak (85,86). A nem allergias, intrinzik AD (IAD)
el6fordulasat 16-45%-ra becsiilik a teljes AD-es populdcion belill az egyes vizsgalatok
(87,88). Az AD két csoportjaban, a borben 1évé T sejtekben azonos mennyiségii IFN-y
termelést mutattak ki, de csokkent I1L-5 és IL-13 termelést detektaltak az intrinzik formaban
(89,90). Szintén csokkent ebben a csoportban az epidermalis dendritikus sejtek felszinén
kimutathatd FceRI szdma, de a periférias vérben az eozinofil granulocitdk szama, ¢lettartama
¢és aktivitasi foka nem mutatott 1ényeges eltérést az EAD csoporttdl (91). A periférias vér T
limfocitdk aktivitdsa valamint citokin termelése tekintetében nem egységesek az irodalmi
adatok. Novak és mtsai emelkedett IL-13 szérum szintet talaltak IAD-ben, mas szerzok
viszont fokozott IL-4 és IL-5 szintet mértek EAD esetén a periféridas vér limfocitdk
feltiliszojaban (92,93).

Az utdbbi években egy masik felosztdst is javasol az irodalom: ,tiszta” AD esetén a
betegnél nem mutathato ki tarsuld egyéb atopids betegség, ,.kevert” AD esetén mas atopias

betegségek is diagnosztizalhatoak (93). A ,tiszta” csoporton beliil azonban tovabbra is el lehet
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kiiloniteni az extrinzik és intrinzik formékat. Bizonyos megfigyelések szerint az extrinzik és
intrinzik csoport nem ¢lesen elkiiloniild kategoriak, mivel évek alatt d&tmenet figyelhetd meg
az intrinzikbdl az extrinzik felé (94). Az IAD patogenezisében elsdsorban a fert6z6 dgensek

szerepét, a mikrobialis komponensekkel szembeni hiperreaktivitast emelik ki (95).

I1.2. Psoriasis vulgaris és psoriasisos arthropathia

I1.2.1. Epidemioldgiai és genetikai adatok

A psoriasis vulgaris egy genetikailag determindlt, poligénesen 06roklédo, a
keratinocitak fokozott proliferacidjaval, dermalis gyulladéassal, érelvaltozasokkal ¢és
immunologiai rendellenességekkel jard gyakori bdrbetegség. Prevalencidja a fejlett
orszagokban atlagosan 2% koriili (96). A betegségre epidermalis hiperproliferacio, akantozis,
a keratinocitdk parakeratozisban megnyilvanuld differencidlodédsi zavara, a limfocitak és
polimorfonuklearis sejtek epidermisbe torténd migracidja, €és a dermalis erek koriil
histiocitakbol, limfocitakbol ¢és neutrofil granulocitakbol all6 gyulladdsos infiltratum
jellemzd. A korkép poligénes 6roklédésii, az utobbi években tobb olyan l6kuszt sikeriilt
azonositani, amelyek Osszefiiggésben allhatnak a psoriasisra valé hajlammal (PSORSI1-9),
azonban jelenleg a felelds gének vagy géntermékek azonositasa még nem tortént meg (97,98).
Ugyancsak felmeriilt ugynevezett nem-kodold genomrészek lehetséges szerepe is a betegségre
valdé hajlam genetikai meghatarozottsdga esetén (99). A genetikai determindcié mellett
szamos kiilsé és belsé faktor kivalthatja, sulyosbithatja a betegséget, példaul lazas allapot,
Streptococcus infekcio, kronikus gyulladas, kiilonboz6é gydgyszerek, endokrin €s alimentaris
hatdsok, stressz vagy alacsony szérum calcium szint. A psoriasist az immun medialt
gyulladésos korképek (immune mediated inflammatory diseases, IMID) ko6zé soroljdk a
rheumatoid arthritissel és a Crohn betegséggel egylitt. A betegség 1ényege egy jelenleg még
nem azonositott (auto)antigén vagy antigének hatasara kialakuld a borre, a bor fiiggelékeire €s
bizonyos iziileti struktirdkra lokalizalodo gyulladas, mely a velesziiletett és a szerzett
immunrendszer koérosan fokozott lokalis reakcioi miatt jon 1étre, és a genetikailag meglévd
karosodott keratinocita homeosztazis esetén klinikai tiinetek kialakulasahoz vezet (100-105).

A folyamat a nem megfeleléen miikodé immunregulacié miatt kronikussa valik (106).

I1.2.2. Citokin vizsgalatok psoriasis vulgarisban
A psoriasis vulgaris a T1/T2 sejt ardny valtozasanak tipikus borgyogyaszati példaja, ahol

az egyensuly felborulasaért elsésorban a T1 tipusu sejtek szdmanak, illetve funkcidjanak

18



fokozodasa felelds, és szadmos irodalmi adat utal arra, hogy mind a lokalis, mind a szisztémas
citokin halozat fontos szerepet jatszhat a betegség patogenezisében (107-109). A lokélisan
felszaporodott citokin termeld sejteket illetve az altaluk termelt citokineket a bérmintakbol
immunhisztokémiai ¢és immunfluoreszcens modszerekkel, vagy in situ hibridizacidval
vizsgaltak, illetve bérbiopszids mintakbol €s izolalt T sejtekbdl citokin mRNS kimutatasara
alkalmas technikakkal detektaltdk (110-117). Ezen moddszerek dontd tobbsége T1 tipusu
sejtek és citokinek dominanciajat mutatta ki a psoriasisos borben. Ezzel szemben a psoriasisos
betegek borében IL-4+ T sejteket nem sikeriilt detektdlni immunhisztokémiai moédszerrel,
aramlasi citométerrel, RT-PCR-ral, Western blot-tal, in situ hibridizacioval ¢és
immunprecipitaciéval sem. (107-110,112-114,118). A fenti technikak egy részének hatranya,
hogy csak a teljes sejtpopulaciorol és az Osszes sejt altal termelt citokinekrdl képes
informéciot szolgaltatni. Csak az immunhisztokémiai, immunfluoreszcens, ELISPOT
modszerek valamint az izoldlt T-sejt klonok vizsgalata képes akér egyetlen sejtben is
meghatdrozni a citokin expressziot. Ezen tesztek szenzitivitdsa, megbizhatosdga ¢és
alkalmazhat6ésaga azonban messze elmarad a citokin meghatarozasra kifejlesztett
multiparametrikus 4ramlasi citometrids technikaktol.

Austin és mtsai psoriasisos betegek érintett plakkjaibol izolalt mononuklearis sejteket
vizsgélva a tlinetes borteriileteken az IFN-y, IL-2 és TNF-a pozitiv T1 sejtek szamanak
szignifikdns emelkedését mutattak ki (119). Szabé ¢s mtsai, valamint Friedrich és
munkacsoportja hasonld eredményeket kaptak psoriasisos bortlinetekbdl izolalt T sejteken és
igazoltdk, hogy a bdrben nem csupan a Th, de a Tc sejtekre is jellemzd az 1-es tipust
citokinek fokozott termelése (112,118). Ugyanakkor a fenti vizsgéalatok egy részében a
periférias vér mononukledris sejteket is elemezték, €s azt mutattak ki, hogy a keringésben
csupan a Thl sejtek fokozott citokin termelése detektalhatd, Tcl dominancia nem jellemzo.
Valamennyi vizsgalat hatranya, hogy szeparalt periférids vér mononuklearis sejtekkel vagy
izolalt T sejtekkel, T sejt klonokkal dolgozott. A szepardlds soran pedig a sejtek szamos
funkciéja megvaltozhat, illetve elvesznek a természetes kornyezetiikben 1évo

szérumkomponensek (120,121).

I1.2.3. A psoriasisos arthropathia patogenezise
A psoriasisos arthropathia (PA) a szeronegativ spondylarthritisek csoportjaba tartozo
betegség, a psoriasisos betegek 30%-at érinti nagy valoszinliséggel aluldiagnosztizaljak (122).

Kialakulasaban szdmos tényezd szerepét emeli ki az irodalom.
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Genetikai faktorok

Ismert, hogy az els6 foku rokonok kozott jelentds halmozodast mutat a betegség, ami a
genetikai tényezOk szerepére utal. Bizonyos HLA haplotipusokkal mar évek 6ta ismert a PA
kapcsolata. A 6. kromoszoma rovid karjan elhelyezkedd HLA-B13, B17, B27, B38, B39,
HLA-Cw6 génekkel és HLA-DRB1* haplotipussal vald asszociacié mellett az utébbi idokben
a MICA-9 (MHC 1 chain related gene-9) génnek, a TNF-a gén kiilonb6zo
polimorfizmusainak, valamint a 16. kromoszéma hosszi karjan elhelyezked6 CARD-15

(caspase-activating recruitment domain-15) génnek a szerepe is felmertilt (122-124).

Angiogenezis

PA-ban mind a bdrben, mind a szinovialis membranban kifejezett angiogenezis zajlik,
aminek mértéke a rheumatoid arthritisben észleltnél joval kifejezettebb. Ebben szerepet
jatszanak a VEGF (vascular endothelial growth factor), a TGF-f3 (transforming growth factor

), a PDGF (platelet derived growth factor) €s az angiopoietinek egyarant (125).

Citokinek

Centralis szereppel, nagy valoszinliséggel a TNF-o és az IFN-y bir a betegség
szempontjabol. Azok a tények, hogy PA-s betegekben mind a szinovidlis membranban ¢és
folyadékban, mind a bdrben és a szérumban magasabb TNF-a szinteket mértek és a TNF-a
gatlo készitmények kifejezett klinikai javulast hoztak mind az iziileti, mind a bortiinetek
tekintetében arra mutatnak, hogy a TNF-a fontos a betegség kialakuldsa szempontjabodl (126).
Ezen citokint a makrofagok, monocitdk, keratinocitak, hizosejtek, dendritikus sejtek ¢€s
aktivalt T sejtek egyarant termelik. A TNF-a fokozza bizonyos transzkripcids faktorok
miikodését (pl.NFkB, NF-AT1), ami szamos proinflammatoérikus citokin (pl. IL-1, IL-6) ¢és
kemokin termelddését vonja maga utan. Hatasara keratinocita hiperproliferacid, az iziiletben
pedig porc és csontkdrosodads jon létre (127). A fibroblasztok és porcsejtek aktivalodnak,
oszteoklaszt iranyu differencidlédas indul meg, metalloproteazok termelddnek, ami
folyamatos porc €s csontdestrukcidhoz vezet. TNF-a felszabadulast kovetéen mind a bérben,
mind az iziiletben az endothel sejtek, keratinocitdk ¢s dendritikus sejtek adhézios molekulakat
kezdenek el expresszalni, ami a gyulladdsban részt vevod sejtes elemek megtelepedéséhez ¢s
felszaporodasahoz vezet (125). Egyéb fontos citokinek termelése is megindul, a mar emlitett
IL-1 és IL-6 mellett kimutattak az IL-12, IL-15 és az IL-18 szintjének emelkedését is a PA-s

betegek aktiv iziileteiben.
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Sejtek

Mind az epidermisben, mind a szinoviadlis membranban jelentés mértékli sejtes
infiltraciot lehet kimutatni PA-ban. A sejtes infiltratum dontd tobbségét a T limfocita
populacié teszi ki (128). A szinovialis folyadékban és az in és szalagtapadési helyeken
dominaléoan CD8+ T sejtek vannak jelen, a CD4+/CD8+ arany itt 1:2, szemben szinovialis
membranban észlelt CD4+ sejt dominanciaval (129). Tobb bizonyiték sz6l amellett, hogy
els6ként a CD8+ T sejtek telepszenek meg az iziileti struktirdkban és ezek inditjdk el a
gyulladasos immunvalaszt (130). Emellett szol az a tény is, hogy CD4+ sejt deplécioval jaro
HIV fert6zott betegekben gyakori a PA kifejlodése (131).

Csont remodelling

A csont atépiilése (remodelling) kozponti folyamat melynek eredménye dontden a
periartikularis csont felszivodasa és ezzel parhuzamosan 1j csont képzddése. A reszorpcidban
a citokinek altal aktivalt oszteoklasztok, a reaktiv ujdonképzddésben pedig, az oszteobasztok
aktivitdsa jatszik szerepet. Ezen folyamatban igen fontos a RANK (receptor activator of
nuclear factor kB) RANK-ligand (RANKL) tutvonal (132). Az oszteoblasztok, a szinovialis
membrant infiltralé T sejtek és csontveldi stroma sejtek felszinén kifejez6d6 RANKL az
oszteoklasztok €s az oszteoklaszt prekurzorok RANK-jdhoz kotédve oszteoklaszt aktivaciot
¢s fokozott csont reszorpcidt indit el, melyet madasodlagosan kovet a reaktiv csont
ujdonképzdédés (133). Egy jelenleg formélodod elképzelés szerint, a borben lejatszodd
folyamatok kovetkezményeként megemelkedett TNF-o szint a keringd oszteoklaszt
prekurzorok szdmat emeli. A prekurzorok a psoriasisos iziiletbe jutva RANKL-ot expresszalo
sejtekkel keriilnek kapcsolatba, ami oszteoklaszt irany( differencialodast és aktivalddast
eredményez. Ez klinikailag a csont lebontas fokozddasdhoz és csont (ijdonképzddéshez vezet
az iziilet melletti csont allomanyaban (134). A fenti események fontos kapcsolatot jelentenek

a borben zajl6 gyulladas és a PA kialakulasa kozott.

I1.2.4. Az aktiv D3 vitamin immunologiai hatasai

1,25 dihidroxivitamin D3 [1,25 (OH),Ds3;], ami a Dj; vitamin biologiailag aktiv
metabolitja, nemcsak a csont és a kalcium metabolizmusaban jatszik fontos szerepet, hanem
szamos sejt differencidloddsdban és az immunologiai szabalyozasban is. A taplalékban
felvételre keriild D3 vitamin mellett a szervezet legfobb forrasat a bérben zajlo Ds; vitamin

bioszintézis jelenti. A méjban €s a vesében bekdvetkezd 1,25 hidroxilalas utan képz6do 1,25
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(OH),D; aktiv metabolitnak, mint ligandnak, a vitamin D receptorhoz (VDR) valé sejtmagon
beliili kotédése inditja el a bioldgiai hatdsokat eredményez6 szignalokat (135,136). Az 1,25
(OH);D;, a VDR-hez, mint nuklearis hormon receptorhoz ligandként kétddve a retinoid X
receptorral (RXR) heterodimert képezve ligand aktivalt transzkripcids faktorként mitkodik.
Az altala regulalt gének promoter régioi kozvetitésével az adott gén transzkripcidjat aktivalja,
vagy gatolja, ami az €rintett targetsejtekben, a gén altal kodolt fehérjék képzését eredményezi,
vagy gatolja (137).

A VDR az immunrendszer legtobb sejtjén jelen van, a monocitak, a makrofagok és a
dendritikus sejtek konstitutive expresszaljak, a limfocitdk VDR expresszidjara pedig indukalt
formaban kertil sor (138). A 25 (OH)Ds végso 1,25 (OH),D; hidroxilaciojat az 1-o hidroxilaz
végzi, amely enzim nemcsak a vesesejtekben, de a makrofagokban, dendritikus sejtekben és a
limfocitdkban is megtalalhaté (139). A VDR jelenléte az immunrendszer sejtjeiben, valamint
az 1-a hidroxiladz ezen sejtekben valo aktivalodasa igy lehetdvé teszi az 1,25 (OH),Ds-nak az

immunszabalyozasban val6 kozvetlen részvételét.

Az aktiv D; vitamin hatdsa az antigén prezentalo sejtekre

Amig a legtobb immunmoduldl6 szer f6 hatdsa a T sejtekre irdnyul, addig az 1,25
(OH),;D; széleskorti immunologiai szabalyozo szerepe leginkabb az antigén prezentald
sejtekben (APS) érvényesiil. Az aktiv D3 gatolja a mieloid prekurzorok dendritikus sejtekké
valo érését, differencidlodasat. Kifejezetten csokkenti a dendritikus sejtek antigén prezentald
képességét, az MHCII, a CD80, CD86, CD40L, tovabba a CDla, CD83 expresszidjat
(140,141). Az érett dendritikus sejtek ardnya csokken az éretlen, kevésbé immunogénnek
tekinthetd fiatal dendritikus sejtekhez viszonyitva. Az aktiv D; befolyésolja az APS-k citokin
képzését, kiemelt jelentdsége van annak, hogy csokken az IL-12 és fokozodik az IL-10
termelésiik, tovabba fokozodik a szuppresszor hatast prostaglandin E; produkeio6 (142,143).

A VDR agonistdknak a dendritikus sejtekre gyakorolt hatidsa tehat dnmagaban is a
tolerogenitas €s kevésbé az immunogenitds irdnyaba tereli az immunrendszer mukodését
azaltal, hogy a dendritikus sejtek érését és differencidlodéasat gatoljak, és Thl sejtek aktivitasat

kozvetleniil serkentd IL-12 termelését mérséklik, az IL-10-ét pedig fokozzak.

Az aktiv D; vitamin hatasa a T sejtekre

Az 1,25 (OH),D; T limfocitékra kifejtett direkt hatasa az antigén és lektin mediélta T
sejt proliferacio és citokin termelés gatlasdban nyilvanul meg. Az 1,25 (OH),D; gétolja a Thl
sejtek differencidlodasahoz sziikséges citokinek termelését (144,145). A Thl limfocitak
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kulcsfontossagl citokinjeinek, igy az IL-2-nek és az IFN-y-nak a transzkripcioja gatlast
szenved, de csokken a granulocita makrofag colonia stimulalo faktor (GM-CSF) szintézise is.
A 1,25 (OH);D; gatolja az IL-2 szekreciojat azaltal, hogy az aktivalt T sejt nuklearis
faktornak (NF-AT) az IL-2 gén promoteréhez vald kotddését akadalyozza. Boonstra és mtsai
szerint a Th1 gatlas melletti Th2 dominancia l1étrejottéért a Th2 sejtekre gyakorolt direkt hatas
is felelds (146). A Th2 sejtek aktiv Ds; vitamin hatas melletti fokozott IL-4, IL-5 és IL-10
termelése kedvezd 4llapotot teremt bizonyos autoimmun betegségekben ¢és a
szervtranszplantacio soran kialakulé gyulladdsos immunreakciok fékezése szempontjabol. A
Thl sejtek miikodésének gatlasat tehat kettds mechanizmussal biztositja az aktiv Ds, indirekt
uton a dendritikus sejtekre gyakorolt érés ¢és IL-12 termelés gatlasdval, masrészt a Thl
sejtekre gyakorolt direkt negativ hatasaval.

Az utdbbi idékben olyan in vivo adatok is napvilagot lattak, miszerint az 1,25
(OH),D; hatasara kialakuld tolerogén dendritikus sejtek mellett, a CD4'CD25" regulativ

funkcidju T sejtek aktivalodasa is hozzajarul a tolerancia eldidézéséhez (147,148).

I1.2.5. Autoimmun betegségek és az aktiv D3 vitamin kapcsolata

Irodalmi adatok szerint a mérsékelt égov alatt joval gyakoribb a sclerosis multiplex
(SM), az inzulin dependens diabetes mellitus (IDDM), a rheumatoid arthritis (RA) és a
gyulladasos bélbetegségek (IBD) eléfordulasa, mint a tropusi éghajlaton. Egyes szerzok
negativ korrelaciot figyeltek meg az ultraviola sugarzas mértéke és a SM eldfordulési
gyakorisaga kozott (149). Masok megerdsitették, hogy a fiatal életkorban (6-15 ¢év) a
megemelkedett napsugar expozicid védelmet jelent a SM-el szemben (150). Viszonylag kevés
Oszteopordzisos SM betegek szérum 1,25 (OH),D; szintjeit vizsgalva azt talaltak, hogy igen
gyakori a D3 vitamin deficiencia (151). Figyelemreméltoak azok a megfigyelések, amelyek 4
honapos iddbeli elcstuszassal, inverz korrelaciot talaltak az MRI-vel kimutatotott aktiv 1éziok
mennyisége €s a napsiitéses ordk szama kozott (152). Egyéb autoimmun betegségek, igy
IDDM, RA ¢s IBD patogenezisének kutatdsa soran is felmeriilt a gyanu, hogy a Ds vitamin
deficiencia egyike lehet a kiils6 provokald tényezéknek. Merlino és mtsai kozleményében
kozel 30 000 ndé prospektiv megfigyelésének eredménye azt bizonyitotta, hogy nagyobb
mennyiségli D3 vitamin bevitel csokkenti a RA incidencidjat (153). Hasonld megfigyelések
ismertek IDDM-ban, és Crohn betegségben is (154,155). Nem véletlenek azok a vizsgéalatok
sem, amelyek a VDR szerkezeti polimorfizmusanak tisztdzasara iranyulnak SM-ben, IBD-

ben, IDDM-ben és RA-ban (156-159).
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I1.2.6. A psoriasis és az aktiv D; vitamin kapcsolata

Az aktiv D; vitamin (calcitriol) psoriasisban val6 alkalmazhatosdga azt kovetden
meriilt fel, hogy a 80-as évek masodik felében tenyésztett human és egér keratinocitak
szenvedd beteg psoriasisanak tiinetmentesedését irtak le 1a(OH) D3 (alphacalcidol) szedése
utan (160-162). KésObb szdmos vizsgalat bizonyitotta a calcitriol és analogjai, a tacalcitol és
calcipotriol hatékonysdgat ¢és biztonsdgossagat lokalis alkalmazis esetén (162-166).
Hatékonysaguk elsddlegesen a keratinocitak differencidlodasat elésegitd, proliferaciot
csOkkentd hatasukbol adodik, de lokalis immunmodulalo effektussal is rendelkeznek. A
kezelés hatasara a bort infiltrdld Thl sejtek proliferacidja és citokin termelése gatlodik,
csokken a keratinocitak IL-6 és IL-8 termelése, ezaltal mérséklddik a leukocitak bearamlasa,
tovabba fokozodik a keratinocitak apoptotikus elhaldsa, ami a psoriasis klinikai javulasahoz
vezet (167-169). A szisztémas alkalmazas effektivitdsat is tobb vizsgald kozolte, elsdsorban
rovidtavu kezelésekrdl szamoltak be (163-165,170). Perez és mtsai hossza idejii (6 honap-3
¢v) terapia mellett tanulmanyotak a calcitriol hatékonysagat és biztonsagossagat (171). 85
betegnél atlagosan 2,4 pug dozist alkalmazva a betegek 88%-a észlelte a bdrtiinetek bizonyos
foku javulasat. A szerzok limitaltak a diétaval bevihetd calcium mennyiségét és sem a szérum
calcium, sem a vizelet calcium szintben nem észleltek jelentds eltérést. Megfigyelték, hogy a
calcitriol kezelés elsdsorban az erythrodermids és plakkos psoriasis formakban volt hatékony
¢s a koromtiinetek is jelentdsen javultak. PA-ban szisztémas alphacalcidol alkalmazésarol
csupan egy tanulmany szdmol be (172), immunolégiai laboratériumi vizsgalatok pedig nem

ismertek.

I1.3. Kronikus urticaria

I1.3.1. Epidemiolégia

Az urticaria a leggyakoribb borgyogyaszati korképek egyike, mely a populacio 15-
25%-ban az élet folyaman legalabb egy alkalommal jelentkezik (173). Mig az akut urticaria
enyhe formdja ritkdn okoz diagnosztikai vagy terdpids problémat, addig a sulyos anafilaxids
shockkal, illetve Quincke oedeméaval tarsulé generalizalt urticaria az életet veszélyezteto,
azonnali beavatkozast igénylo betegség.

Az urticaria akut forma4javal ellentétben kronikus urticaridban a csaldnkiiitéses
epizodok tobb mint 6 héten keresztiil fennallnak. A kronikus urticaria az életmindséget

jelentdsen befolyasold, sokszor nehezen kezelhetd korkép. Bizonyos vizsgalatok szerint az
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¢letmindség romlas Osszehasonlithatd a kardiovaszkularis betegségben szenvedd betegek
¢letmindség romlasaval, mivel a betegek szenvednek az allandd viszketd, ¢ég6 bortiinetektol,
kimertiltek a kdvetkezményes alvaszavartol, és bizonytalansag érzést okoz benniik az a tény,
hogy szamos esetben a modern orvostudoméany sem tudja definidlni a hattérben all6 kivalto
okokat (173,174). A betegség megkozelitden a populacido 0,1-3%-at érinti, elsésorban
felndttkorban jelentkezik, és az esetek 50%-4ban a csaldnkiiitések mellett angiooedemas
panaszok is fennallnak (175-179). A betegek csak mintegy felében mulnak el egy éven beliil a
panaszok ¢és azon betegek 40%-ban akiknél, 6 honapnal tovabb fennallnak a tiinetek akar 10

évig is perzisztalhat a betegség (175).

I1.3.2. A kronikus urticaria etiopatogenezise

Mind az akut mind a kronikus urticaria esetében a klinikai tliinetek megjelenéséért a
szoveti hizosejtek degranuldcioja és a kovetkezményes medidtor felszabadulas felelds. A
medialt I-es tipust allergids mechanizmus. A mediator felszabadulds immunologiai €s nem
immunologiai mechanizmussal johet 1étre allergén és allergén specifikus IgE talalkozas, IgE-
ellenes IgG antitestek, Fc epszilon receptor (FceR) a lanc specifikus antitestek, citokinek,
kodein, dardzsméreg, arachidonsav metabolizmusba valé beavatkozas (aspirin), fizikai
faktorok (pl. hideg), C5a ¢és P-anyag hatdsara. A nem immunoldgiai mechanizmusu
degranulaciét okozd dardzsméreg, P-anyag, szintetikus poliamin (48/80) kozvetleniil G-
proteinen keresztiil, az allergén specifikus IgE, IgE ellenes IgG antitestek, FceRIa specifikus
antitestek az FceRI-on, a C5a pedig sajat komplement receptoran hat.

A krénikus urticaria egyik legelfogadottabb etiopatogenetikai beosztasat Charnetzki
készitette az 1980-as években, mely beosztds kiegészitett formdjat Husz irta le hazdnkban
elészor (180). 2000-ben, a Berlinben megtartott European Society of Dermatological
Research szimpdziumon egy 0j konszenzus sziiletett az urticaria beosztasardl a hattérben allo
mechanizmusok alapjan (181). A két beosztds tobb pontban eltér egymastol és az egyik
legfontosabb kiilonbség, hogy ma mar nem soroljak a kronikus urticaria csoportba az urticaria
pigmentosa koérképet. A mindennapi klinikai gyakorlatban jol alkalmazhat6 az a felosztas,
melyet Grattan és mtsai javasoltak a kronikus urticaria betegségcsoport attekintésére (182, 1.
abra). Ok alkalmaztidk a ,kozonséges” (ordinary) urticaria kifejezést elészor a kronikus
urticaria azon eseteiben, amikor a fizikalis urticariat (FU) és az urticaria vasculitist kizartak

(183).

25



urticaria vasculitis

autoimmun 5%
25%

[ urticaria vasculitis

[ fizikalis urticaria
fizikalis L
urticaria | H idiopatias
pszeudo-allergias 35%

3% O infekciohoz tarsult

infekciohoz H pszeudo-allergias

tarsult

H autoimmun
3%

idiopatias

29%

1. abra: A kronikus urticaria leggyakoribb formai (k6zonséges urticaria= idiopatias + infekciohoz tarsult
+ pszeudoallergias + autoimmun, Grattan 2002).

Fizikalis urticariak

A kronikus urticaria egyik leggyakori formédja a fizikalis urticaria (FU) csoport, melyre
jellemzd, hogy a csalankiiitések kozvetleniil a bort ért fizikai inger hatdsa utan jelennek meg
¢s gyorsan, néhany perc, 1-2 6ra alatt elmilnak (180). Az egyetlen kivétel a kés6i nyomasi
urticaria, ahol 2 vagy tobb ora utan alakulnak ki az urticdk a nyomas helyén és 24 oraig ill.
tovabb fennallnak. A FU-dk nem ritkdn egymassal tarsulva fordulnak elé egy-egy betegen
(174,184). A leggyakoribb formak a kolinerg urticaria (C), amely j6 prognézisu és jellemz0 ra
a fizikai munkavégzés, pszichés stressz vagy meleg fiirdé kovetkeztében kialakulo viszketd
apro6 urticak kialakuldsa, valamint az urticaria factitia (szimptémas dermografizmus, D), mely
dorzsolés, vakaras kovetkeztében jon 1étre (185,186). Ismertek még a hideg, meleg, napfény,
viz, nyomas €és vibracio kivaltotta urticaridk. A FU-ékat az anamnézis gondos felvételével,

fizikalis vizsgalattal és kdnnyen elvégezhetd provokacios tesztekkel lehet diagnosztizalni.

Elelmiszerek szerepe

A kronikus urticaria hatterében 4ll6 ételallergidk eléfordulasi gyakorisagarol, illetve
szerepérol megoszlanak a vélemények. Az élelmiszerek koziil a halfélék, a tej, a gabonafélék,
a dio, bizonyos zoldségek és gyiimdlesok IgE medialta valédi I-es tipusi immunreakceio, a
tojasfehérje, a tiamin (sajt) és a foldieper direkt hisztamin felszabaditas, mig a sajtok, a sor,
egyes konzervek, zoldségek, gylimolesok (paradicsom, avokadd, ananasz), néhany halféle és

borok vazoaktiv-amin tartalmuk révén valthatnak ki csalankiiitést (187,188). Egyes szerzok
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szerint a kronikus urticaria hatterében a felsorolt mechanizmusok ritkan mutathatok ki, sokkal
gyakoribb az ételben talalhatdo mesterséges additiv anyagok kivaltotta pszeudoallergias vagy
intolerancia reakcid. Ezen étel additivumok lehetnek ételszinezékek, illetve tartositoszerek
(benzoesav szdrmazékok, azo festékek (174,184). Ugyanakkor mas vizsgalok a természetesen
el6forduld pszeudoallergének (paradicsom, bor) fontossagat is hangsulyozzak a mesterséges

additivumok mellett (189).

Gyogyszerek szerepe

Ugyancsak ritka a valodi gyogyszerallergia a kronikus urticaria hatterében. A
gyogyszerek elsésorban nem IgE medialt I-es tipusu hiperszenzitivitasi reakcid utjan, hanem
intolerancia reakciok révén valtanak ki kronikus csalankititést. Kimutatott, hogy az Aspirin
szedése a kronikus urticaridban szenvedd betegek kozel 30%-aban okoz exacerbacidt és ez
dozisfiiggd intolerancia reakcid (190). Szintén intorelancia reakcid révén vezetnek a nem
szteroid gyulladasgatld gydgyszerek kronikus urticaria kialakuldsdhoz. A  kronikus
urticaridban az emlitett gyogyszercsoportoknak nem oki szerepet tulajdonitanak, elsdsorban a

tiinetek provokalasat, exacerbacido megjelenését okozzak (191).

Gocfertozes szerepe

Régebben nagy szerepet tulajdonitottak a kronikus urticaria kialakuldsaban a
kiilonb6z6 bakteridlis gocfertdzéseknek, candida fertézésnek, illetve parazitafertézésnek. Az
utobbi évek vizsgdlatai alapjan azonban ezek eléforduldsi gyakorisdga, mint valdodi
patogenetikai tényezo igen kicsi (174). Szamos tanulmany jelent meg a kronikus urticaria és a
Helicobacter pylori (Hp) fert6zés kapcsolatardl, mely az irodalmi adatok tiikrében ugyanolyan
ellentmondasosnak tlinik, mint az ételallergidk és a kronikus urticaria viszonya (192). Tébb
vizsgalat is szoros Osszefiiggést talalt a Hp fert6zés és a kronikus urticaria kialakulasa kozott,
miutan a Hp eradikaciét kdvetden az urticarids betegek 95-100%-ban remisszio alakult ki
(193). Ugyanakkor ujabb vizsgalatok ezt nem tamasztjak alad és nem talaltak kapcsolatot a Hp
fertdz¢s, valamint a kronikus urticaria tlinetei k6zott (194-196). Az ellentmondas egyik oka

lehet a vizsgalt populacidkban mutatkozé eltéré Hp fertézési prevalencia.

Urticaria vasculitis
Ma mar nem soroljak az urticaria csoportba az urticaria vasculitist, mely egy 6nalld
koérkép. Fontos azonban és gyakran nem konnyl feladat a kiilonb6z6 kronikus urticaria

formaktol valo differencialas. Az urticaria vasculitisre jellemzd, hogy a csalankiiitések
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altalaban 2-3 napig, tehat tobb mint 24 o6raig allnak fenn és nem tiinetmentesen mulnak el,
hanem purpurdkat, barnas makuldkat hatrahagyva (197). A 1ézidk inkdbb égd, fajdalmas
érzést, kevésbé viszketést okoznak és bizonyos esetekben szisztémas tiinetek, mint pl.
arthralgia, 14z, uveitis, episcleritis, hasmenés, hasi ¢s mellkasi fajdalom is felléphetnek (198).
Az urticaria vasculitis lehet 6nallo, primer koérkép és lehet szekunder betegség, amikor
valamely hattérben allo egyéb betegséghez kapcsolodik (199-201). Az urticaria vasculitist a

kronikus urticariatol szovettani vizsgalattal kell elkiiloniteni.

Kronikus idiopatias urticaria

Amennyiben kizartuk a kronikus urticaria hatterében allo FU, urticaria vasculitis,
gocfertdzeés, gyogyszer intolerancia vagy élelmiszer pszeudoallergia provokald szerepét
kréonikus idiopatids urticariarol (KIU) beszélhetiink. Ezen csoporton beliil kiilonitették el az
utobbi évtizedben az autoimmun mechanizmusokkal magyarazhaté autoimmun urticaria

csoportot (AIU).

11.3.3. Autoimmun urticaria

Grattan és mtsai mar 1986-ban ramutattak egy hisztamint felszabadité szérumfaktor
jelentdségére kronikus urticariaban. Leirtak, hogy a kronikus urticarids betegek tobbségében a
sajat szérum intrakutan beadasa utan csalangdb keletkezik a betegség aktiv szakaszdban, mig
tiinetmentesen ez nem figyelhetd meg (202). Késobb igazoltdk, hogy mind a borreakcio, mind
az egészségesek periférids bazofil sejtjein kronikus urticarids szérumok hatdsara 1étrejovo
hisztamin felszabadité hatas, IgG tipusu anti IgE autoantitesteknek tulajdonithaté és ezen
antitestek a betegek kb. 10%-ban patogenetikai szereppel is birnak (203). Miutan az anti IgE
antitestek jelenléte Onmagdban nem magyardzta a kronikus urticarids szérumok teljes
hisztamin felszabadit6 hatdsat, az immunglobulin természetli faktorok vizsgélata folytatddott.
Hide és mtsai megallapitottak, hogy a krénikus urticarids betegek egy részének széruma a
bazofil sejteken €s hizdsejteken 1évo nagy affinitasi Fc epszilon receptor o lanca (FceRla)
elleni IgG autoantitesteket is tartalmaz, melyek egészséges donorok bazofil sejtjein in vitro
hisztamin felszabadité aktivitast mutatnak (204). Késobb igazolodott, hogy az FceRla
specifikus autoantitestek egy része a receptor a2 doménjéhez kotédve kompeticidban all az
IgE molekulaval, mig masik része az al doménhez kapcsolédva nem mutat kompeticiot az
IgE-vel (182,204,205). Az FceRlo ellenes antitestek tovabbi vizsgalatdban szamos
kutatocsoport vett részt (206-209). Az FceRI az IgE molekuldkat nagy affinitidssal kotd

komplex felépitésti receptor, mely elsdsorban a hizdsejteken és a bazofil granulocitdkon
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expresszalodik (210). A MIRR (Multisubunit Immune Recognition Receptor) csaladba
tartozik. A tetramer molekula egy 45 kDa-os a-, egy 33 kDa-os - és két 9 kDa-os y-lancbol
all. Az a-alegység extracellularis doménje alakitja ki a receptor kotéhelyét, mig a B- és y-
alegységek az intracellularis jelatvitelben vesznek részt. Az IgG autoantitestek kdzvetleniil
keresztkotik a szomszédos receptorokat, amely kivaltja a hizosejtek és a bazofil sejtek
aktivaciojat. Ez mind a sejtmembréanban, mind intracellularisan jelatviteli folyamatokat indit
el. A keresztkotddést kovetden protein-tirozin-kinazok, majd foszfolipdz C aktivalodasa
figyelheté meg, ami foszfatidil-inozitol-biszfoszfat hidrolizist és masodlagos hirvivo
molekulak, inozitol-trifoszfat (IP3) és diacil-glicerol (DAG) képzddését eredményezi. Az IP3
intracellularis kalciumot szabadit fel, mig a DAG protein kindz C-t aktival (210). A folyamat
eredménye az allergids mediator anyagok felszabaduldsa, mely masodperceken beliil
végbemegy a specifikus receptor ligandkotését vagy specifikus antitest keresztkotését
kovetden. A tisztitott FceRla ellenes antitest dnmagédban is képes bazofil degranulaciot
eloidézni a sejtfelszini receptorok keresztkotése révén, azonban komplement jelenléte
jelentésen fokozza a degranulacid mértékét (211). Feltehetden a komplement aktivacid
hisztamin felszabaditasban jatszott jelentds szerepére utal az is, hogy az FceRla specifikus
antitesttel rendelkezd betegek csupan bor tiinetekben szenvednek, tiidé vagy egyéb szervi
érintettségiik nincs. A boérben elhelyezkedd hizosejtek felszinén ugyanis kimutathatod
komplement receptor, mig a tiidében 1évo hizosejteken nem, de a sejtek kozotti funkcionalis
heterogenitds is jelentds (212,213).

A KIU csoporton beliil tehat elkiiloniilt az AIU csoport, melyre jellemzd a nagy
affinitdsu FceRla lanca ellen (30-40%) vagy ritkdbb esetben (5-10%) az IgE molekula ellen
termel6dé autoantitestek jelenléte a betegek szérumaban (204,206,211). Az AIU eléfordulasa
a KIU csoporton beliil 30-50%-ra tehetd. Az antitestek dontéen az IgGl, vagy IgG3
alosztalyba tartoznak, funkciondlisan aktivak (207). Patogenetikai szerepiikre utal, hogy
kimutathatdsaguk negativ korreldciot mutat a betegek bazofil sejt szdmaval, a betegek borébe
injektalva csalangdb képzdédéséhez vezetnek in vivo, hizosejtekbol és bazofil sejtekbol
hisztamin felszabaditasat idézik eld in vitro, plazmaszintjiik korreldl a betegség sulyossagaval
¢s plazmaferezissel eltavolitva a szérumbol a betegek tiinetmentessé valnak (214-217). Egyéb
autoimmun betegségek, mint szisztémas lupus erythematosus (SLE), dermatomyositis,
pemphigus és pemphigoid esetén is kimutattak FceRla elleni autoantitesteket a betegek
szérumaban, azonban ezek az antitestek funkcionadlisan minden esetben inaktivnak

bizonyultak és nagyrészt az 1gG2 és IgG4 alosztalyba tartoztak (207). Horn és mtsai egy
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érzékeny ELISA teszt segitségével nem funkciondlo anti FceRlIa antitesteket tudtak kimutatni
egészséges egyének szérumaban is (218). Feltételezésiik szerint ezek a temészetes antitestek
akkor valnak patogénné, ha az FceRI és természetes ligandja az IgE molekula kozotti
egyensuly megbomlik (219). Az AlU-ra jellemzd a mas autoimmun betegségekkel elsésorban
autoimmun thyreoiditissel valo tarsulds, n6i dominancia és a HLA-DRB1*04 (DR4) allé¢l
gyakoribb eléfordulasa (184,220-223). Ismert az immunmodulans kezelésekre adott jo
terapids valasz, elsOsorban plazmaferezissel, nagydozisu intravénas immunglobulinnal és

cyclosporin A kezeléssel elért sikerekrdl szamol be az irodalom (215,216,224).

I1.3.4. Citokinek szerepe kronikus urticariaban

Kronikus urticarids bdr szovettani feldolgozasa soran Sabroe és mtsai megallapitottak,
hogy a neutrofil, eozinofil és CD3+ T sejt akkumuléci6 mar a kb. 4 ordja fennalld
csalankiiitésekben is kialakul (225). Az eozinofil aktivacidé az autoantitestekkel nem
rendelkezd betegek kozott a 12 6ranal hosszabb ideig fennalld csalankiiitésekbdl szarmazo
mintdkban sokkal kifejezettebb, mint az autoantitest pozitiv urticaridsokban (225). Ying és
mtsai vizsgalatdban a kontrollok bdrmintdjaval dsszehasonlitva az urticarids mintadkban az
eozinofilek, neutrofilek, bazofilek, makrofagok szama szignifikansan magasabb, a triptaz
pozitiv hizdsejtek szdma szignifikansan alacsonyabb volt (226). A CD3+, CD4+, CD8+ ¢s a
CD25+ T sejtek szama jelentésen emelkedettebb volt urticaridban, mint egészséges
kontrollokban és hasonld sejtes infiltratum volt megfigyelhetd atopidsok allergén expozicid
hatasara kialakult reakciojaban, 24 oras idétartamot kdvetden is. Nem volt kiilonbség a
bazofil hisztamin felszabaditas alapjan autoantitest pozitivnak tartott, illetve negativ
esetekben egyik sejttipusra vonatkoztatva sem. A citokineket vizsgalva megallapitottak, hogy
allergén indukalta késoi tipusu bdrreakcioban az IL-4 és IL-5 mRNS expresszi6 fokozott, az
IFN-y mRNS expresszi6 csokkent, mig kronikus urticaridban az IL-4, IL-5 és IFN-y
expresszid is emelkedett volt a normal kontrollokhoz képest. Mindezek alapjan kronikus
urticaridban a ThO fenotipust talaltak jellemzOnek a borben, de az is elképzelhetd, hogy
aktivalt Thl és Th2 sejtek keveréke altal létrehozott citokin kornyezet jott létre. Sajat
vizsgélataink indulasakor nem voltak ismert mérések a periférids vér T sejtek citokin

mintazatara nézve kronikus urticariaban.
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I1.3.5. A kronikus urticaria kivizsgalasa

Ezen ismeretek alapjan a kronikus urticaria kivizsgalasdban a kovetkezd 1épések
ajanlottak. Nagyon gondos ¢€s részletes anamnézis felvétellel az emlitett exacerbaciot okozd
gyogyszereket azonositani lehet, ezeket el kell hagyni. Amennyiben az anamnézis és a
fizikalis vizsgalat alapjan urticaria vasculitis lehetdsége meriil fel, szovettani vizsgalattal,
amennyiben FU, fizikalis provokacios tesztekkel (dermografizmus, jégkocka teszt, meleg
teszt, nyomasi teszt, fényteszt, kolinerg proba stb.) tudjuk a végsd diagnodzist felallitani. Ezt
kovetden a fizikalis vizsgdlat alapjan felvetédd fertézések tisztazésara laboratoriumi
vizsgalatokat (We, vérkép, AST, vizelet), gyomorpanaszok esetén Hp. meghatarozast kell
végezni. Az emelkedett eozinofil sejtszdm parazitoldgiai fertézést jelezhet, s széklet
parazitologiai vizsgélat sziikséges, mig a tovabbi laboratoriumi eltérések a hattérben allo
esetleges egyéb fertdzésre, illetve mas belgyogyaszati korképre utalhatnak. Amikor élelmiszer
vagy ¢lelmiszer additivum szerepét feltételezziik az urticaria hatterében, akkor a betegnél
szigoru beépitéses diétat kell alkalmazni, illetve ha modunkban all, akkor a kettds vak placebo
kontrollalt ¢élelmiszer provokaciot, valamint a kettds vak, placebo kontrollalt ¢€lelmiszer
additivum provokaciot kell kivitelezni. Amennyiben kizartuk a FU, gyogyszer, élelmiszer
vagy gocfertzés provokalo szerepét, illetve urticaria vasculitis lehetdségét, a KIU csoporttol

el kell kiiloniteniink az AIU csoportot.

I1.3.6. Az autoimmun urticaria diagnosztikaja

A Kklinikai tiinetek AIU-ban sulyosabbak, szovettani vizsgalattal kifejezettebb az
eozinofil degranulacié a szovetekben és a periférias vérben csokkent bazofil sejtszamot lehet
kimutatni a nem autoimmun formakkal 6sszehasonlitva, de csupan ezen eltérések alapjan nem
lehet az AIU diagnézisat felallitani (184,191). A klinikai gyakorlatban segitséget jelent az
autolog szérum borteszt (ASST) alkalmazasa (227). Az ASST az AIU meghatarozasaban
szuir6 eljarasnak szamit. Ennek a funkcionalis médszernek az elénye, hogy gyors és konnyen
elvégezhetd, hatranya, hogy valodi antitest jelenlétét nem tudjuk kimutatni, csupan az Un.
autoreaktivitdst jelzi a szérumban. Az autoreaktivitds utalhat funkciondlis anti-FceRlIa
autoantitest, anti-IgE antitest ill. egyéb szérumfaktorok jelenlétére. Az ASST specificitasa
69%, szenzitivitisa 70% (227). Alnegativ eredmény ritkan, de el6fordulhat az autoantitestek
in vitro modszerekkel igazolt jelenlétében is, ha az autolog szérumot olyan borteriiletbe
injektaltak, amelyet egy korabbi csalankiiités atmenetileg refrakterré tett (227). Gyakoribb az
alpozitiv reakcid, igy egyes szerzOk ennek csokkentésére az ASST 1/10 higitast szérummal

vald végzését javasoljak (228). Az irodalomban elfogadott vélemény szerint az ASST
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eredményét specifikus laboratériumi vizsgalattal sziikséges megerdsiteni, funkcionalis vagy

kotddési tesztekkel (3. tablazat).

I. Funkcionalis tesztek I1. Kotodési tesztek
1. Autolég szérum borteszt 1. Western blot
2. Bazofil hisztamin felszabadulasi teszt (HR) 2. ELISA

3. Hizosejtekbdl torténd hisztamin felszabadulas mérése

4. B-hex6zaminidaz felszabadulas vizsgalata patkany
bazofil leukémia sejtvonalbol

5. Bazofil CD63 felszini expresszio vizsgalata (BAT)

3. tablazat: Az AIU diagnosztikdja soran alkalmazhat6 médszerek.

Funkcionalis tesztek

A funkciondlis tesztek segitségével kimutathatok a betegek szérumaban keringd
funkcionalisan aktiv antitestek és/vagy bioldgiailag relevans szérum faktorok, azonban kevés
informaciot szolgaltatnak a kérdéses molekulak szerkezetérdl (207). Koziilik a bazofil
hisztamin felszabaduldsi (HR) teszt jelenleg a legéltalanosabban elfogadott ,,gold standard”
eljaras AIU-ban az autoantitestek detektalasara, de nehéz a teszt standardizélasa és idéigényes
(211,214,229,230). A modszer azon alapul, hogy az AIU betegek szérumaban taldlhatod
funkcionalis autoantitestek hisztamin felszabadulast valtanak ki egészséges egyénekbdl izolalt
bazofil granulocitakbol vagy hizosejtekbdl, melynek kimutatasdhoz az ELISA vagy RIA
technikat alkalmazzdk. Amennyiben kevés IgE taldlhato a donor bazofil sejtek felszinén,
akkor a funkcionalisan aktiv FceRla ellenes (IgE kompetitiv és non-kompetitiv) antitesteket
lehet kimutatni, magas IgE telitettségli donorsejtek esetén az IgE ellenes és a non-kompetitiv
FceRla ellenes antitesteket lehet detektalni. Emiatt a modszer kivitelezéséhez rendszerint
kétféle donort hasznalnak, alacsony és egy magas sejtfelszini IgE szdmmal rendelkezd bazofil
sejteket. A kiilonboz6 tanulmanyokban a KIU szérumok 27-52 %-ban bizonyultak pozitivnak
a HR vizsgélatokban, a kivélasztott beteg populacid és az alkalmazott donorsejtek
fiiggvényében (211,230).

A HR teszt és az ASST kozotti korrelaciot vizsgald tanulmanyok eredményei
ellentmondasosak. Sabroe és mtsai Osszefiiggést talaltak az autolog szérumra adott pozitiv
borteszt €s a hisztamin felszabadulast indukalé anti FceRI antitestek jelenléte kozott (230).
Masfeldl egyes munkacsoportok egyetértenek abban, hogy az ASST+ betegeknek csupan egy
része képes HR-t kivaltani, ami az Aalpozitiv ASST eredmények kovetkezménye

(184,230,231).
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Asero és mtsai ugy tudtak emelni a HR teszt szenzitivitasat, hogy hat kiilonb6z6 donorsejtet
alkalmaztak az ASST+ kronikus urticarias szérummal vald inkubalashoz (232). Kisérletiik
soran azt a kovetkeztetést vontdk le, hogy bar néhany vizsgalatban bizonyos egyéni tényezdk
szabalyozzak a hisztamin felszabadulast, a legtobb kronikus urticaridban szenvedd ASST+
beteg széruma képes volt in vitro hisztamin felszabadulast indukalni kelléen érzékeny

donorsejtek alkalmazasa esetén.

Kotodeési tesztek

A kotodési tesztek segitségével direkt modon azonosithatok be a betegek szérumaban
jelenlévé immunreaktiv anti FceRla vagy anti IgE antitestek (206,207,211,229,230). Az
immunreaktiv antitesteknek azonban csak egy része funkciondlisan aktiv, masik része nem
okoz funkcionalis hatast. A kotddési tesztek hatranya, hogy sem a Western blot, sem az
ELISA moédszer nem kiilonbozteti meg a funkcionalis hisztamin felszabadité autoantitesteket
a nem funkciondlis autoantitestektdl, a funkcionalisan nem aktiv antitesteket is kimutatjak,
valamint, hogy a hasznalatuk soran elvesznek a konformacios epitopok (206,207). A Western
blot és ELISA mddszerek alkalmasak lennének nagyobb mennyiségli szérum szfirésére is, de
nem valtottak be a korabban hozzajuk fiiz6tt reményeket, nem kaphatok a kereskedelemben és
hasznalatuk soran alnegativ és alpozitiv eredmények is adodhatnak. A HR teszt és a Western
blot vizsgélat eredményei kozott Fiebiger ¢s mtsai korrelacidét mutattak ki, mig Kikuchi és
mtsai nem tudtdk ezt kés6bb megerdsiteni (206,211).

Az AIU diagnosztikija tehat jelenleg nem megoldott. Uj, kénnyen kivitelezhetd,
els6sorban funkcionalis alapon miikodd tesztekre lenne sziikség, melyek a funkcionalis IgE

vagy FceRla ellenes autoantitestek gyors, megbizhato kimutatasara alkalmasak.

11.4. Az adhéziés molekulak

11.4.1. Adhézios molekulak a borben

Az epithel sejtek a szoveti strukturalis integritast tobbféle kapcsolodasi mechanizmus
révén, tobbek kozott adherens junkcidkon és dezmoszoémakon keresztiil tartjak fenn. Mind két
tipusi  kapcsold6 komplex a cadherin szupercsalddba sorolhaté adhéziés molekulakat
tartalmazza. Az adherens junkciokat a klasszikus cadherinek — tgymint az E- és P-cadherin
(P-cad) — alkotjak, amelyek catenineken keresztiil a citoszkeletont felépitd aktinnal allnak
kapcsolatban. A dezmoszoéméakban pedig a dezmoszoémalis cadherinek taldlhatok — a

desmogleinek (dsg) és a desmocollinok (dsc) —, amelyek intermedier filamentumok révén a
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keratinrendszerrel tartanak fenn kapcsolatot (233) Megkiilonboztetiink dsg-1, 2, 3 ¢és
legiijabban 4 izoformakat, valamint dsc-1, 2 ¢és 3-at. Mig a dsg-2 és dsc-2 minden
dezmoszémat tartalmazd szovetben megtalalhato, addig a dsg-1 és 3, valamint a dsc-1 és 3

csak a tobbrétegili epithelben fordul el6 (234).
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2. abra A vizsgalt dsg-1, dsg-3 és P-cad kifejezodése a human bor epidermisében

A dsg-1 csak tobbrétegli laphamban taldlhatd, azon beliil is tlnyomoérészt az
epidermis magasabb rétegeiben (2. dbra). Ezzel szemben a dsg-3 mas tobbrétegli hamban is
eléfordul. Az epidermisben jellegzetes eldforduldsi helye a stratum basale és a stratum
spinosum alsé sejtsora (235). A klasszikus cadherinek koziil az E-cad az epidermisz
valamennyi sejtrétegében kifejezodik, a P-cad azonban csak a bazilis sejtek felszinén

expresszalodik (236).

11.4.2. Az adhézios molekulak borgyogyaszati vonatkozasai — Pemphius betegségcsoport

A dezmoszémalis cadherinek autoimmun mechanizmus vagy toxin okozta karos
hatasok célpontjai olyan human megbetegedésekben, mint példaul a pemphigus vagy bullosus
impetigo (237). Ezek koziil a pemphigus a bdr és a nyéalkahartydk egy potencialisan haldlos
kimenetelli autoimmun holyagos betegsége, amit a sejtfelszinhez kotddd antitestek
kovetkeztében, a keratinocitak kozott kialakuld intercellularis kapcsolat hianya (akantolizis)
jellemez a (238).

Pemphigus vulgarisban, mely a betegségcsoport leggyakoribb forméja, a tiinetek
leggyakrabban a szdjnyalkahartyan kezdddnek, ritkan egyéb nydalkahartydk pl. nyeldcso,
hiively, hugycs6, conjunctiva is érintettek lehetnek (239). A nyélkahdartyatiinetekkel
egyidOben, vagy azt kovetden, elsésorban a torzson és a hajas fejboron jelentkezhetnek a

petyhiidt falu hélyagok, melyek konnyen rupturdlva erdziot hagynak maguk utan. A betegség
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hisztopatologiai jele a szuprabazalis akantolitikus holyag. A pemphigus vegetans a pemphigus
vulgaris egy variansa, leggyakrabban a honaljban és a lagyékhajlatban fordul eld (240). A
pemphigus csoport masik gyakori forméjat a pemphigus foliaceust feliiletesebben, a stratum
granulosumban megjelend akantolitikus holyagok jellemzik, melyek konnyen rupturdlnak,
er6ziot, porkét hagyva maguk utdn. A pemphigus vulgarissal ellentétben nincs
nyalkahartyatiinet, a 1ézidk leggyakrabban az arcon, nyakon, torzson fordulnak el6 (239). A
pemphigus foliaceus endémias formdjat talaltak Brazilidban, valamint Columbia és Tunézia
bizonyos teriiletein (Braziliai pemphigus = fogo selvagem) (240,241). A borléziobol vett
minta direkt immunfluoreszcens vizsgalataval mindkét pemphigus tipusnal IgG volt
detektalhat6 a keratinocitak felszinén (242).

A jellegzetes klinikai és szovettani kép, valamint az immunfluoreszcencidval
megfigyelhetd eltérések azt sugalltdk, hogy az autoantitestek potencidlis célpontjai
pemphigusos betegekben a dezmoszoémak. Molekularis bioldgiai és immunhisztokémiai
tanulmanyok azonositottak, hogy a pemphigus vulgaris antigén egy 130 kDa-os glikoprotein,
a dsg-3 (243-246). A betegekben elsésorban IgG4 tipusu patogén autoantitestek
detektalhatok, melyek a dsg-3 6t extracellularis doménje koziil a 2-es, ritkabban az 1-es ellen
iranyulnak (247,248). Pemphigus vulgarisban bar a f6 autoantigén a dsg-3 extracellularis
lanca, a dezmoszomak egyéb transzmembran komponensei ellen mint példaul a dsg-1 vagy
dsc is kimutathatd autoantitest termelés (244). Késobb kideriilt, hogy a pemphigus foliaceus

legfobb autoantigénje a 160 kDa-os dsg-1 (249).

3. abra: A dsg-1 és dsg-3 megoszlisa epidermisben és nyalkahartyan.

Nyalkahartyatiinetetek a klinikai megfigyeléseknek megfelelden pemphigus
foliaceusban nem jelentkeznek, a pemphigus vulgarisos betegek tobbségében igen. Ennek

oka, hogy a dsg-1 és dsg-3 nem egyformdn oszlik meg a bor és a nyalkahartya kiilonb6zo
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rétegeiben. A dsg-3 a nyalkahartya teljes vastagsagaban megtalalhaté nagy mennyiségben,
mig a dsg-1 csupan a nyalkahartya felszinéhez kozeli rétegekben fordul eld. A bdrben ezzel
szemben a dsg-3 jellemzden az alsobb rétegekben taldlhatdo meg, a dsg-1 pedig a ham teljes
vastagsadgaban kimutathat6, legnagyobb mennyiségben az epidermis felsébb rétegeiben
(3.4bra). Ezzel magyarazhato, hogy a pemphigus foliaceusos betegeknek nincs
nyalkahartyatiinetilk, mert bar a dsg-1 ellenes antitestek karositjdk a sejtek kozotti
kapcsolatot, a nagyobb mennyiségli dsg-3 képes fenntartani a nyalkahartya épségét, a borben
azonban ez nem lehetséges, ezért ott felszinesen holyagok jelennek meg. A pemphigus
vulgarisos betegekben a dsg-3 ellenes antitestek jelenléte magyarazza a sulyos
nyalkahartyatiinetek megjelenését. Amennyiben kizarolag dsg-3 ellenes antitesttel rendelkezik
a beteg, bortlinet nem jelenik meg, azon pemphigus vulgarisos betegeknek viszont, akik mind
dsg-3, mind dsg-1 ellenes antitesttel rendelkeznek, bortiinetiik is van (250). Ezek a
megfigyelések vezettek el a ,,dsg kompenzacio” elnevezésii tedridhoz, amely feltételezi, hogy

a dsg-1 létre tudja hozni az adhézidt a dsg-3 nélkiil is, €és forditva (237).

11.4.3. A protein kinaz C izoenzimek

A protein kindz C (PKC) izoenzimcsalad a szerin/treonin kindzok egyik jelentds
képviseldje. A mai napig legalabb 11 kiilonb6zé PKC izoenzimet azonositottak (251,252),
melyeket szerkezeti jellegzetességeik, valamint aktivacidos mechanizmusaik alapjan 4 nagyobb

csoportba sorolhatunk (4. dbra).
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4. abra A PKC izoenzimcsalad szerkezeti jellemzoi
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A “klasszikus” csoportba (cPKC) 4 izoenzim tartozik: a PKCa, B1, Bu és y. Ezen
izoenzimek kozds jellemzdje, hogy calcium- és diacil-glicerol- (DAG), illetve annak exogén
megfeleléjeként miikkodé forbol-észter-dependensek, vagyis aktivalasukhoz ezen anyagokat
kofaktorként igénylik. A masodik csoportba a nem calcium-dependens PKC9S, €, n és 0
izoenzimek tartoznak, melyeket “novel” PKC-nek (nPKC) is szokas nevezni. Kozos
jellemzdjiik, hogy calcium nélkiil, forbol-észterekkel (illetve DAG-lal) is maximalisan
aktivalhatok. A harmadik csoportba az “atipusos” izoenzimek sorolhatok (aPKC), melyek
kozé a PKCE és A/ izoenzimek tartoznak; 1ényeges tulajdonsaguk, hogy aktivalédasukhoz
sem calciumot, sem forbol-észtert nem igényelnek. Végezetiil kiilon csoportba sorolhat6 a
PKCp, mely mind aktivacidjat, mind strukturdlis jegyeit tekintve rendhagyd izoformanak
tekinthetd. A PKC izoformak 4altalanos aktivalodasdnak sémaja egy tobblépcsos
eseménysorral jellemezhetd (251-253).

Szervezetiinknek nincs olyan sejttipusa, amely ne rendelkezne valamely PKC
izoformaval, illetve izoformakkal. Fontos ugyanakkor megjegyezni, hogy nem mindegyik
izoenzim taldlhaté meg minden sejttipusban; azaz a PKC izoenzimek a szervezetben az adott
speciesre, szovetre, valamint sejtre jellemzé megoszlast €s mintdzatot hoznak Iétre
(251,252,254-256).

Ezen megoszlas gazdagsagabol fakad, hogy a PKC enzimek az élettani szabalyozo
folyamatok legszélesebb skalajat képesek befolyasolni. Alapvetd és kozponti szereppel birnak
sejthalal folyamatsoraban, a meghatarozott sejttipusok altal termelt mediatorok (vazoaktiv
anyagok, noOvekedési faktorok, citokinek) szintézisében, ingerlékeny szovetek
elektrofiziologiai  jellegzetességeinek (csatorna-aktivitds, akciés potencial kodolas,
izomkontrakcid) optimalis kialakitdsaban, a kozponti idegrendszer integritdsanak ¢&s
mukodésének fenntartdsaban, a szervezet védekez0 mechanizmusaiban (fagocitozis,
immunglobulin termelés), stb (257).

Az utébbi idében egyre tobb bizonyiték szol amellett, hogy a PKC izoenzimek nemcsak
szerkezeti, aktivacids és megoszlasi heterogenitast mutatnak, hanem regulaciojuk és bioldgiai
szerepiik is jelentdsen kiilonbozik egymastol (252,257). Bebizonyosodott emellett az is, hogy
egy adott sejtvalasz (kiilonds tekintettel a proliferacio és differencidlodés) kialakitdsdban a
kiilonb6z6 izoenzimek nemcsak eltérd aktivitdssal vehetnek részt, de hatasuk gyakran

ellentétesnek adodik.
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11.4.4. A PKC izoenzimek és az adhéziés molekulik kapcsolata

Az irodalomban nagyon kevés adat talalhato arrdl, hogy a PKC rendszer résztvesz-¢ az
adhézios molekuldk kifejezddésének szabalyozasaban. Ennek kideritése érdekében kordbban
PKC inhibitorokat és aktivatorokat alkalmaztak. Az eredmények szerint a szelektiv PKC
inhibitor H7, illetve tirozin- és szerin/treonin kindz gatld staurosporin alkalmazéasaval a
calcium-fiiggd dezmoszomaék kialakulasa gatolhatdo volt, ami valoszintisiti, hogy a PKC
szerepet jatszhat a dezmoszomak kialakulasaban (258). Ugyancsak vizsgaltak az altaldnos
PKC aktivator TPA (12-O-tetradekanoil-phorbol-13-acetat) hatdsat. Eszerint 15 perccel a
TPA kezelés utan elektronmikroszkoppal vizsgalva sejt-sejt kontaktusok alakultak ki adherens
junkcidkon keresztiil (258). Teljes mértékben hidnyzik ugyanakkor annak leirasa, hogy az
egyes PKC izoformak milyen mértékben és hogyan szabalyozzdk az adhézids molekuldk

kifejezOdését.

11.5. Poliszisztémas autoimmun korképek

IL1.5.1. A szisztémas lupus erythematosus epidemiologiaja és patogenezise

A szisztémas lupus erythematosus (SLE) poliszisztémas autoimmun betegség, mely a
boér és valamennyi belsé szerv gyulladasos elvaltozasaval jarhat. Az els6 klinikai tiinetek
altalaban a 3-4. ¢életévtizedben 1épnek fel. Elsdsorban a fogamzoképes ndk érintettek, férfi:nd
arany mintegy 1:9 az §ssz populacidban (259). A betegség prevalencidja 5-50/100 000 lakos.
Az SLE etiologigjat tekintve multifaktorialis betegség, kialakuldsdban a genetikai
prediszpozicidnak, endogén és exogén faktoroknak egyarant szerepe lehet, de a pontos kivalto
tényez6 még ismeretlen. Az SLE genetikai meghatarozottsagat egyrészt a HLA (B8, DR2,
DR3) asszocidcid, masrészt a csalddi halmozddas bizonyitja, bar maga a betegség nem
tekinthetd orokletesnek. Ismert az a tény is, hogy tiinetmentes csaladtagokban nem patogén
autoantitestek sokkal gyakrabban mutathatok ki, mint a kontroll csoportban. A legfontosabb
endogén provokald tényezd az 0sztrogén, de a stressz is elOsegitheti a tlinetek megjelenését. A
kornyezeti hatasok koziil az UV sugarzas (napfény, szolarium), a fertézések, elsésorban virus
fertdzések, az oralis antikontraceptivumok és bizonyos gyogyszerek (hydralazin, isoniazid,
procainamid) induktiv hatasat mutattak ki (260).

A patomechanizmusban elsdsorban az immunrendszer humoralis tényezdinek van
szerepe. A poliklonalis B sejt aktivacid fokozott antitesttermelést valt ki mind a sajat, mind a
nem sajat antigénekkel szemben. A B sejt hiperaktivitast okozhatja a B sejtek defektusa, Th

sejtek okozta extrém stimuldcié vagy regulativ sejtek defektusa. E folyamat immunkomlex
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felhalmozdodashoz vezet, melyet az eliminalasukért feleléos mechanizmusok karosodasa tovabb
sulyosbithat. Az immunkomplexek a szovetekben lerakddva szervi kdrosodasokhoz vezetnek.
Az SLE az egyik legismertebb immunkomplex betegség. Az autoantitestek egy része
jellegzetesen sejtmag alkotorészek ellen iranyul, mint az immunfluoreszcens moddszerrel
kimutathatd antinukledris antitestek (ANA) ¢€s a kettdsszalu DNS elleni antitestek. Bizonyos
ellenanyagok azonban onmagukban, immunkomplex képzés nélkiil is patogének lehetnek,
mint példdul a sejtfelszini strukturak vagy a foszfolipidek elleni antitestek. A gyulladas és
szovetdestrukcid gyakorlatilag minden szervben bekovetkezhet, ezért az SLE igen valtozatos

klinikai képpel jar.

I1.5.2. A szisztémas lupus erythematosus klinikuma

Az SLE klinikai tiinetei igen valtozatosak lehetnek az érintett szervrendszerek és a
lefolyas sulyossaganak fiiggvényében. A megbetegedettek 95%-anal jelentkeznek altalanos
tiinetek, Gigy mint laz, testsulycsokkenés, faradékonysag, rossz kozérzet. A leggyakrabban
érintett szervek és szervrendszerek a bor, mozgasszervek, savos hartyak, érrendszer, vese,
1égzbérendszer, idegrendszer és gasztrointesztinalis rendszer. A betegség ritkan jelentkezik a
klasszikus tiinetek teljes repertoarjaval. Altaliban lappangva kezdddik, a kritériumtiinetek
fokozatosan alakulnak ki és a diagnodzis sokaig nem egyértelmi, mivel mas tipusi autoimmun
korképek is jarhatnak hasonlo tiinetekkel. A kezdeti tiinetek kozott leggyakrabban a rossz
altalanos allapot (laz, gyengeség, faradékonysag, teststlyvesztés, hajhullas), az iziileti-, és
izomfajdalmak, a savos hartydk gyulladasai valamint laboratoriumi eltérések fordulnak eld
(gyorsult vorosvértest siillyedés, autoantitestek megjelenése) (259). Az SLE diagnosztizalasa
nemzetkdzileg elfogadott egységes kritériumrendszer alapjan torténik (ACR, 1997) (260). Az
SLE diagnozisa megallapithato, ha egy iddben vagy a betegség folyaman legalabb 4 kritérium
jelen van. Az autoimmun betegségek aktivitasdnak megitélését kiillonb6zé pontrendszerek
segitik, melyek a betegségek eltérd sulyossagi foku tiineteihez szdmokat rendelnek és azok
Osszege jellemzi a beteg aktualis allapotat. Az SLE aktivitasat megbecsiilé pontrendszerek a
SLEDAI (SLE Disease Activity Index), ECLAM (European Consensus Lupus Activity
Measure) és a SLAM (systemic lupus Activity Measure). Az aktivitds a betegség egy konkrét
idészakara vonatkozik, igy a korlefolyas soran valtozhat. A korlefolyas egészét a stlyossag
meghatarozasaval jellemezhetjiik, mely a maradand6 szervkarosodéasokat értékeli hasonld

pontrendszerek révén (Damage Index).
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I1.5.3. Autoantitestek szisztémas lupus erythematosusban

Az SLE szamos laboratoriumi eltéréssel jar, melyek egy része altalanos gyulladasos
jel, mas része pedig, a betegségre jellemzd immunoldgiai lelet. Nem specifikus aktivitasi jel a
gyorsult vorosvértest siillyedési sebesség, az anémia, az emelkedett C-reaktiv protein szint, az
emelkedett 02-/y-globulin szint, a hipokomplementémia. Esetleg autoantitestek altal kivaltott
citopénia lehet a leukocitopénia (<4000/ul), a limfocitopénia (<1500/ul), a thrombocitopénia
(<100 000/ul), illetve anaemia (Hgb<10g/l). A betegek széruméban kiilonféle autoantitestek
vannak jelen, melyek Osszefliggést mutatnak bizonyos klinikai tiinetek megjelenésével, és
szintjiik a korlefolyassal korrelal (4. tablazat). Az egyes ellenanyagok szérumbol torténd
kimutatasa hozzéasegit a korkép helyes diagnosztizalasdhoz és lehetdvé teszi mas autoimmun

patogenezisii szisztémas betegségektdl valo elkiilonitését.

anti-ds- . anti- anti-SS- | anti-SS- . anti-
ANF DNS anti-Sm RNP A B anti-CL RF hiszton
95% 90% 30% 30% 40% 25% 25% 30% 30%

ANF - antinuklearis faktor; anti-ds-DNS - kett6sszalia DNS elleni antitest; anti-RNP - ribonukleoprotein elleni
antitest; anti-CL - kardiolipin elleni antitest; RF - reumafaktor

4. tablazat: Az SLE-ben leggyakrabban el6fordulé autoantitestek és el6fordulasi gyakorisaguk.

11.5.4. Az anti-Ro/SS-A és anti-La/SS-B autoantitestek

Elészor 1969-ben Clark és mtsai mutattdk ki human szdveti extraktumban
immundiffuziéos modszerrel egy 0j antigén, a Ro/SS-A (tovabbiakban Ro) ellen termelddd
autoantitestek jelenlétét SLE-ben és Sjogren szindromaban szenvedd betegek szérumaban
(261). Azodta ismertté valt, hogy a Ro/SS-A és a vele gyakran egyiitt eléfordulé La/SS-B
(tovabbiakban La) autoantigének ellen termelddd autoantitestek az autoimmun betegségek
egy csoportjara igen nagy gyakorisaggal jellemzdék. Ide sorolhaté a neonatalis lupus
erythematosus (NLE), primer Sjogren szindréma (pSS), a subacut cutan lupus erythematosus
(SCLE), az ANA negativ SLE ¢és a homozigota C2,C4 deficiencidhoz tarsuld SLE (262).

A Ro ¢és La antigének egymdshoz hasonldéan ribonukleoprotein komplex elemei,
amelyben a fehérjék kismolsulyu citoplazmatikus RNS-hez nem kovalens moddon
kapcsolodnak (263). Az elmult évtizedben 3 gént azonositottak, melyek a Ro fehérje
komponenseit kodoljak (262). El6szér Deutscher és mtsai irtdk le a Ro 60 kD-os polipeptid
alkotdjat, majd kés6bb ismertté valtak a 46 és az 52 kD-os formék is (264-267). Aminosav
a 46 kD-os

sorrendjiilk meglehetésen kiilonb6zo, forma homoldgnak bizonyult a

kalretikulinnal, mely egy calcium koté fehérje és els6sorban az endoplazmatikus
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retikulumban talalhat6 (268). A 46 és 60 kD-os formak idegen fehérjékkel mutatnak bizonyos
foki homologiat, ami felveti a lehetdségét annak, hogy idegen fehérjék ellen indulo
immunreakciok késébb ,.epitdp spreading” révén sajat strukturat tdimadva autoimmun valaszt
provokalhatnak (269).

Az La esetében egyetlen 46-50 kD-os protein lanc kotddik a kis molekulastlyt
citoplazmatikus RNS-ekhez ¢és feltételezhetéen szerepe van ezen RNS molekuldk
szintézisében, érésében és szallitdsaban (263). Sjogren szindromas betegek limfocitain leirtak,
hogy az La antigénnek tobb formaja van, amelyek az RNS alternativ vagasanak
kovetkeztében jonnek létre (270,271). Az 5. dbra mutatja az La fehérje N terminalisat kodold

mRNS szerkezetét és keletkezését az alternativ vagas soran.

o (o e
Pexd Exon 1 | Exon 1’

DNS

1”|—//‘— Exon 2 '*

KATG
{:E} | Exon 1l | Exon2|
| mRNS
{g} | Exon 1’ | Exon2|
0] 111l
{E} | Exon 1”| EXOn2|
+l -1 lo

5. abra: Az La autoantigén harom kiilonb6z6 mRNS formaja. A 3 forma keletkezési folyamatanak
vazlatos bemutatasa az alternativ mRNS vagas soran, valamint a 3 mRNS szerkezetének szemléltetése az
5' terminalisnal. a = exon 1 forma; b = exon 1' forma; ¢ = exon 1" forma. A fehérjek6dolé szakasz kezdé
ATG-jét (exon 2) és a tobbi lehetséges kezdé ATG-ket bejeloltiik. A +, - és 0 jelek a 2-es exon ATG-jéhez

viszonyitott pozicideltéréseket jelolik.

Mig a Ro antigének a sejtmagban ¢€s a citoplazmaban is, az La antigének elsdsorban a
sejtmagban lokalizalodnak, noha az La kivandorolhat a citoplazmaba. Ultraibolya B (UVB)
besugarzas, Osztrogén kezelés és bizonyos virusok hatdsdra a Ro és La antigének
transzlokalodhatnak a sejtfelszinre, ahol kapcsoldodhatnak hozzéjuk a keringd anti-Ro és anti-

La autoantitestek (272-276).

IL1.5.5. A szisztémas lupus erythematosus kezelése
Az SLE a tobbi autoimmun betegséghez hasonloéan olyan korkép, melyet jelenleg az
orvostudomany — a gyogyszerindukalt esetek egy részének kivételével- nem tud véglegesen

gyogyitani. Az SLE kezelése a betegség aktivitasatol valamint a beteg tlineteinek
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sulyossagatol fligg. A betegek tobbnyire komplex terdpiat igényelnek, mely a provokalo
tényezok kertiilését illetve eliminalasat, sziikség szerint kortikoszteroid, nem szteroid
gyulladéscsokkentd, immunszuppressziv és immunmodulans szerek alkalmazdséat, valamint

szupportiv terapiat foglal magéba (5. tablazat).

1. Altalanos eljarasok

a) provokalo gyogyszer elhagyasa

b) UV-sugarzas keriilése

c) lokalisan fényveédok alkalmazasa

d) fert6zések kertilése ill. adekvat antibiotikus terapia

2. Gyobgyszeres kezelés
a) nem szteroid tipusu gyulladasgatlok
b) antimalarias szerek
¢) kortikoszteroidok
d) immunszuppressziv citosztatikumok
e) egyéb immunmodulans szerek és tjabb immunszuppressziv készitmények
f) Dbioldgiai készitmények

3. Szupportiv terdpia
(mivesekezelés, antihipertenziv szerek, antiepileptikumok, antikoagulansok)

4. Egyéb eljarasok
(plazmaferezis, IVIG, vesetranszplantacio)

5. tablazat: Az SLE kezelésének sematikus vazlata.

Az SLE a megbetegedettek egész késébbi életét végigkiséri, tehat minden olyan 1j
eljaras, mely a betegek tiineteit enyhiti, nagy jelentdséggel bir az életmindség alakuldsanak
szempontjabol. Egy ilyen 0j terapias lehetdséget jelent az SLE-s betegek UVA1 fénykezelése.
Az ultraibolya sugérzas elektromagneses sugarzas, melynek hullimhossz-tartomanya a
rontgen sugarzas ¢és a lathatd fény spektruma kozott helyezkedik el. Az ultraibolya
sugartartomanyon beliil UVC (200-280 nm), UVB (280-320 nm) valamint UVA (320-400
nm) sugarzast kiilonboztetiink meg. Az UVA sugértartomany tovabb oszthato UVA1 (340-
400 nm) illetve UVA2 (320-340 nm) tartomanyokra. Az UVA2-t funkciondlis szempontbol
ma mar az UVB sugarzas kiterjesztésének tartjak (277,278).

Mig az UVC sugarzas egyértelmiien karos az emberi szervezetre, addig az UVB ¢és
UVA sugarzds alkalmazisa fénykezelés formdjaban mar tobb bdrgyogyaszati korkép
UVALI sugarzassal végzett fototerapia, melyet az AD, a cutan T-sejtes lymphoma, a lokalizalt
scleroderma ¢és a szisztémas sclerosis eseteiben sikerrel alkalmaztak (279-282). Az AD-ben
szenvedd betegek UVAI terapidja soran a klinikai tlinetek sulyossagat jellemz0 pontszdm, a

szérum ECP szintje és a vér eozinofil sejt szdma szignifikdnsan csokkent, ami az eljaras
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hatékonysagat jelzi e betegcsoport akut, sulyos fellangolasanak kezelésében (279). Az UVAL
terapia hatékonysaga ebben a betegcsoportban feliilmulta a hagyomanyos UVA-UVB
fénykezelés eredményességét ¢és legalabb olyan sikeres volt, mint az erds lokalis
kortikoszteroid terdpia. Hasonldan sikeresnek bizonyult az UVAL fototerdpia a szisztémas
sclerosis bdrtiineteinek kezelésében, ahol a klinikai allapot javuldsat az iziiletek passziv
mozgastartomanyanak, a bér homérsékletének ¢és elaszticitdsanak szignifikans novekedése
jelezte (282).

Az UVAL terapia hatékonysagat az SLE koérképben eldszor a betegség allatkisérletes
modelljén tanulmanyoztdk, ahol a fénykezelés hatdsdra az éllatok tulélésének
meghosszabbodasat tapasztaltak, melyhez a DNS elleni autoantitestek szintjének csokkenése
és a sejthez kotott immunvélasz javuldsa tarsult (283). Ezt kovetden McGrath és
munkacsoportja valamint Polderman és mtsai szamoltak be kozleményeikben a klinikai
tiinetek szignifikans javuldsarol, melyet az autoantitestek titerének csokkenése kisért (284-
287). Az UV AL terapia SLE-s betegekre gyakorolt jotékony hatasairdl sz616 irodalmi adatok
tehat rendkiviil biztatoak, eddig azonban ebben a betegpopulacioban csak két kutatocsoport
végzett ilyen kezelést. Nem ismertek olyan jellegli immunolédgiai vizsgalatok, melyek az
UVAL terdpia SLE-ben megfigyelhetd kedvezd hatdsainak hatterében 1évé immunoldgiai

valtozasokrol szamolnanak be.

I1.5.6. A polymyositis és a dermatomyositis patogenezise

A polymyositis (PM) és a dermatomyositis (DM) ritka szisztémas autoimmun
megbetegedések, amelyek a vazizmok gyengeségével, gyulladdsos beszlirddésével jarnak. A
legjellegzetesebb tiinet a mindig jelen 1évo, elsOsorban a proximalis végtagizmokat érintd
izomgyengeség, ami a betegeket napi rutin tevékenységiikben (fésiilkddés, borotvalkozas,
Iépcsén jaras) akadalyozza. DM-ben jellegzetes bortiinetek észlelhetdk, ilyenek a felsd
szemhéjat érint6 heliotrop rash, vords erythema az arcon, a nyakon, illetve a ruhakivagasnak
megfelelden, valamint az iziiletek feszitd felszinén megjelend Gottron-jel. Az érintett
izombdl vett biopszias minta szovettani képe a két betegségben eltérd. PM-ben a gyulladdsos
infiltratum a fasciculakon beliil helyezkedik el, a gyulladasos sejtek tobbsége CD8+ Tc sejt,
amely sejtek effektor funkciot toltenek be. Jelenleg még nem azonositott izomantigén vagy
antigének ellen kialakuld Tc sejtek kozremiikodésével 1étrejovo, perforin és/vagy Fas-Fas
ligand utak altal mediélt miocitotoxicitas vezet a klinikai tlinetekhez. DM-ben a gyulladasos
infiltracid perifascicularis, a Tc sejtek szama kevesebb, a Th sejtek, valamint a B sejtek

dominaljak a képet. Ebben az esetben csokken a CD8+ T sejtek kdzvetlen izomkarositd hatasa
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¢s elotérbe kerililnek a humoralis immunolégiai effektor mechanizmusok, melyek elsédleges
autoantigénje az endomysialis erek endotheliuma. A képzddo antitestek, immunkomplexek és
a kialakul6 C5b-9 membranolitikus attack komplexek (MAC) a kapillarisok karosodasahoz,
szoveti oxigén hidnyhoz ¢és kovetkezményesen izomrost karosodashoz vezetnek

(259,288,289).

I1.5.7. Citokin vizsgalatok polymyositisben és dermatomyositisben

DM-ben ¢és PM-ben kevés a citokin haldzatot kutatd publikalt kisérletes munkak szdma,
dominaléan az érintett izmok immunhisztokémiai vizsgalataval nyert citokin eltérésekrol
szdmol be az irodalom. Mindenképpen ki kell emelni Lundberg és mtsai kézleményeit. Egyik
tanulmanyukban 6t DM-ben, 6t PM-ben ¢és 6t IBM-ben (inclusion body myositis) szenvedd
beteg izombiopszidiban vizsgéaltdk immunhisztokémiai modszerrel 16 kiilonb6zd citokin
jelentdségét (290). Szemben az egészséges kontrollokbol nyert mintdkkal, minden egyes
betegmintanal talaltak IL-lo pozitivitast az izomban 1év0 erek endothel sejtjeiben, a
mononukledris inflammatorikus sejtekben valamint ezen sejtek kornyezetében. IL-1B-t az
érfalakban nem, de a mintdk tobbségében az inflammatorikus sejtekben sikeriilt kimutatni. A
TGF-B 1-2-3 citokinek — bar kiilonbozd helyeken -, de jelentds pozitivitast mutattak minden
beteg izombiopsziajaban. Az IFN-y-t hat, az IL-10-t 6t esetben mutattak ki, mig [L-4 egyetlen
mintaban sem volt detektalhato.

Ugyanez a munkacsoport 7 PM-ben ¢és 4 DM-ben szenvedd beteg izombiopszidiban
vizsgélta az IL-la ¢és IL-1B expressziojanak kezelés hatdsdra torténd valtozasat
immunhisztokémiai modszerrel. Vizsgalataik soran azt tapasztaltdk, hogy 30-60 mg/nap
kortikoszteroid kezelés hatasara a betegek izombiopszidiban a kezelés utan 3-6 honappal
mindkét vizsgalt citokin expresszidja csokkent, bar a kapillarisok faldban az IL-1a expresszid
tovabbra is jelen volt (291). Kimutattak tovabba, szintén immunhisztokémiai modszerrel, az
IL-1a jelenlétét a gyulladt izomszovet kapillarisaiban, az erek endothel sejtjeiben (292). A
munkacsoport egyértelmiien amellett foglalt allast, hogy PM/DM-ben elsésorban az IL-1a
jatszhat szerepet az izomtiinetek kialakuldsdban, és az 0j terdpias lehetdségek egyik target
molekulajaként is az IL-la-t jelolték meg. A kapott eredmények alapjan a két betegséget
azonos patomechanizmusunak véleményezték (293).

Miés munkacsoportok is igazoltadk PM/DM-ban szenvedd betegek izombiopsziaiban
immunhisztokémidval a TNF-a, IL-1B valamint immunhisztokémidval és in situ
hibridizaciéval a TNF-a és receptoranak jelenlétét (294,295). Fagyasztott izommetszeten RT-

PCR-ral és immunhisztokémiaval IFN-y jelenlétét igazoltdk az érintett izmokban (296).
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Detektaltadk tovabba a bioldgiai hatasdban IL-2-h6z hasonld IL-15 mRNS-ét, illetve
intracitoplazmatikusan elhelyezkedd proteinjét PM/DM-ben szenvedd beteg izomsejt
kultarajaban. Kimutattak, hogy a sejtek folyamatosan termelték az IL-15-t, de IFN-y, IL-1a,
IL-1B, TNF-a vagy LPS stimuldcio hatasara az IL-15 termelés do6zis dependens mddon
fokozodott (297)

A periférias vér citokinprofiljarol még kevesebb az irodalmi adat. 1996-ban Hagiwara ¢€s
mtsai ELISPOT technikdval PM-ben és DM-ben az IFN-y termeld sejtek szamanak
csokkenését, valamint csak PM-ben az IL-10 termel6 sejtek szaméanak emelkedését irtak le. A
PM ¢és DM o0sszevetése kapcsan azt tapasztaltak, hogy DM-ben csokkent az IL-2 termel6, mig
emelkedett az IL-6 termeld sejtek szama. Aktivitasfiiggést csak az IFN-y+ sejtekkel
kapcsolatban tudtak kimutatni (298).
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I1I. Célkituzések

111.1. Atopias dermatitis

I/A. Az irodalmi adatok megoszlanak azzal kapcsolatban, hogy AD-ben a periférias vérben
megfigyelhetd Th2 dominancia mely citokinek (IL-4 és/vagy IL-13) fokozott termelése révén
jon létre. Elsdként a periférias vér T sejtek citokin termelésének vizsgélatat és a szérum
szolubilis citokin szintek mérését tiiztiik ki célul.

I/B. Ezen vizsgélatok keretein beliil szerettiink volna adatokat nyerni az EAD és IAD
betegcsoportok esetében is a periférids T limfocitak citokin termelésére vonatkozdan.

II/A. Nincs adat az irodalomban a periférias vér fehérvérsejtek TLR-ainak vizsgalatarél AD-
ben. Kovetkez0 munkank sordn a periférids vér monocitdk, granulocitdk és limfocitdk
sejtfelszini TLR2, TLR4, CD14 és CD180 expresszidjanak, valamint a szérum szolubilis
CD14 (sCD14) szintjének mérését végeztiik el.

II/B. Ugyancsak tanulmanyoztuk a TLR-ok funkcigjat a CD14 dependens LPS kotés és
baktérium fagocitdzis vizsgalataval.

II/C. A vizsgélat soran 0sszehasonlitottuk a TLR-ok szamat és funkcidjat az EAD és TAD

csoportokban.

111.2. Psoriasis vulgaris és psoriasisos arthropathia

I/A. Els6ként arra kerestlink valaszt, hogy psoriasis vulgarisban szenvedd betegek periférias
vér T sejtjei, izoldlas nélkiili teljes vér festési technika alkalmazasaval milyen citokin
termelési mintazatot mutatnak.

I/B Vizsgaltuk, hogy a CD4+ Th sejtek citokin mintdzata megtalalhato-e a CD8+ Tc
sejtekben.

II/A. Célunk volt annak tanulmanyozasa, hogy PA-ben szenvedd betegekben alkalmazott
szisztémas alphacalcidol kezelés eredményez-e valtozast a betegség klinikai paramétereiben a
sulyossagi indexek tiikrében.

II/B. Valaszt kerestiink arra, hogy a szisztémas alphacalcidol kezelés hatasara a klinikai

paraméterekben 1étrejovo valtozasok hatterében milyen immunoldgiai laboratoriumi eltérések

allhatnak.
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111.3. Kronikus urticaria

I/A. Mivel az irodalomban nem volt ismert adat a periférids vér T sejtek citokin termelésérdl
KIU-ban, igy elsdként ennek vizsgalatat thztik ki célul a limfocita szubpopulaciok

meghatarozasaval parhuzamosan.

II/A. Célunk volt egy, az AIU diagnosztikdjaban alkalmazhatd, megbizhaté 1) funkciondlis
teszt kifejlesztése. Az aktivalt bazofil sejteken de novo expresszalodé CD63 molekula
sejtfelszini kimutatasara épiild sejtfestésen és dramlasi citometriai mérésen alapulé moédszert,

a bazofil aktivacios tesztet (BAT) allitottuk be az AIU diagnosztikajaban.

II/B. A BAT hasznalata soran kapott eredményeket 0sszevetettiik az AIU diagnosztikajaban

alkalmazott masik két modszer, az ASST, valamint a ,,gold standard” HR teszt eredményeivel

crer

II/C. KIU-ban szenvedd betegek szérumaban mértiik az IgE, és eozinofil kationos protein

(ECP) szinteket, majd kapcsolatot kerestiink ezen paraméterek és a CD63 expresszio kozott.

III/A. Ezt kovetden vizsgaltuk a CD63 BAT alkalmazhatdsagat a klinikai gyakorlatban. A
BAT pozitivitasa alapjan elkiilonitett AIU csoportot hasonlitottuk 6ssze a FU és KIU
csoportokkal az wurticaria sulyossagat, kiséré betegségek eléforduldsat, autoantitestek

kimutathatdsagat és a beallitott terapia hatékonysagat tekintve.

111.4. Adhézios molekulak — Pemphigus

I/A. Célkitizéseink kozott szerepelt immunhisztokémiai modszerrel annak vizsgélata, hogy az
ismert dsg-ek kozotti kompenzacid mellett ki tudunk-e mutatni egyiittmiikddést a
dezmoszoémalis cadherinek és a klasszikus cadherinek kozott.

II/A. Az irodalomban szamos alkalommal leirtdk, hogy az adhéziés molekuldk sajatos
eloszlast mutatnak az epidermisen beliill. Nincs azonban ismeretiink arr6l, hogy ezen
jellegzetes mintazat megfigyelhetd-e modell keratinocita sejtvonal kiillonb6zo differencialtsagi
allapotaiban, vagyis a sejtek differencialtsagi allapotaval sszefligg-e az adhézids molekulak
expresszioja.

II/B. Kovetkezd 1épésként pedig azt vizsgaltuk, hogy ezen kapcsolomolekuldk jellegzetes
elhelyezkedése csupan a differencialtsag mértékétdl fiigg-e, avagy kiilonbozd szabalyozo

mechanizmusok, igy kiilonféle kinaz (pl. a PKC) rendszerek aktivitasatol is.
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I11.5. Poliszisztémas autoimmun korképek

I/A. Célul tiiztik ki annak tanulméanyozasat, hogy a harom Ro antigén mRNS-e és az La
mRNS kiilonbdz6 hasitasi formai expresszdlodnak-e normal humén keratinocitdkban és
HaCaT sejtekben, valamint mértiik a Ro és La mRNS formék expresszidjanak alap értékét
ezekben a sejttipusokban.

I/B. Ezt kovetden két fontos provokald agens, az UVB sugarzas és az Osztrogén kezelés in
vitro kifejtett hatasat vizsgaltuk a kiilonb6zé Ro és La mRNS-ek expresszidjara. Ezéltal arra a
kérdésre kerestiink valaszt, hogy az UVB sugarzas és az Osztrogén kezelés milyen mdédon
jatszhat szerepet az autoimmun betegségek azon csoportjdnak provokalasaban, ahol gyakori a
Ro ¢és La ellenes antitestek jelenléte.

II/A. Célunk volt vizsgalni az alacsony dozist UVAL fototerdpia hatasat SLE-ben szenvedd
betegek klinikai tiineteire, valamint monitorozni a fényterapia soran esetleg jelentkezd
nemkivanatos mellékhatasokat.

II/B. Ugyancsak elvégeztiik az SLE-s betegek klinikai tiineteiben bekdvetkezd valtozasok
Osszevetését az immunologiai laboratoriumi paramétereik alakuldsaval UVAL terdpia utan.
[I/A. Vizsgaltuk, hogy DM és PM eltéré patomechanizmusanak megfeleléen kimutathato-e
eltéré citokin mintdzat a periférias vérben €s ez felhasznédlhato-e a betegség aktivitasanak

kovetésére.
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IV. Betegek és modszerek

IV.1. Betegek

IV.1.1. Atopias dermatitis

A vizsgélatokban a Debreceni Egyetem OEC Borgyogyaszati Klinik4janak Allergoldgiai
szakrendelésén gondozott AD-ben szenvedd betegek vettek részt. A diagnoézist Hanifin és
Rajka kritériumrendszere alapjan allitottuk fel (299). A citokin meghatarozasok esetében 43
beteg (15 férfi, 28 nd, atlagéletkor: 13,6+7,0 év, SCORAD (SCORe Atopic Dermatitis)
atlaga 47,4+15,7) heparinnal alvadasgatolt vérét és szérumat vizsgaltuk. A 30 egészséges
kontroll a betegcsoporttal nemben és korban megegyezo volt.

A TLR vizsgalatokban 30 beteg (18 férfi, 12 nd, atlagéletkor: 19,7+9,3 év, SCORAD:
39,8+16,7) és 56 kontroll személy vett részt. A vérvétel eldtt négy hétig a betegek nem kaptak
immunmodulalé szisztémas kezelést, ¢és nem részesiiltek fényterapidban. Lokalisan
alkalmazott kortikoszteroid tartalmt kendcs és hidratalo externa alkalmazasa nem volt kizaro
tényezd. A betegeket a szérum total IgE és specifikus IgE értékei, valamint a prick teszt és
atopy patch teszt eredményei alapjan felosztottuk EAD-es és IAD-es csoportokra. A citokin
vizsgélatok esetében 24 beteg, a TLR vizsgdlatok esetében 20 beteg tartozott az EAD
csoportba.

IV.1.2. Psoriasis vulgaris és psoriasisos arthropathia

Citokin vizsgalatainkba 18 psoriasis vulgarisban szenvedd beteget vontunk be (14 férfi, 4
n6, atlagéletkor 47,2+17,6 ¢év volt). Valamennyien a Debreceni Egyetem OEC
Borgyogyaszati  Klinikdjanak jardbeteg szakrendelésén megjelent kozépsulyos-sulyos
psoriasban szenvedd betegek voltak, akik bortiineteinek aktivitasi indexének, a PASI-nak
(psoriasis area severity index) atlaga 20,1+4,5 volt. A betegek kordbban lokalis
kortikoszteroid terapiaban, UVB fototerapidban illetve Neotigason szisztémas kezelésben
részesiiltek. A vérvétel eldtt azonban legalabb két honapja nem kaptak fényterapiat, illetve
szisztémas kezelést. Kontrollként 10 egészséges, nemben ¢és korban megfeleld személyt
vontunk be.

Az alphacalcidol klinikai és immunoldgiai hatdsanak tanulmanyozasa soran 19 beteget
vizsgaltunk, akik a Debreceni Egyetem OEC Borgyogyaszati Klinikdjanak és a Kenézy Gyula

Korhaz Reumatologiai €és Fiziotherdpids Osztalyanak specidlis szakrendeléseinek gondozasa
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alatt alltak. A vizsgélatba bevont 19 PA-ban szenvedd beteg koziil a csont denzitometrids
vizsgalat alapjan 10 beteg az oszteopénids csoportba tartozott, 0k részesiiltek alphacalcidol
kezelésben (kezelt csoport) 6 honapon at. A normal csont csontdenzitasi csoport (9 beteg)
képezte a kontroll csoportot. A kezelt csoportban 6 nd és 4 férfi beteg volt, az atlagos életkor
60,3+£8,06 év, a psoriasis fennallasanak iddtartama 15,2+10,54 ¢év, az iziileti tiinetek
fennallasa¢ pedig, 7,746 év volt. A kontroll (normalis csontdenzitdsi) csoportban 4 nd és 5
férfi beteg szerepelt 53+12,54 ¢év atlagos élettartammal, 21+8,49 év atlagos psoriasis ¢€s
8,4+1,41 arthritis fennallasi idével. A PA diagnosisat a Moll és Wright altal 1973-ban leirt
kritériumrendszer szerint allitottuk fel (300). A betegek vizsgalatban vald részvételi szandékat
-megfeleld felvilagositast kovetden- beleegyezd nyilatkozat alairatasaval dokumentéltuk,

etikai bizottsdg engedélyezte a vizsgalatot.

IV.1.3. Kronikus urticaria

A vizsgélatokba a Debreceni Egyetem OEC Borgyogyaszati Klinika Allergologiai
szakrendelésén gondozott kronikus urticarids betegeket vontunk be. A citokin meghatarozas
soran 22 KIU beteget vizsgéltunk (4 férfi, 18 nd, atlagéletkor 40 év, szélséértekek 11-76 év,
bortiinetek atlagos fennallasi ideje 16 honap).

A CD63 bazofil aktivacios teszt (BAT) beallitasanal 30 KIU-ban szenvedd beteg (9 férfi,
21 nd, atlagéletkor 41,7 év, sz€Is6 értékek 13-74 év) szérumat hasznaltuk fel.

A HR és a BAT korrelacio vizsgalataban 72 KIU-ban szenvedd beteg vett részt (16 férfi,
56 no, atlagéletkor 40,4 év, szélsdértekek 13-74 év, bortiinetek atlagos fennalldsi ideje 8,4
hénap).

A Kklinikai vizsgalatokba 109 kronikus urticarids beteget vontunk be (27 férfi, 82 nd,
atlagéletkor 39,8 év, szélsdértékek 13-74 év, bortiinetek atlagos fennallési ideje 24,7 honap).

A citokin mérésekben, a BAT és HR vizsgalatokban KIU betegek vettek részt, mely
betegcsoporton beliil elkiilonitettik az AIU csoportot. A FU-ban, urticaria vasculitisben,
fokalis infekcidban, gyodgyszer vagy <¢&tel okozta intolerancia illetve pszeudoallergias
reakcioban szenvedd betegeket kizartuk a vizsgalatbol. Legalabb 4 nappal a vérvétel elott
felfiiggesztettik az antihisztaminok adésat, illetve egy beteg sem részesiilt
immunszuppressziv vagy kortikoszteroid terapiaban. A BAT bedllitdsanal minden esetben
elvégeztiik az ASST-et, a szérum IgE és ECP szintjének meghatarozasat. A BAT és HR teszt
a BAT-et. A klinikai vizsgalatokban KIU-ban, AIU-ban ¢és FU-ban szenvedd betegek is részt

vettek. Az AIU diagnozisat a BAT pozitivitasa alapjan, a FU diagnézisat provokacios tesztek
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segitségével allitottuk fel. Kontrollként korban és nemben megfeleld egészséges, nem atopias
egyének szolgaltak. Ezen kiviil bortlinetekkel is rendelkezé6 SLE-ben ¢és DM-ben szenvedd
betegek szérumat hasznaltuk a BAT és a HR teszt vizsgalatoknal.

IV.1.4. Poliszisztémas autoimmun korképek

Az UVAI terapia hatasat vizsgdld tanulmanyban szereplé betegeket a III. sz.
Belgyogyaszati Klinika altal gondozott SLE-s betegek koziil véalasztottuk ki. A kezelésben 9
beteg vett részt (8 nd:1 férfi, atlagéletkor 46,6 év, szélséértékek 19-74 ¢v, atlagos
betegségtartam 9,3 év, szélsdértékek 3-16 év). A betegek korabbi klinikai tiineteit, autoantitest
profiljukat és eldzetes terapiajukat a 6. tablazat mutatja. A betegek vizsgéalatban valo
részvételi szandékat -megfeleld felvilagositast kovetden- beleegyezd nyilatkozat alairatdsaval
dokumentaltuk, etikai bizottsag engedélyezte a vizsgalatot.

50 PM-ben (37 n6, 13 férfi, atlagéletkor 45,9+13,7 év) és 49 DM-ben (33 nd, 16 férfi,
atlagéletkor 46,9+13,5 év) szenvedd beteg vérmintdit vizsgaltuk. A betegeket a III. sz.
Belgyogyaszati Klinika jarobeteg szakrendelése gondozza. Diagnozisukat Boham és Peter
kritériumrendszere alapjan allitottuk fel (301). A referens kontrollok (n=32) nemben ¢s
korban megfeleld, autoimmun betegségben biztosan nem szenvedd, egészséges egyének

voltak.
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1. beteg 2. beteg 3. beteg 4. beteg 5. beteg 6. beteg 7. beteg 8. beteg 9. beteg atlag + S.D.
Kor (év) 74 23 46 53 67 57 19 52 28 46,6+19,4
Betegség tartama
(év) 6.5 3 16 8 8 7 7.5 3 5 9,347,5
Korabbi klinikai | fotoszenzitivitas, leukopenia, pillang6 erythema, | fotoszenzitivitas, Discoid cutan polyarthritis, polyarthritis, fotoszenzitivitas, fotoszenzitivitas,
tiinetek arthritis, pillango thrombopenia, fotoszenzitivitas, polyarthritis, lupus fotoszenzitivitas, | glomerulonephritis polyarthritis, leukopenia,
erythema, idegrendszeri polyarthritis KCS, | leukopenia, erythematodes, leukopenia, (WHO 1V) leukopenia, KCS, pillangé erythema,
mononeuritis érintettség, Raynaud-jelenség, | pillangé erythema, | polyarthritis, pillang6 pulmonaris fibrosis, | polyarthritis,
multiplex, KCS, necrotizald myositis, cutan Crohn betegség, fotoszenzitivitds, | erythema, Raynaud-jelenség glomerulonephritis
XO, panniculitis vasculitis, livedo | vasculitis Raynaud-jelenség, | KCS, thyreoditis | pleuritis, (WHOI)
reticularis, “lupoid hepatitis” alveolitis, KCS
Raynaud-jelenség,
billentyii
elégtelenség,
pulmonaris
hypertensio
Korabbi . . ANF, anti-ds-DNS, . .
autoantitest ANF, anti-ENA, | ANF, anti-ds ANF, anti-ENA, = G anti-SS- | ANF, anti-Sm, | ANF, anti-SS-A, | ANF, anti-ds-DNS, . ANF, anti-ds-DNA,
ere eir . DNS, anti- anti-Sm, anti-SS- . anti-SS-B anti-Sm, anti- ANF, anti-SS-A - .
pozitivitas anti-Sm cardiolipin A. anti-SS-B A, anti-SS-B, RF cardiolipin anti-Sm, anti-SS-B
i ACA, AMA
Koribbi teripia M M, cyclosporin A M, HY M.HY, M, HY M, IVC M, methotrexat, HY, M, HY M, HY
azathioprine cyclosporin A
Terapia a
tanulmany 8§ mg M 8 mg M 8 mgM 8§mgM NSAID 8 mgM +1VC 4mgM NSAID NSAID
kezdetekor
Autoantitest
pozitivitas a
tanulmany ANF (homogeén) negativ negativ ANF (granularis) | ANF (granularis) | ANF (granularis) negativ negativ negativ
kezdetekor

6. tablazat: Az UVALI terapiaban részesiilt SLE-s betegek adatai (KCS: keratoconjunctivitis sicca, XO: xerostomia, ACA: centromer ellenes antitest, AMA:
mitokondrium ellenes antitest, M: metilprednisolon, IVC: i.v. cyclophosphamide, HY: delagil)
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IV. 2. Madszerek — Klinikai protokollok

IV.2.1. Alphacalcidol kezelés hatasanak vizsgalata soran alkalmazott protokoll

A bevételi kritérium a sokiziileti érintettséggel jaré PA biztos diagnoézisa volt. Kizarasi
kritérium volt a vesekovesség és az, ha felmeriilt egyéb gyulladasos arthropathia gyanuja.
Minden beteg nem-szteroid gyulladasgatld (NSAID) kezelésben és stabil dozisu methotrexat
kezelésben részesiilt a vizsgalat elkezdése eldtt legalabb 3 honappal inditva, ezen a vizsgalat
id6tartama alatt nem valtoztattunk. Azon betegek, akiknek életkora 65 év felett volt vagy
major gasztrointesztindlis szovédményen (fekély, perforacido vagy vérzés) estek at vagy
aktualisan gasztrointesztinalis panaszaik voltak, nimesulid kezelést kaptak napi 2x100 mg
adagban. A gasztrointesztinalis panasz nélkiili 65 év alatti betegek napi 2x75 mg diclofenac
kezelésben részestiltek.

A vizsgalt betegcsoporton beliil két csoportot képeztink a csont denzitometrids
vizsgalat eredménye alapjan. Azok a betegek, akiknek csont denzitasa a DEXA vizsgalat
alapjan az oszteopénids tartomanyba esett (<-1 T score akar a gerinc akar a proximalis femur
terliletén mérve) az alphacalcidollal kezelt csoportba keriiltek. Ezen csoportba tartozé
betegeknek napi 2 x 0,25 ug alphacalcidol kezelést inditottunk az els6 vizit utan. A normal
csontdenzitast csoport képezte a kontroll csoportot. A betegek bortlineteinek helyi kezelését
nem valtoztattuk meg a vizsgalat ideje alatt, valamennyi beteg kortikoszteroid tartalmu

kenOcsot alkalmazott.

1V.2.2. Alphacalcidol kezelés hatasanak klinikai és laboratériumi értékelése

A vizsgélat soran 6 honapos kovetési periddusban harom vizitet végeztiink el: az elsé
vizit indulaskor tértént, majd 3 és 6 honap elteltével egy-egy ujabb vizit kdvetkezett. A vizit
idéablaka minden esetben +14 nap volt. Minden alkalommal rogzitettiik a fobb klinikai
paramétereket a PASI, a VAS (a beteg sajat betegségének aktivitasarol alkotott véleménye
100 mm-es vizudlis analdg skalan) és a DAS (a PA klinikai aktivitasat vizsgalo, 28 iziiletet
tekintetbe vevo, 3 valtozds disease activity score) alapjan (302).

Szintén minden vizit alkalmaval torténtek rutin laboratériumi vizsgalatok (vorosvérsejt
siillyedési sebesség /We/, szérum calcium, foszfor, urea, creatinin, vérkép, majfunkciok
valamint a vizelet calcium/creatinin iirités aranyanak meghatarozasa a reggeli els6 vizeletbol)
és immunologiai laboratériumi vizsgalatok. Utdbbiak magukban foglaltdk a CD3+, CD4+,

CD8+, CD56+, CDI19+ sejtpopulaciok szazalékos ardnyanak meghatarozéasat, az aktivalt T
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sejt arany mérését (HLA DR ¢és CD69 pozitivitas), a monocita-makrofag sejtpopulacio
vizsgélatat (CD14+/CD16+ és CD14+/CD16- sejtek) valamint a CD4+/CD25+ T sejtek
detektalasat. A meghatarozas monoklonalis antitestekkel torténd festés és aramlasi citometria
segitségével a késobbiekben részletezett modon tortént. A Th1/Th2 ardany valamint a Tc1/ Tc2
arany szamolasat a CD4+ Th és CD8+ Tc sejtek intracellularis citokinjeinek meghatarozasa
(IFN-y és IL-4) alapjan, a szérum IFN-y, IL-10 valamint IL-4 szintjének mérését pedig,
ELISA modszerrel végeztilk a lentebb ismertetettek szerint. Minden betegnél megtortént a
gerinc ¢és a femur csont denzitometrids (DEXA) vizsgalata Lunar DPX Pro (Lunar
Corporation 726 Heartland Trail Madison, WI 53717, USA) késziilékkel, valamint a kéz és a

1ab 6sszehasonlitd Rtg vizsgalata is.

A vizsgalat primer végpontjai 3 illetve 6 honap utan az immunrendszer miikodésében
laboratoriumi modszerekkel vizsgalt és a klinikai paraméterekben (VAS, PASI, DAS28)
¢észlelt valtozasok voltak. A masodlagos végpontok a szérum calcium szintjében és a reggeli

elsd vizeletben mért calcium/creatinin arany voltak szintén 3 és 6 honap utan.

IV.2.3. UVALI terapia klinikai protokollja

A vizsgalatban 9 SLE-s beteg vett részt. A részvétel feltétele volt, hogy teljesitsék az
SLE diagnosztikus kritériumait (ACR, 1997), tobb mint 6 honapja alljon fonn enyhe vagy
kozépsulyos formaju betegségiik és gyodgyszeres kezelés mellett allapotuk stabil legyen. A
betegvalogatasnal figyelembe vett kizdrd kritériumot jelentett az aktiv, sulyos vagy gyorsan
valtoz6 betegség, fotoszenzitizald gydgyszerek hasznalata, UVA hiperszenzitivitas a fényteszt
soran, valamint stlyos kardiovaszkularis korkép az anamnézisben. Jelenlegi
immunszuppressziv terapidjukon a kezelést megel6z6 3 honapon beliil és a kezelés alatt nem
valtoztattunk. A vizsgdlat alatti terdpiat és a kimutathatd autoantitest pozitivitdsokat a 6.
tablazatban tiintettiik fel. Valamennyi beteg Fitzpatrick 2-es bOrtipusba tartozott.

Az UVAI fénykezelést 25 darab specialis UVA1 sugarzolampaval (Philips, TL
100W/10R) végeztiik, melynek {6 emisszios tartomanya 340-450 nm, és az emisszios
maximuma 365 nm-en van. A fototerapiat 60 kJ/m?*nap atlagos dozisu UVAI sugérzassal
végeztik, mely a minimdlis erythema kivaltdsdhoz sziikséges dozisnak koriilbeliil 1/6-a.
Mivel az UVAI1 lampa 1 J/cm? sugarzast 40 masodperc alatt bocsat ki, ezért a napi
fénykezelés 4 percet vett igénybe. A vizsgalatot a téli honapokra idézitettilk, hogy a
természetes fénysugarzas jarulékos hatasat csokkentsiik. A kezelés megkezdése eldtt a

betegeket fényteszttel vizsgaltuk az UVA hiperszenzitivitas kizarasa céljabol.
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A fényterapia 9 hétig tartott, a betegek az elsd 3 hétben hetente 5-szor, a méasodik 3
hétben 3-szor, végiil 2-szer kaptak kezelést. Az UVALI terapiat a terapids dozis felével
kezdtiik el, és fokozatosan emelve a sugarmennyiséget a masodik hétre értiik el a 60

kJ/m?/nap doézist.

IV.2.4. UVALI terapia hatékonysaganak klinikai értékelése

A betegek klinikai tlineteit és laboratoriumi paramétereit a fototerapia megkezdése
elétt és a 9. hét utan vizsgaltuk. Az SLE klinikai aktivitdsat két modszerrel mértiik.
Alkalmaztuk a klinikai betegség aktivitasi indexet, mely 10 klinikai paramétert monitoroz,
melyeket ebben a betegcsoportban korabban kimondottan alkalmasnak taldltak a terapia
eredményességének megitélésére (284,278). Az egyes tiineteket 3 és 0 kdzott pontoztuk attol
fiiggden, hogy azok sulyosak, kdzepesek, enyhék voltak vagy hidnyoztak. A vizsgalt tiinetek:
bortiinetek, iziileti fajdalom, aktivitds csokkenés, alvaszavar, rossz kozérzet, fejfajas,
stomatitis, fajdalomcsillapitdé gyogyszerek iranti igény. Tovabba a reggeli iziileti merevség
fennallasdnak id6tartama ( 0 = nem all fenn; 1 = <1 6rdig; 2 = 1-3 6rdig; 3 => 3 6rdig ) és a
faradtsag kezdete a reggeli felkelést kovetéen ( 0 = > 12 oréval; 1 = 8-12 oraval; 2 = 4-8
oraval; 3 = < 4 o6raval ). A masik alkalmazott moddszer az SLE klinikai aktivitdsanak
kovetésére a fényterapiat megelézden €s azt kovetden felallitott SLEDAI sulyszam volt (303).

A kezelés el6tt és utdn Saalmann Multitester késziilékkel végzett minimalis erythema
dozis meghatarozassal vizsgaltuk a paciensek UVA ¢és UVB fényérzékenységét. A fényteszt
soran a betegek glutedlis regigjat UVB illetve UVA sugarzassal vilagitottuk meg kb. 3 cm
atmér6ji korokben eltéré dozisokkal. Mdasnap tortént az eredmények leolvasdsa. Mig a
fényérzékeny betegeknél borpir jelentkezett a besugarzds helyén, addig az adott

hulldmhossztartomanyra nem érzékenyeknél a megvilagitas helyén nem volt bérelvaltozas.

IV.2.5. UVAL terapia hatékonysaganak laboratoriumi értékelése

A laboratoriumi vizsgalatokat a 9 hetes UVAI1 fototerdpia eldtt és a kezelés utan
végeztiik el. A betegektdl az elsé fototerapias kezelés eldtt és az utolsé kezelés utan 24 oraval
vettlink vért steril heparinos csovekbe. A mintdkat a vértvételt kovetden 2 oran beliil
feldolgoztuk.

A teljes komplement aktivitdst ¢és az immunkomplex szinteket passziv
hemagglutinacidéval, a komplement 3 (C3), C4 és az immunglobulinok (IgG, IgA, IgM)

szintjét pedig nefelometridval hataroztuk meg.
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Az ENA (Sm, Sm/RNP, SS-A, SS-B), ds DNS, cardiolipin (CL), és a ;- glikoprotein
I elleni autoantitesteket ELISA (Hycor Biomedical, UK) technikdval mértiik. Az ANF-t
indirekt immunfluoreszcenciaval (IIF), HEp-2 sejteket felhaszndlva hatdroztuk meg. A teszt
eredményét 1:200 illetve e feletti higitds esetén tekintettiik pozitivnak. Az ANCA szinteket
szintén [1F-val detektaltuk szeparalt granulocitédk felhasznalasaval.

A sejtfelszini CD markerek (CD3, CD4, CDS8, CD19) meghatdrozésahoz fluoreszcens
festékekkel konjugaltatott monoklonalis ellenanyagokat hasznaltunk a késébbiekben
részletezett modon.

Az intracellularis citokinek (IFN-y, IL-4) festését heparinnal alvadéasgatolt vérbdl
végeztiik a Becton Dickinson ,,Intracellular Staining Procedure” utasitasai szerint a késObb

részletezett modszerrel.

IV.2.6. Kérddoiv és urticaria score felallitasa

A 109 kronikus urticarids beteg egy nemzetkozileg is elfogadott kérddivet toltott ki,
melyet M. Kozel bocsatott rendelkezésiinkre (Department of Dermatology of the Academic
Medical Center, University of Amsterdam) (304). A betegség stlyossaganak megallapitasara
a Breneman és mtsai altal kozolt urticaria score-t alkalmaztunk kisebb modositasokkal, hogy

alkalmassa valjon az FU-s betegek értékelésére is (305, 7. tablazat).

Csalankiiités lokalizacidja

Nincs = 0 pont ‘ 1 testrészen = 1 pont | 2-3 testrészen = 2 pont | kiterjedt urtica = 3 pont

Csalankiiitések fennallasi ideje

Nincs = 0 pont ‘ <60 perc = 1 pont | 1-4 6ra =2 pont | >4 6ra =3 pont
Csalankiiités mérete

Nincs = 0 pont ‘ 1-2 cm =1 pont | 3-4 cm = 2 pont | >4 ¢cm = 3 pont
Csalankiiités gyakorisaga

Nines = 0 pont ‘ hetente 2x = 1 pont | hetente 3x = 2 pont | hetente 4-7x = 3 pont
Viszketés

Nincs = 0 pont ‘ Enyhe = 1 pont | Kozepes = 2 pont | Stulyos = 3 pont

7. tablazat: Az urticaria silyossaganak megitélésére hasznalt modositott Breneman score.

IV.2.7. Kronikus urticaria kezelésénél alkalmazott terapias protokoll
Valamennyi kronikus urticarids betegnél (109 beteg) elsd 1épésként per os hisztamin

receptor antagonistat alkalmaztunk. A betegek el0szor alacsony szedativ hatdsti, masodik
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generacios H1 receptor antagonistat kaptak (cetirizine 10mg), majd amennyiben a kezelésre
nem reagaltak megfelelden ennek doézisat emeltiik (cetirizine 20mg), illetve kombinaltan
alkalmaztunk szedativ antihisztamint (hydroxyzine 2x25mg) és H2 receptor antagonistat
(cimetidine 2x400mg). A terapiat eredménytelennek tekintettik amennyiben a sulyos
szubjektiv panaszok tovabbra is fennalltak, vagy ha a total urticaria score érté¢ke kevesebb,
mint 50%-kal csokkent. Masodik vonalbeli szerként rovid ideig per os kortikoszteroidot
(methylprednisolone 32mg/nap, 5 naponta 4mg-mal csokkentve) alkalmaztunk a KIU és AIU
betegek esetében. Ha az AIU betegeknél ez a kezelés is csak atmeneti javulast eredményezett,
akkor 3. Iépésként 3 honapon at cyclosporin A kezelést alkalmaztunk 3 mg/kg/nap kezdo

dozissal.

IV.2.8. Az autolég szérum borteszt

Az autolog szérum borteszt (ASST) a kronikus urticaria autoimmun alcsoportjanak
meghatarozasaban hasznalt szliré eljarasnak szamit. A vénas vért olyan steril iivegcsdbe
gyljtottiik, mely nem tartalmazott alvadast eldsegitd szert, majd ezt kdvetden 30 percen
keresztiil hagytuk megalvadni szobahémérsékleten. A szérumot centrifugalassal szeparaltuk
500g fordulatszamon 15 percig, majd steril koriilmények kozott részekre osztottuk az ASST, a
CD63 BAT ¢és a bazofil HR teszt vizsgalatokhoz.

A beteg alkarjanak hajlité felszinébe egyenként 50 pl autolég szérumot, 10 pg/ml
hisztamint és 0.9 %-os steril fiziologids soéoldatot fecskendeztiink be 3-5 cm-es
tavolsagokban, és a borelvaltozas mértékét harminc perc mulva értékeltiik. A vizsgalat akkor
volt pozitivnak tekinthetd, ha az injekcidt kovetd 30. percben a szérum altal kivaltott urtica

voros, és atmérdje 1.5 mm-rel nagyobb volt, mint a fizioldgias séoldatra adott bérreakcio.

IV. 3. Médszerek — Laboratoriumi technikak

IV.3.1. Limfocita és monocita szubpopulaciok, valamint aktivalt T sejtek aranyanak
meghatarozasa

A limfocita és monocita szubpopulacidk, valamint az aktivalt T sejtek ardnyéanak
meghatdrozasat a sejtfelszini CD markerek kimutatdsa alapjan alvadasgatolt teljes vérbol,
monoklonadlis ellenanyagok segitségével végeztiik. Monoklonalis ellenanyagok: anti-CD3-
FITC (SIGMA 5 ul/minta), anti-CD56-PE (Becton Dickinson 10 pl/minta), anti-CD19-PerCP
(Immunotech 2,5 pl/minta), anti-CD8-FITC (SIGMA 5 ul/minta), anti-CD4-PE (Immunotech
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5 ul/minta), anti-CD3-FITC/HLA-DR-PE (Serotec 10 pl/minta), anti-CD69-CyChrome
(Pharmingen 10 pl/minta), anti-CD14-PE (Immunotech 20ul/minta) és anti-CD16-FITC
(Becton Dickinson 20 pl/minta).

A mintakat Coulter QPREP protokoll alapjan dolgoztuk fel. A kiértékelés Coulter EPICS-XL-
4 aramlasi citométeren, System-II. 3.0 software segitségével tortént. A limfocitdkat,
monocitdkat és granulocitdkat nagysaguk és granuldltsaguk alapjan valasztottuk el. 5000
sejtet értékeltlink az aramlasi citométeren és - az 5000 sejtet 100%-nak tekintve - adtuk meg

az adott antigén pozitivitasa alapjan a kiilonb6z6 szubpopuldciok szazalékos aranyat.

IV.3.2. Intracitoplazmatikus citokinek meghatarozasa

A CD4+ ¢és CD8+ sejtek intracitoplazmatikus citokin tartalmat heparinnal
alvadasgatolt periférias vérbdl hataroztuk meg (306).
Mivel a nyugvo limfocitak citokin tartalma alig detektalhatd, a periféridas vér 1 ml-ét
tapfolyadékkal duplajara higitottuk és a limfocitakat phorbol-myristate-acetate-tal (PMA, 25
ng/ml, SIGMA) és ionomycinnel (1 pg/ml, SIGMA) stimulaltuk 4 6ran keresztiil 5%-o0s CO;
koncentracio mellett 37°C-os termosztatban. A de novo szintetizalodott citokinek kitiriilését a
Golgi késziilékbol Brefeldin-A-val gatoltuk (10 pg/ml, SIGMA). Az inkubécios id6 letelte
utdn a sejtfelszini CD4 illetve CD8 molekuldkat jeloltiik monoklonalis ellenanyagok
segitségével (anti-human CD4 illetve CD8-Quantum Red, SIGMA, 10-10 pl)
szobahdmérsékleten, sotétben, a stimulalt vér 300 ul-ét hasznalva, 30 perces inkubacio idével.
A vorosvérsejteket 20 percen keresztiil desztillalt vizzel 10x-re higitott 1izalo oldat (,,Lysing
Solution”, Becton Dickinson) 2 ml-jével lizaltuk és ezzel egyiddben fixaltuk a leukocitdkat.
Ezutdn egy mosasi 1épést kdvetden a szintén desztillalt vizzel 10x-re higitott permeabilizald
oldat (,,Permeabilizing Solution”, Becton Dickinson) 0,5 ml-jével permeabilizaltuk a
sejtmembranokat. Egy tjabb mosasi 1épés utan monoklonalis ellenanyagokkal jeloltik a
Golgi késziilékben 1évo citokineket (izotipus kontroll: y,,-PE/y2,-FITC, valamint anti-human
IFN-y-FITC/anti-human IL-4-PE, Becton Dickinson, 20 ul; anti-human IL-10-PE, Caltag, 10
ul; anti-human IL-13-PE, Becton Dickinson, 20 pl) 30 percig, szobahdmérsékleten, sotétben.
A festési protokoll végén a sejteket 1%-os paraformaldehiddel fixaltuk. A mintakat mérésig
+4°C-on hiitészekrényben tartottuk.

A mintak értékelése aramlasi citométeren tortént. A nagysag és granulaltsag alapjan a
limfocitakat kapuval véalasztottuk el a monocitaktol és granulocitdktol. Emellett a

limfocitdkon beliil elvélasztottuk a CD4+ vagy CD8+ sejteket a nem festddd sejtektdl. A
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CD4+ vagy CDS8+ limfocitdkbol 5000 sejtet értékeltiink, ezeket 100%-nak tekintve

szazalékban adtuk meg a citokin pozitiv sejtek aranyat.

IV.3.4. Sejtfelszini CD14, TLR2, TLR4 és CD180 expresszio vizsgalata

A fehérvérsejtek sejtfelszini CD14, TLR2, TLR4 ¢s CD180 szamat specifikus
antitestekkel, indirekt jelzéssel aramlasi citometria segitségével hataroztuk meg teljes vérbdl.
100 pl teljes vérben a fehérvérsejteket 10 pg/ml anti-CD14 26ic (Dr. Jos A. G. van Strijp, Dr.
Kok P. M. van Kessel — Eijkman-Winkler Institute, Utrecht Egyetem, Hollandia), anti-
CD180, anti-TLR4 (Becton Dickinson, Mountain View, CA) és anti-TLR2 (Serotec, Raleigh,
NC) monoklonalis antitesttel illetve a megfeleld izotipus kontrollokkal (IgGl — CD180,
IgG2a — TLR2, TLR4, IgG2b — CD14, Serotec), majd ezt kovetden PE-kapcsolt kecske anti-
egér IgG-vel (DAKO, Glostrup, Dania) jeloltik meg. A vordsvérsejteket lizaltuk, a
fehérvérsejteket fixaltuk. A mérést FACSCalibur (Becton-Dickinson) aramlési citométeren
végeztiik. A limfocitakat, monocitaktol és granulocitdkat méretiik és granulaltsdguk alapjan
valasztottuk el egymastol. Az atlag FL2 fluoreszcencia intenzitast (MFI) a kovetkezoképpen
hataroztuk meg minden sejtcsoport esetében: a receptor specifikus monoklonalis antitesteket
tartalmaz6 mintak MFI értékeibdl kivontuk a megfeleld izotipus kontrollok (,,hattér”) MFI
értékeit. A receptorok abszolut szdmanak meghatarozasdhoz monoklonalis antitest-kapcsolt
standard gyongyoket, ,,beadeket” (QIFIKIT, DAKO) alkalmaztunk (307). A médszer Iényege,
ugyanannyi ideig inkubaltuk az azonos mennyiségli PE-kapcsolt kecske anti-egér antitesttel,
mint a sejtek jelolése sordn tettilk. A mosast kovetden az FL2 fluorenszcencia intenzitast
aramlési citométerrel mértiik, a kiilonb6z0 beadek MFI értékeit pedig a monoklonélis
antitest/bead adott értékéinek fliggvényében abrazoltuk logaritmikus skalan. Az igy kapott
standard gorbe alapjan a sejtek MFI értékébdl meghatarozhaté az egy sejten talalhato

monoklondlis antitest kotohelyek szama.

IV.3.5. CD14 fiigg6 LPS kotés meghatarozasa

A vizsgalathoz egy rendkiviil hatékonyan jeldlt bodipy-LPS készitményt hasznaltunk
¢és az LPS kotodését aramldsi citometriaval mértiikk. A betegektol ¢és az egészséges
kontrolloktél nyert Li-heparinnal alvadasgatolt vérmintdkat kétszer mostuk, a leukocita
sejtszamot 5 x 10%/ml-re allitottuk be. Annak érdekében, hogy megkiilonboztessiik a CD14
dependens és CD14 independens LPS kotést, a vérmintakat 30 percig +4 °C-on eldinkubaltuk
10 pg/ml anti-CD14 blokkolo antitest (60bca, Dr. Jos A. G. van Strijp, Dr. Kok P. M. van
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Kessel) jelenlétében vagy hianyaban eldinkubaltuk. Ezutdn 100 ng/ml bodipy-LPS-t
(S.minnesota, Re595, Dr. Jos A. G. van Strijp, Dr. Kok P. M. van Kessel) adtunk a sejtekhez
4% normal humén szérum (NHS, 10 egészséges donorbdl 6sszegytijtve) jelenlétében. Ezt egy
30 perces 37°C-on torténd inkubalas, a vorosvérsejtek lizalasa és a fehérvérsejtek fixalasa
kovette. A mérést FACSCalibur (Becton Dickinson) aramlési citométeren végeztiik. Az anti-
CD14 blokkolé antitest nélkiili sejtek (teljes LPS kotés) fluoreszcencia intenzitasabol
kivontuk a blokkol6 antitesttel inkubalt sejtek fluoreszcencia intenzitasat, igy kaptuk meg a

CD14 dependens LPS kotés mértékét.

IV.3.6. CD14 fiiggo E. coli fagozitozis vizsgalata

A vizsgélathoz fluoreszcensen jelolt E.coli-bodipy készitményt hasznaltunk és a
sejtekhez kotott baktériumok mennyiségét aramlési citometria segitségével hataroztuk meg. A
vérmintakat (EDTA-val alvadasgatolt) kétszer mostuk Ca’’-mentes PBS-sel és a leukocita
sejtszamot 5 x 10%/ml-re allitottuk be. 50 pl higitott vért bodipy-kapcsolt E. coli-val (K-12,
Molecular Probes, Eugene, OR; sejt: baktérium arany 1: 8) inkubaltunk 30 percig 37°C-on
10% EDTA plazma (10 egészséges donor normal plazméja) jelenlétében, majd a
vorosvérsejteket lizaltuk és a fehérvérsejteket fixaltuk. Az FL1 fluoreszcencia intenzitast és a
fagocitald sejtek aranyat FacsCalibur aramlasi citométeren mértiik le. Ugyancsak megmértiik
a baktériumok fluoreszcencia intenzitasat €s meghataroztuk az egy sejt altal felvett
baktériumok atlagat is (,,fagocitdzis index”):

fagocitalé sejtek %-a x (MEIP-MFI™") / MFI) / 100

ahol az MFI™", MFI"™™", MFI® a fagocital6 és a nem fagocital6 sejtek, valamint a baktériumok

atlag FL1 fluoreszcencia intenzitasa.

IV.3.7. Donor sejtek a BAT és HR teszt vizsgalatokhoz

Két szenzitizalt atopids donor (Da;, Da2) és egy nem atopids donor (Dna) bazofil
sejtjein végeztiik a kisérleteket. Szérum IgE szintjiik a kovetkezd volt: 842, 1464, 24 kU 1.
Az atopias donorjaink atopids dermatitisben és allergids rhinitisben szenvedtek. A vizsgalatok

elott egy héttel antihisztamin kezelés nem tortént.

IV.3.8. A donor sejtek szeparalasa és stimulalasa
Az D4 és Dna donorbdl szarmazo, etiléndiamin-tetraecetsav (EDTA) altal antikoagulalt,

24 ml teljes vért 6 % Macrodexen iilepitettiik 45 percig 37 °C-on. A fehérvérsejt frakciot
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leszivtuk, majd hideg Hepes-EDTA pufferrel kétszer atmostuk. Ezt koveten Ca®™ és Mg*™
iont tartalmazo HEPES pufferben reszuszpendaltuk a sejtjeinket (107/ml). Ezutan 50 pl sejtet
50 pl kronikus urticarias szérummal (1:1-es, 1:5-0s és 1:10-es higitasban) vagy pufferrel
inkubaltunk 40 percen 4t 37 °C-on. A reakciot jégfiirdével és 900 pl jéghideg Ca®'-, Mg*"- és
BSA-mentes Hepes puffer hozzaadasaval allitottuk le. Ezt kovetden a sejteket 5 percig
centrifugaltuk 500g-n 4 °C-on. A sejtszuszpenziot monoklondlis antitestekkel festettiik a
CD63 BAT Kkivitelezéséhez (IV.3.9. pont). A feliiliiszot dsszegyijtottiik, -70 °C-on taroltuk,
majd elemeztiik a hisztamin tartalmat (IV.3.10. pont).

A kronikus urticaridas betegek szérumainak sziirése eldtt a Dy €s Dna sejtjeinek
reaktivitdsat a kovetkezO agensekkel torténd inkubacidval vizsgaltuk: anti-huméan IgE
monoklonalis antitest (0.5 pg/ml, Clone: De2, Immunotech, Marseille, Franciaorszag), FMLP
(N-formil-metionil-leucil-fenilalanin) (10'5 M, Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Schnelldorf,
Németorszag), anti-FceRIa antitestet immunoblottal kimutathatéan tartalmazo krénikus
urticarids szérum (1/2 végkoncentracio) €s monocita kemotaktikus protein-1 (MCP-1, 1

pg/ml, Pharmingen OPTEIA kit, San Diego, CA, USA).

IV.3.9. A bazofil aktivacis teszt —- BAT

A kronikus urticarias szérumokkal eldinkubalt donor sejteket anti IgE-FITC ¢és anti CD63-
R-phycoeritrein (PE) konjugalt monoklonalis antitestekkel (mindkettd a Caltag Laboratories,
Burlingame, CA, USA terméke) festettik 60 percen at 4 °C-on. A még jelen 1évd
vorosvértesteket lizaldo reagens hozzdadasaval lizaltuk. A sejteket atmostuk, majd az IgE ¢és
CD63 kettdsen pozitiv bazofil sejteket Becton Dickinson FacsCalibur aramlési citométerrel
mértilk. A méréshez beallitottunk egy FLI1 kiiszobot a szamunkra érdektelen sejtek nagy
részének eltavolitasara, és kikapuztuk a fluoreszkalo, anti IgE-FITC-cel fest6dott sejteket. Az
IgE-FITC ¢és CD63-PE kettds pozitiv sejteket az FL1-FL2 hisztogrammon hataroztuk meg a
megfeleld izotipuskontroll alkalmazasaval. Mintanként legaldbb 500-1000 bazofilt mértiink
az aramlasi citofluoriméterrel.

A stimulacié nélkiili alapérték megéllapitasahoz egy kiillon csdbe csak a puffert
pipettaztuk be. Pozitivnak a negativ egészséges kontroll szérumok altal indukalt CD63
sejtszam + 2SD érték felett tekintettiik az eredményt. (A kiilonb6z6 donor ,,cut off” értéke:
Dai: 7,1 %; Daz: 12,3 %; Dna: 5,1 %).
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IV.3.10. A bazofil hisztamin felszabadulas mérése ELISA modszerrel (HR)

A kronikus urticarids szérumokkal eléinkubalt donor bazofil sejtek feliiliszojabol ELISA
modszerrel végeztiik el a hisztamin tartalom meghatarozast a kitben (Immunotech, Marseille,
France) szerepld utmutatd alapjan, duplikatumokban. A total hisztamin meghatarozashoz 50
ul sejtszuszpenzidohoz 950 pl desztillalt vizet pipettaztunk azért, hogy lizaljuk Oket. A
fagyasztas €és olvasztas folyamatat kétszer megismételtiik, igy a sejtek lizalasaval kinyertiik a
sejt teljes hisztamin tartalmat.

A moddszer kompeticids elven alapszik. A mintdk, kontrollok és standardok hisztamin
tartalmat egy acilezési 1épésben kémiailag modositottuk. Az igy kapott acilezett hisztamin
versengett a hisztamin-alkalikus foszfatdz konjugatummal a mikrolemez valyulatainak
falahoz kitapasztott monoklonalis antitesthez valo kotddésért. Inkubélas utan a mikrolemez
mosasa kovetkezett, és a kotddott enzimatikus aktivitast kromogén szubsztrat hozzaadéasaval

detektaltuk. A szin intenzitasa forditottan volt ardnyos a mintak hisztamin tartalmaval.

Az eljaras menete:

1. Acilezés: milanyag csovekbe 25 pl acilezé puffert, 100 pl mintat, standardot vagy kontrollt
¢s 25 pl acilezd reagenst mértiink.

2. Immunologiai 1épés: az anti-hisztamin tartalma lemez valyulataiba 50 pl acilezett mintat,
standardot vagy kontrollt mértiink és mindegyikhez 200 ul alkalikus foszfatazzal jelzett
hisztamin konjugatumot adtunk. A mikrolemezt 2 6ran at inkubaltuk 4 °C-on enyhe razatas
mellett, majd mosopuferrel haromszor mostuk.

3. Enzimreakcid: a reakcidhelyekre 200 ul para-nitrofenil foszfat szubsztrat oldatot adtunk és
a lemezt sotétben, razas mellett 30 percig inkubaltuk. A reakciot 50 pl IN NaOH
hozzéadasaval allitottuk le.

4. Fotometralés: az abszorbanciat 405 nm-en ELISA reader-en (Labsystems Multiscan MS,
Helsinki, Finnorszag) olvastuk le.

A vizsgalat kiértékelése:

Ertékeléskor a spontan hisztamin felszabadulast levontuk. Az eredményeket a total hisztamin
tartalom szazalékaként fejeztiik ki. A spontan hisztamin felszabadulas kevesebb volt a totél
hisztamin tartalom 5 %-anal. A kiilonb6z6 donorok ,,cut-off” értékeit a 20 egészséges kontroll
széruma altal indukalt hisztamin felszabadulds 95 percentiliseként hataroztuk meg (Da: 11,6

% €s DNAZ 7,3 %).
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IV.3.11. Szolubilis citokin koncentraciok meghatarozasa szérumban
A szolubilis citokin koncentraciok meghatarozasaig a mintdkat -70°C-on tartottuk. A
keringd 1L-4, IL-10, IL-13 ¢és IFN-y mennyiségi meghatarozdsa a Pharmingen cég ELISA

kitjeivel, a gyartok utmutatasa alapjan tortént.

IV.3.12. Szolubilis CD14 mérése szérumban

A betegektdl és a kontrolloktdl vett szérumok szolubilis CD14 (sCD14)
modszer 1ényege réviden, hogy 2,5 x 10° mononukledaris sejtet 10 pl szérum mintaval és
lpg/ml PE-kapcsolt anti-CD14 monoklonélis antitesttel (MY4, Coulter, Hialeah, FL)
inkubaltunk. A monocita-asszocidlt monoklondlis antitest mennyiségét, mint atlag FL2

fluoreszcencia intenzitdst aramlasi citométerrel hataroztuk meg. Standard szérum higitasi

crcr

IV.3.13. IgE szint meghatirozasa
A szérum IgE szintjét Behring Nephelometerrel hatiroztuk meg (magas:>100 kU I').

1V.3.14. ECP szint mérése
A szérum ECP szintjének méréséhez a PHARMACIA CAP rendszert hasznaltuk.
(magas:>12 pg/l).

IV.3.15. Autoantitestek meghatarozasa

A thyreoglobulin (a-TG), thyreoidea peroxiddz (a-TPO) és az extrahalhaté nuclearis
antigén (a-ENA) antitestek szintjét ELISA (Hycor Biomedical Gmbh, Kassel, Germany)
segitségével mértiik a gyartd ajanldsanak megfeleléen. Az endothelsejt ellenes antitest
(AECA) szintjének meghatarozasat a szérumban szintén ELISA (Cogent Diagnostic,
Edinburgh, UK) mddszerrel végeztiik a gyartd ajanlasat kovetve (309).

IV.3.16. Immunhisztokémiai vizsgalat
A bor biopszias mintdkat 12 pemphigus vulgarisban és 2 pemphigus foliaceusban
szenvedd betegtdl a holyag sz€élébdl nyertiik. A diagnozist a jellegzetes klinikai kép és a

hisztopatologiai eredmény alapjan allitottuk fel.
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A vizsgalatokat biotin-avidin-peroxidaz technikaval végeztiik (Streptavidin, biotinilalt
tormaperoxiddz és biotinilalt anti-egér immunglobulinok, DAKO A/S, Dania, P-cad elleni
antitest — Transduction Laboratories, Lexington, KY, UK). A hd indukalta antigén feltaras
soran a paraffinba agyazott, 4 um-es metszeteket 2 percre elémelegitett, 0,1 M-os, pH 6.0-s
citrat pufferbe helyeztik. A nem specifikus hattér blokkoldsara normal nyal szérumot
alkalmaztunk. Az elsddleges antitesttel (1:50 higitas) 4°C-on, egy éjszakan at nedves
kamraban inkubdltuk a mintdkat. A masodlagos antitest biotinilalt anti-egér immunglobulin
(1:400 higitas) volt, kromogénként diaminobenzidint vagy etilcarbazolt hasznéltunk. A
metszeteket hematoxylinnal is festettiik. Kontrollként normal perilézionalis bor szolgalt. Ezek
a mintdk intenziv P-cad immunreaktivitast mutattak a bazalis keratinocitdk sejt-sejt

kapcsolodésainal.

IV.3.17. Sejttenyésztés
Rekombinans transzfekcio segitségével korabban a Debreceni Egyetem OEC Elettani
Intézetében olyan HaCaT sejteket hoztak létre, amelyek egyes PKC izoenzimeket (illetve
kontrollként az ,,iires”, azaz PKC-specifikus cDNS-t nem tartalmazd vektort) stabilan
overexpresszalnak (310). Megvizsgalva ezen sejtek viselkedését a tenyésztés soran
kimutattak, hogy az nPKCe-t vagy a cPKCB-t fokozottan expresszalo sejtek ndvekedési liteme
felgyorsult, mig a cPKCa-t vagy az nPKCo-t kifejezokben a proliferacio lecsokkent a kontroll
(azaz az ,,ires” vektort overexpresszald) sejtekhez képest. Megvizsgaltdk tovabba, hogy az
egyes izoenzimeket tultermeld sejtek milyen differencialtsagi allapottal jellemezhetdk.
Megallapitottak, hogy a hiperproliferativ ¢cPKCB-t vagy nPKCe-t overexpresszald sejtekben
lecsokkent a késéi differencidltsagi markerek szintje, szemben a cPKCa-t és 5-t expresszalod
hipoproliferativ keratinocitdkkal, melyekben a kontroll sejteknél nagyobb mennyiségben
fejez0dott ki az involukrin, a filaggrin és a keratinocita specifikus transzglutamindz-1 (310).
Kisérleteinben az adhéziés molekuldk vizsgalatdhoz egyrészt kontroll HaCaT keratinocitakat
(normal HaCaT), masrészt a PKC izoenzimeket tiltermeld, overexpresszor HaCaT sejteket
hasznaltunk, az UVB besugarzds ¢és Osztradiol kezelésnél kontroll HaCaT sejteket
alkalmaztunk.
A kontroll HaCaT sejteket termosztalt koriilmények kozott, 37 °C-on, 5% CO;-tartalmu
atmoszféraban, Dulbecco’'s Modified Eagle’'s Medium (DMEM) (Sigma, St. Louis, MO,
USA) tapoldatban tenyésztettiik, amely 10 % embrionalis borju szérumot (FCS) (Invitrogen,

Paisley, UK), 2 mM L-glutamint, valamint a bakterialis ¢s gombafertdz¢s elkeriilése végett 50
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U/ml penicillint, 50 pg/ml streptomycint és 1,25 pg/ml fungizont (Biogal, Debrecen,
Magyarorszag) tartalmazott. A PKC overexpresszor (illetve az ,,iires” vektorral transzfektalt)
HaCaT sejteket hasonld koriilmények kozott, ugyanakkor (a folyamatos szelekcio
fenntartasanak érdekében) 500 pg/ml geneticin antibiotikumot (Invitrogen) tartalmaz6 FCS-

sel kiegészitett DMEM médiumban tenyésztettiik.

IV.3.18. HaCaT sejtek UVB besugarzasa

A besugarzast megel6zéen a szubkonfluens tenyészetekben a mediumot kicseréltiik
PBS-re, mely mentes minden fotoreaktiv Osszetevotdl. Legalabb egy olyan tenyészet volt,
mely nem kapott UV fényt, de hasonlé médon kezeltiikk mint a besugérzott sejteket. A tobbi
tenyészetet pedig 200 J/m* dézist UVB fénynek (Saalmann Multitester lampa; Saalmann
GmbH, 32049 Herford, Germany) tettiik ki. A besugarzast kovetden a PBS-t a megfeleld

mediumra cseréltiik és a sejteket a 1. 3. 6. 12. 24. 48. és a 72. 6raban learattuk.

IV.3.19. HaCaT sejtek osztradiol kezelése

A vizoldékony 17-B-0sztradiol (Sigma) oldatot kozvetleniil a kisérletek elott
készitettiik el. A HaCaT sejteket 50%-o0s konfluencidig tenyésztettiik, és az Osztradiol-t ezt
kovetden alkalmaztuk 10 M-os végkoncentracioban. Az inkubaci6 12, 24, 48 és 72 oran at

tartott.

1V.3.20. Western (immuno)blot

A tenyésztett sejteket hideg foszfat-pufferben (PBS) mostuk, majd lizis-pufferben (5
mM EGTA, 20 mM Tris-Cl, 20 uM leupeptin, 1 mM 4-(2-aminoetil)-benzénszulfonil-fluorid,
pH 7,4; Sigma) homogenizaltuk, végiil ultrahangos szonikaloval a sejteket feltartuk (311). Az
igy elkészitett mintdk proteintartalmanak meghatdrozdsa BCA fehérjekimutatasi assayvel
(Pierce, Rockford, IL, USA) tortént. Ezutan azonos proteintartalmti mintékat (2 mg/ml) SDS
mintapufferben (10 % glicerin, 2 % SDS, 0,062 M Tris, 20 mM ditiotreitol, 0,002 %
bromfenolkék és 5 % P-merkaptoetanol; Sigma) 10 percig foztiikk. Az igy elkészitett mintakat
SDS poliakrilamid gélelektroforézissel (SDS-PAGE) (312) valasztottuk el 100 V konstans
fesziiltségen. A gélelektroforézishez 7,5%-os gélt készitettiink, amelyekre 20 pg/valyu
proteint vittiink fel. Ezutdn a gélrdl a fehérjéket nitrocellul6z membranra (Bio-Rad, Bécs,
Ausztria) transzferdltuk 100 V konstans fesziiltségen. Ezt kdvetéen a membran szabad

kotdhelyeit 5 % tejet tartalmazd PBS-sel 30 percig blokkoltuk, majd a megfeleld elsédleges
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antitesttel inkubaltuk. Az elsddleges antitestekbdl a megfeleld higitast 5 % tejet tartalmazo
PBS-ben készitettiik el, majd a membranokat egy éjszakan keresztiil 4°C-on inkubaltuk. Az
inkubéciot kdvetden a membranokat 30 percig mostuk PBST-ben (0,1 % Tween-20 PBS-ben,
Sigma), majd az elsddleges antitest speciesének megfeleld torma-peroxidézzal konjugalt
masodlagos antitesttel (1:1000 higitas 5 % tejet tartalmaz6 PBS-ben) (BioRad) inkubaltuk. Az
immunjelek rogzitése minden esetben kemiluminescens (ECL) kit (Pierce) segitségével
valosult meg. A kvantitativ kifejez6dés megallapitdsakor az immunoblot eredményeket
denzitometrids analizisnek is alavetettiik, GelDoc rendszert (BioRad) alkalmazva. A kiilonféle
adhézids molekuldk kimutatdsara egérben termeltetett monoklonalis antitesteket hasznaltunk;
mindharom antitest (anti-dsg-1, anti-dsg-3, anti-P-cad) a Santa Cruz (Santa Cruz, CA, USA)
terméke. Vizsgaltuk emellett a PKC izoformék kifejez6dését, nyulban termeltetett
poliklondlis antitesteket felhasznalva; az anti-PKCa-t, B-t és &-t a Sigmat6l, mig az anti-
PKC5-t Santa Cruztdl vasaroltuk. Az endogén kontrollként hasznalt fehérjék kimutatdsara

citokrom-C ¢és B-aktin ellenes antitesteket (mindkettd Santa Cruz) alkalmaztunk.

IV.3.21. RNS izolalas és ¢cDNS atiras

Az RNS-t a tenyészett keratinocitakbol és HaCaT sejtekbdl Ultraturrax-szal tartuk fel
Trizolban (Sigma), mely Chomczynski guanidin-tiocianat - fenol médszerén alapul (313,314).
Az RNS-t tovabb tisztitottuk guanidin-hidrokloriddal (315).

Az RNS-bdl reverz transzkriptaz segitségével cDNS-t készitettiink SuperScript készlet
(GIBCO) segitségével.

IV.3.22. Polimeraz lancreakcio

1. A Ro 46 kD-hoz tartozo (kalretikulin) mRNS erdsitése: a kovetkezd primerpart
hasznaltuk a  reakcidhoz: 5" GAAACATGAGCAGAACATCGACTGTG; 3"
CAAAGTTATCATAGGC-ATAGAGATACTGG, mely az eredeti cDNS szekvencia 356
bazisatol 1000 bazisig terjedden fogta kozre az erdsitendd génszkaszt, s igy a termék 644 bp
hosszu lett (316).
2. A Ro 52 kD-hoz tartoz0 mRNS-hez az aldbbi primereket alkalmaztuk: 5"
TCTAGGATTCACGCAGAGTTTGTGC; 3": ATCTCTCTTCATTTCCAGGTATGCTC. Az
erdsitett génszkasz hossza 448 bp, az eredeti szekvencia 526-973 bazisaig (316).
3. A Ro 60 kD-hoz tartoz6 mRNS-nél a kovetkezd primerparral végeztiikk az erdsitést: 5':

AGTCATTTAGTCAAGAAGGCAGAACC; 3" GACCTGTCTTGTAAGTTTCTAATGCG.
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Az eredeti cDNS szekvencia 417 bazisatol az 1187 bazisig terjed az erdsitett rész, ami 771 bp
hosszl terméket eredményez (317).
4. Az La 1 exon mRNS-nél alkalmazott primerparok a kovetkezok voltak: 5"
CTTCTGTGGG-CCGGAACCTTAAAG; 3" CTGTTGTTAGACGGTTCAACCTGTTG,
ahol a 3' primer a tobbi La forma 3' primere is volt. Az eredeti cDNA szekvenciaban a -31-es
poziciotol a 190 bazisig terjedt az erdsitett rész, igy 221bp hosszu lett az erdsitett DNS (271).
5. Az La 1' exon mRNS-hez az 5' primer az aldbbi volt: TTCTAGTCTCACCG-
AAGGCTTGTG. A primer poziciojabol eredden (-237) az erdsitett rész 427 bp hosszl (271).
6. Az La 1" exon mRNS-nél alkalmazott 5' primerként a kovetkezd oligot hasznaltuk:
TTTCAG-TGTGAAACGGGAAAACGTG. Az er6sitett DNS 428 bp hosszu.
Az er6sitésnél alkalmazott koriilmények az alabbiak voltak: denaturalas: 94 C°, 15";
hozzaillesztés: 65-71 C° (a primerektdl fiiggden), 15"; szintézis: 72 C°, 30", és 40-45
ciklusban végeztilk a DNS er6sitését Perkin Elmer 9600 késziilékben, 25 ul végtérfogatban,
Amplitag/Stoffel polimerdzzal (Perkin Elmer), annak standard oldatosszetételében.

Az erdsitésekben kapott DNS-t 3%-o0s agardz gélen futtattuk, majd etidium-bromiddal

festve UV fényben tettiik lathatova. A futtatas eredményét polaroid kameraval rogzitettiik.

1V.3.23. Kvantitativ real-time PCR (Q-PCR)

A Q-PCR-t egy ABI PRISM 7000 Sequence Detection System (Applied Biosystems,
Foster City, CA, USA) segitségével végeztiik, 5’nukledz assay alkalmazasaval, wellenként a
teljes RNS cDNS atiratanak 1pl-ét hasznalva. A PCR reakcié TagMan primerek €s probe-ok
(Assay ID: Hs00176973 ml for PKCa; Assay ID: Hs00176998 ml for PKCB1; Assay ID:
Hs00178914 ml1 for PKC9; Assay ID: Hs00178455 ml for PKCe) segitségével tortént,
TagMan Universal PCR Master Mix Protocolt (Applied Biosystems) hasznalva. Bels6
kontrollként B-aktin (BA) és gliceraldehid-3-foszfat dehidrogendz (GAPDH) (Assay ID:
Hs99999905 m1 for human GAPDH) transzkripcidjat végeztiik el.

1V.3.24. RNS interferencia (RNSi)

A 40-50% konfluenciji kontroll HaCaT sejteket egy éjszakan at antibiotikum mentes
tapoldatban tenyésztettiik. Els6é 1épésként a ,lecsendesiteni” kivant PKC izoenzimnek
megfeleld RNSi proba (Santa Cruz) 4 pl-ét és 10 ul Lipofectamin 2000 anionos detergenst
(Invitrogen) feloldottunk 500-500 pul OptiMEM tapoldatban (Gibco), majd 5 perc eltelte utan
Osszekevertliik és tapoldattal 5 ml-re egészitettiik ki. Ezt az elegyet adtuk a calcium és

magnézium mentes PBS-sel kétszer mosott sejtekre. 5 6ra elteltével lecseréltiik a tenyésztod
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oldatot. A kontrollként hasznalt sejteket, a specifikus RNSi proba elhagyasat leszdmitva,
azonos moddon kezeltiikk. A beavatkozds hatékonysagat ( mely soha nem okozott nagyobb
sejtpusztulast, mint 10-15%, abran nem mutatva) 24, 48, 72 és 96 ora elteltével Western blot

és Q-PCR technikakkal ellendriztiik.

IV.3.25. Statisztikai analizis

Az eredmények eloszlasat Kolmogorov-Szmirnov teszttel vizsgaltuk. A normalis
eloszlasu adatok eredményeit atlag + SD értékben fejeztiik ki, és a két csoport
Osszehasonlitasara a Student-féle kétmintas t probat alkalmaztuk. A nem-normalis eloszlasu
csoportok adatainak eredményét medianban, €s un. interkvartilis tartoményban (IQ) fejeztiik
ki, megadva a valtozok 25 és 75 percentilis értékeit. Két nem-normalis eloszlasti csoport
Osszehasonlitdsanal ~Mann-Whitney U  tesztet hasznaltunk, mig tobb  csoport
Osszehasonlitasanal a ,,One way ANOVA” eljarast alkalmaztuk, mivel matematikai
transzformécio segitségével sem sikeriilt normalis eloszlasu adatokat kapnunk. Az
adatcsoportok paronkénti Osszehasonlitdsat Dunn teszttel végeztiik. Az 0Osszefiiggéseket
Sperman korrelacios koefficiens segitségével fejeztiik ki. A P<0.05-6s értéket tekintettiik

szignifikansnak. Adataink elemzését SIGMAStat, 2.03-as verzidju szoftverrel végeztiik.
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V. Eredmények és megbeszélés

V.1. Atopias dermatitis

V.1.1. Eredmények
1. A limfocita szubpopulaciok és az aktivalt T sejtek aranyanak meghatarozasa AD-ben
szenvedd betegek periférias vérében (n=43)

AD-ben a CD3+ T ¢és a CD4+ Th sejtek szazalékos ardnyanak szignifikans
csOkkenését tapasztaltuk, mig a CD8+ Tc sejtek ardnydban valtozast nem észleltiink (CD3+
sejtek: 65,8+8,2 % versus 70,3+7,2 %, P<0,01; CD4+ sejtek: 40,2+6,1 % versus 45,1+7,6 %,
P<0,01; CD8+ sejtek: 21,2+4,9 % versus 19,7+£5,9 %). A CD19+ B sejtek szazalékos aranya
AD-ben szenvedd betegek esetében szignifikdnsan emelkedett volt (14,7+5,0 % versus
11,744,0 %, P<0,01), mig a CD56+ NK sejtek ardnya a kontrollokhoz hasonléan alakult
(12,7+8,2 % versus 10,8+4.,9 %) (6. abra).

Az aktivalt T-sejt populdciok koziil a CD3+/HLA-DR+ sejtek aranya szignifikdnsan
emelkedett, mig a CD3+/CD69+ sejtek ardnya nem tért el a referens egyénekben mért

értékektol (8. tablazat).
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6. abra: Periférias vér limfocita alosztilyok megoszlisa AD-ben (n=43, P<0,01 minden esetben).

2. A T limfocitak intracitoplazmatikus citokinjeinek meghatarozasa AD-ben szenvedo
betegek periférias vérében (n=43)
AD-ben szenvedd betegek CD4+ és CD8+ T sejtjeinek IFN-y expresszidja

szignifikans csokkenést mutatott a kontroll egyének T sejt szubpopulacidinak IFN-y
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tartalmahoz képest. Az IL-4 expresszio sem a Th, sem a Tc sejtekben nem mutatott
szignifikans kiilonbséget Osszevetve a kontrollok hasonl6 adataival. Egy masik klasszikusan
Th2 citokinként ismert molekulat, az IL-13-t vizsgalva azonban azt tapasztaltuk, hogy a
CD4+ és CD8+ T sejtek IL-13 expresszidja egyarant szignifikdns emelkedést mutatott a
betegekben. Parhuzamosan az IL-13-mal, az IL-10 is szignifikdns magasabb volt AD-ben,
mind a két vizsgalt T sejt szubpopulacidban (7. abra).

A Thl1/Th2, Tcl/Tc2 aranyt az IFN-y +/CD4+ és IL-4+/CD4+, valamint az IFN-y
+/CD8+ ¢és IL-4+/CD8+ sejtek hanyadosaként adtuk meg. Az AD-ben szenvedd betegek
Th1/Th2 aranyanak kozépérteke 97,0 (minimum-maximum: 5,9-802,0) volt, ami jelentdsen
nem kiilonbozik a kontrollokban szamolt aranyt6l (medidn 47,7, minimum-maximum: 12,3-
660,0). A Tcl/Tc2 ardnyokban sem tudtunk eltérést kimutatni (AD-ben a Tcl/Tc2 arany
medianja: 121,7, minimum-maximum: 9,7-726,5; kontrollokban a Tc1/Tc2 medidnja: 132,6,
minimum-maximum: 12,1-636,0).

Mivel AD-ben szenvedd betegek esetében nem IL-4, hanem IL-13 vonatkozasaban
kaptunk szignifikéns eltérést a kontroll egyének adataihoz képest, a Th1/Th2 ardnyt Ggy is
meghataroztuk, hogy az IL-13+/CD4+, illetve IL-13+/CD8+ sejtek szazalékos adatait
hasznaltuk. fgy a Th1/Th2 ariny nem szignifikans, de jelentSs, mig a Tcl/Tc2 arany
szignifikans csokkenését tudtuk kimutatni AD-ben a kontrollokhoz képest (Th1/Th2 medianja
AD-ben: 67,5; minimum-maximum: 9,3-1190,1; kontroll egyénekben a medidn 162.,4;
minimum-maximum: 56,4-885,0; Tcl/Tc2 arany AD-ben szenvedd betegekben: 67,3;
minimum-maximum érték: 2,4-417,1; kontrollokban az arany medidnja: 309,7; minimum-

maximum: 49,4-530,0; P<0,01).

AD-s betegek Kontrollok Szignifikancia szint
Aktivalt T-sejtek aranya (%)
CD3+/HLA-DR+ 5,4+4.5 32+£2.3 <0,01
CD3+/CD69+ 0,91+0,52 0,95+0,91 n.sz.
Szolubilis citokin szintek (pg/ml)
Szolubilis IFN-y 19,3 (0-171,2) 11,2 (0-115,4) n.sz.
Szolubilis 1L-4 3,2(0-17,9) 0,95 (0,1-47,4) n.sz.
Szolubilis IL-13 0,33 (0,0-5,3) 0,10 (0,0-9,3) <0,01
Szolubilis TL-10 11,8 (0,1-72,3) 5,1(0,10-31,9) <0,01

8. tablazat: AD-ben szenved6 betegek és egészséges kontrollok aktivalt T sejtjeinek aranya és szérum
szolubilis IFN-y, IL-4, IL-13 valamint IL-10 koncentracidja. Az aktivalt T sejtek meghatarozasa soran
kapott értékeket atlag + SD, a szolubilis citokinek koncentraci6it median (minimum-maximum) formaban
adtuk meg. (n.sz.: nem szignifikans).
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7. abra: Intracitoplazmatikus citokin szintek periférias vér T sejtekben AD-ben (n=43).

3. Szolubilis citokinek koncentracidjanak meghatarozasa AD-es betegek szérumaban

Az intracitoplazmatikus citokin vizsgalatokkal parhuzamosan, meghataroztuk az AD-s
betegek, illetve kontrollok szérumaban a szolubilis IFN-y, IL-4, IL-13 ¢és IL-10
koncentraciokat.

A keringd IFN-y, IL-4 szintekben nem taldltunk eltérést, mig az IL-13 és IL-10
koncentracioja az AD-ben szenvedd betegek szérumaban szignifikansan magasabb értékeket

mutatott az egészségesekben mért adatokhoz képest (8. tablazat).

4. TLR-ok szamanak vizsgalata periférias vér monocitakon, granulocitikon és
limfocitakon AD-ben (n=30)
Monocitak

Periférids vér monocitdkon a TLR2 expresszi6 szignifikansan emelkedett volt az AD-
es csoportban a kontrollhoz hasonlitva (TLR2: AD-es csoport: 5167+1961, kontroll:
4029+1460, P<0.03; (8/A é4bra). A betegeket két csoportra osztva ezt az eltérést azonban csak
az IAD-es csoportban tudtuk kimutatni, az EAD csoportban nem (TLR2: IAD-s csoport:
6024+1826, P<0.004). A TLR4 szam a monocitdk felszinén szintén szignifikansan
megemelkedett az IAD-es csoportban a kontrollhoz viszonyitva (IAD: 4744153, kontroll:
331£70, P<0.02). A TLR2 ¢és TLR4 kimutathatésdga EAD-ben a monocitak felszinén nem
mutatott szignifikdns eltérést a kontrollokhoz viszonyitva (TLR2: 4739+1931, TLR4:
372+175). A monocitdkon megjelené CDI14 és CD180 mennyisége sem a teljes AD-es
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populéacidban, sem az intrinzik és extrinzik csoportokban nem volt jelentdsen eltérd a kontroll

sejteken kimutathaté mennyiségtdl (8/A abra).

Granulocitdk

Periférids vér granulocitdkon a CD14 expresszid szignifikansan emelkedett volt a
teljes AD-es csoportban és az IAD csoportban is (AD-es csoport: 40511127, P<0.03; IAD:
4518+783, P<0.02, kontroll: 31501318, 8/B é4bra), a TLR2 expresszid pedig csak az IAD-es
csoportban mutatott szignifikdns emelkedést a kontrollhoz viszonyitva (AD-es csoport:

866+386, P<0.08; TAD: 1125+394, P<0.005, kontroll: 681+2769; 8/B é4bra).

Limfocitak

A periférids vér vizsgalata soran a CD180+ limfocitdkon beliil a sejtfelszini CD180
0ssz mennyisége szignifikdnsan magasabb volt mind a teljes AD-es populacidoban, mind az
intrinzik és extrinzik csoportokban (AD-es csoport: 3975+1055, P<0.008; IAD: 4028+968,
P<0.04; EAD: 3949+1126, P<0.03; kontroll: 3089+948; 8/B abra).
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8. abra: Periférias vér monocitak (A), granulocitak és limfocitak (B) sejtfelszini CD14, TLR2, TLR4 és
CD180 expresszioja AD-ben, IAD-ben és EAD-ben (n=30).
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5. Toll receptorok funkcionalis vizsgalata AD-ben (n=30)

A periférids vér monocitak és granulocitdk CD14 medialta LPS kotésében és E. coli

fagozitozisaban nem volt kimutathatd eltérés az AD-es csoport és a kontrollok kozott (9.

tablazat).
LPS kotés fagocitalo sejtek %- a fagocito6zis index

MONOCITA

Kontroll 43,1+33,1 21,1 £21,1 0,50 + 0,94
Ossz AD 51,1 26,5 22,6 + 16,6 0,40 + 0,38
Intrinzik AD 58,5+32,9 23,9+ 16,6 0,37 + 0,27
Extrinzik AD 48,0 £23,7 22,0+ 17,0 0,42 + 0,43
GRANULOCITA

Kontroll 8,7+5,7 15,8 +11,1 0,35 +0,33
Ossz AD 6,4+ 4.4 12,5+ 6,1 0,25+ 0,15
Intinzik AD 50+24 14,1+58 0,24 + 0,07
Extrinzik AD 6,8+5,0 11,8+ 63 0,26 0,17

9. tablazat: CD14-dependens bodipy-LPS and bodipy-E.coli kotés meghatirozasa kontrollok és AD-ben

szenvedo betegek teljes vér monocitain és granulocitain (n=30).

6. sCD14 mérése AD-es betegek szérumaban (n=30)

A szérumban kimutathaté sCD14 szint szignifikansan alacsonyabb volt AD-ben és az

EAD-es csoportban mint a kontroll populacioban (AD-es csoport: 1119,9£372,5 ng/mL,

P<0.03; EAD: 1084,2+407,9 ng/mL, P<0.02; kontroll: 1334,4+385,7 ng/mL, 9. abra).
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9. abra: Szérumban mért sCD14 szintek AD-ben, valamint IAD és EAD csoportokban (n=30).
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V.1.2. Megbeszélés

Citokin termelés vizsgalata atopias dermatitisben

Citokin termelési mintazatuk alapjan mind a Th mind a Tc sejtek csoportokra oszthatok
fel: Thl, Th2, Th3, Tcl, Tc2. Ezen sejtek, valamint a regulatorikus T sejtek kiilonb6zo tipusai
altal termelt citokinek kolcsondsen befolydsolva egymas miikddését egy roppant finoman
szabalyozott rendszerként befolyasoljdk az immunologiai folyamatokat. Az egyensuly
felboruldsa szamos betegség patogenezisében fontos tényezonek tekinthetd. Thl sejtek
dominancidjat irtdk le bizonyos szervpsecifikus autoimmun betegségekben, igy példaul
autoimmun diabetes mellitusban, sclerosis multiplexben, valamint hemophagocitotikus
limphohistiocitosisban, akut graft-versus-host reakcid esetén (318,319). Az atopids-allergiés
megbetegedések, valamint a SLE egyes alcsoportjai esetén Th2 dominancia igazolhatd
ugyanugy, mint szeptikus allapotban, ahol emelkedett Th2 arany felelds a csokkent sejtes
immunreaktivitasért (320,321).

Vizsgalataink soran AD-ben tanulmanyoztuk a periféridas vér limfocitdk megoszlasat,
aktivitasi allapotukat és citokin termelésiiket. Sajat vizsgélatainkban AD-ben szenvedd
betegek esetében szignifikansan csokkent CD3+ és CD4+ T sejt, valamint szignifikansan
emelkedett CD19+ B limfocita aranyt talaltunk. A periférids vér T és B limfocita populacidok
megoszlasara vonatkozd eredmények ellentmondésosak az irodalomban. Tobb kézlemény is
emelkedett CD4+ és CD8+ T sejt szamot irt le, mig masok sajat eredményeinkhez hasonléan
csokkent szamot észleltek, €s inkabb a gyulladas sulyossagi fokara jellemzoének tartjak ezt a
paramétert, mint a betegségre szenzitiv markernek (322-324). A csokkent CD3+ és CD4+ T
sejt szamok ellenére szignifikansan emelkedett CD3+/HLADR+ aktivalt T sejt szdmot
tudtunk kimutatni. Walker és mtsai szignifikdnsan emelkedett HLADR+ CD4+ T sejt szamot
talaltak, hasonloan Kagi és mtsai is szignifikansan emelkedett aktivalt CD4+ és CD8+ T sejt
szamot kozoltek (91,322).

Az irodalomban a betegek periférids T limfocitdin végzett intracitoplazmatikus citokin
termelési vizsgdlatok adatai csokkent IFN-y és emelkedett Th2 tipusu citokin termelésrol
szamolnak be, ugyanakkor nem egységes az irodalom abban, hogy az IL-13 vagy az IL-4
termelés felelds-e elsdsorban a Th2 tipust hatasokért (320,325). Nakazawa az IL-4 termelés,
mig Akdis ¢és Teraki az IL-13 termelés dominancidjat emelte ki kozleményében
(42,67,320,326). A mi eredményeink szerint els6sorban az IL-13 termeld sejtek aranya
fokozodott és nem az IL-4 termeld sejtek szama emelkedett meg. Eredményeink az IL-13

dominans szerepét tamasztottak ala AD-ben. Az IL-13 az aktivalt Th2 sejtek €s a hizosejtek
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altal termelt citokin. Szerkezetében €s hatésait tekintve is nagy hasonldsagot mutat az IL-4-
gyel, tobbek kozott eldsegiti az IgE és 1gG4 izotipusu ellenanyagok termelddését (327-329).
A Th2 sejtek aktivalodasat kovetden szintézise kordbban indul, és hosszabb ideig fennmarad
mint az [L-4 termelddése. Eredményeink szerint az IL-4 termelés sem a CD4+, sem a CD8+ T
sejtekben nem volt emelkedett. Az irodalomban Jung és mtsai szintén nem tudtdk az 1L-4
termeld sejtek szdmanak emelkedését kimutatni, mig Nakazawa szignifikansan emelkedett IL-
4 termeld T sejt szamot detektalt (320,330). A kiilonbségek feltehetden az
intracitoplazmatikus citokin mérések modszerében mutatkoz6 eltérésekkel magyarazhatok.
Ugyanakkor Katagiri ¢s mtsai RTPCR moédszerrel sem tudott fokozott IL-4 mRNS szintet
kimutatni AD-ben a periférias vér fehérvérsejtekben (331).

Vizsgalataink soran ugyancsak megallapitottuk, hogy AD-ben a periférids vérben az 1-es
tipust citokint, [IFN-y-t termeld T sejtek ardnya szignifikdnsan csokkent. AD-ben a periférias
vér T sejtek csokkent IFN-y termelését tobb mas kutatdcsoport is kozdlte és az atopias allapot
alapvetd jellemzdjének tartjak (320,331-333).

Ezen eredményekkel parhuzamosan az IL-10 termelé T limfocitdk szamat szignifikansan
emelkedettnek taldltuk a periférids vérben. Az IL-10-et kezdetben Th2 sejtek altal termelt
citokinnek tartottdk, de ujabb adatok kiemelkedd fontossagu, els6sorban immunregulativ
hatast citokinnek ismerik el. A regulatérikus T sejtek koziil a Trl sejtek termelik. Az IL-10
gatlo hatast fejt ki a Thl sejtek és a makrofagok milkddésére, valamint képes az IL-12
termelés gatlasan keresztiil csokkenteni az IFN-y termelddését (334,335). Véleményiink
szerint a sajat vizsgalatainkban mért szignifikdnsan magasabb szamu IL-10 termeld T sejtek
Trl sejtek voltak, melyek specifikus kimutatasara hasznalhat6 sejtfelszini marker jelenleg
nem ismert. Az irodalomban elészor detektaltuk az IL-10 termeld T sejtek szignifikdnsan
magasabb szdmat AD-s betegek periférias vérében ramutatva arra, hogy a nagy szamban
detektalhaté IL-10 termeld T sejtek regulativ sejtek lehetnek. Novekedett szamuk és a
fokozott IL-10 termelésiik regulativ szerepet jatszhat AD-ben a felborult Th1/Th2, Tcl/Tc2
egyensuly helyreallitdsdban. 2006-ban megjelent kozleménylikben Verhagen és mtsai AD-ben
a lézionalis borben is ki tudtdk mutatni az IL-10 termeld Trl sejtek szdmanak ndvekedését
(61).

Az intracitoplazmatikus citokin vizsgalatok eredményét alatimasztjak a szérum szolubilis
citokin szintjeinek mérése soran nyert adatok is. Mind az IL-10, mind az IL-13 szint
szignifikansan emelkedett volt, mig az IL-4 nem mutatott eltérést a kontrollokhoz

viszonyitva. Fontos annak kiemelése, hogy az altalunk észlelt fokozott IL-13 és IL-10
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termelés, valamint a csokkent IFN-y szintézis nem csupan a Th, de a Tc sejtekben is
¢észlelhetd volt. Megfigyeléseinket a nemzetkozi irodalom elfogadta, tobb munkacsoport,
kozottiik szamos elismert szaktekintély dsszefoglald kozleményekben emliti (336-338).

Vizsgalatainkban betegeinket EAD-ben és IAD-ben szenveddk két csoportjara osztottuk
¢s a kapott eredményeket Osszehasonlitottuk a két csoportban. Beteganyagunkban nem
talaltunk szignifikdns eltérést az IAD és EAD-ben szenveddk adatainak Osszehasonlitasa
soran, kivéve az emelkedett IgE és IgG szinteket EAD-ben. Kagi és mtsai emelkedett IL-4 és
IL-5 szintet mértek EAD-ben a periférids vérben, mig Novak és mtsai ezzel ellentétben IAD-
ben talaltak emelkedett IL-13 szintet (91,92). Ugyanakkor szdmos irodalom arr6l szdmol be,
hogy a két csoport kozott a kiillonbség elsdsorban a bor citokin mintazata kdzott mutathato ki.
(40,91).

Kiemelendd AD-ben a periférids vér Th2/Tc2 tipust sejtjeinek dominancidja a Th1l/Tcl
sejtekhez viszonyitva. Ezt az eltérést sajat vizsgalataink is megerdsitették, azonban nem az
IL-4, hanem az IL-13 termeld T limfocitdk szerepét tudtuk kiemelni. A betegségre jellemzo
Th2/Tc2 talstuly jelentdséggel birhat az AD patomechanizmusaban. A Th2/Tc2 citokinek
szerepet jatszhatnak a humordlis immunrendszer aktivdldsdban, a B sejtek szdménak és
aktivitdsanak novekedésében, az allergén specifikus IgE fokozott termelésében és igy végso

soron a betegség tiineteinek kialakulasaban.

Toll szerti receptorok vizsgalata atopids dermatitisben

AD-ben a gyakori borfertézések nemcsak jellegzetes klinikai tiinetként jelentkeznek, de
fontos patogenetikai szerephez is jutnak a betegségre jellemzd gyulladas kivaltasaban ¢és
fenntartdsaban. A S. aureus peptidoglikdnjai fokozzdk a makrofagok, eozinofil sejtek,
keratinocitak és T sejtek proimflammatorikus citokin termelését, az exotoxinok poliklonalis T
sejt aktivaciot és specifikus IgE termelést is képesek indukalni. A bakterialis infekciok mellett
fontosak a virusok és gombdk okozta fert6zések is. Az AD-ben szenvedd betegek karosodott
bor barrier funkcidja, a csokkent antibakterialis peptid termelés és a plazmocitoid dendritikus
sejtek hianya az epidermisben mind hozzdjarulhat a fertézések gyakoribb eléfordulasdhoz.
Ismert olyan kdzlemény, mely szerint a TLR2 gén polimorfizmusa 6sszefiiggést mutat az AD
sulyossagaval, bar masok ezt késobb cafoltak (339,340). Nincs adat az irodalomban arra
vonatkozoan, hogy a TLR-ok szdmbeli vagy funkcionalis eltérései kimutahatok-e a fert6zések
gyakori kialakulasanak hatterében AD-ben.

Vizsgélatainkban AD-ben a periférids vér fehérvérsejtekben nem tudtuk kimutatni sem a

TLR-ok csokkent szdmat, sem pedig karosodott funkciojat. Ezzel ellentétben monocitakon
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szignifikansan emelkedett TLR2, granulocitdkon CD14, limfocitdkon CD180 expresszidt
talaltunk. Véleménylink szerint a fokozott TLR sejtfelszini jelenlét AD-ben a folyamatos
mikrobidlis stimulus kovetkezménye. Irodalmi adatokbol ismert, hogy Gram pozitv és negativ
baktériumok termékei képesek fokozni a TLR2, TLR4 és CD14 expressziot fehérvérsejteken
¢és szepszisben is fokozodik ezen sejtfelszini receptorok megjelenése (341-344). Az AD-re
jellemzd kérosodott epidermalis barrier megteremti a lehetdségét annak, hogy a kiilonb6zd
bakteridlis termékek bekeriiljenek a keringésbe és stimulaljak a fehérvérsejtek felszinén a
TLR expressziojat.

Az éltalunk AD-ben kimutatott TLR szam novekedés még kifejezettebb volt az AD
intrinzik csoportjaban, szignifikdnsan emelkedettnek taldltuk a monocitak felszinén a TLR2
¢s TLR4 szintet, a granulocitdkon a TLR2 és CD14 szintet és a limfocitdkon a CD180
expressziot. Ugyanakkor az extrinzik csoportban nem talaltunk szignifikans eltérést. Mivel az
[IAD-ben nem mutathatdé ki gyakrabban fert6zés, mint az extrinzik formdban, ez nem
magyarazhatja az eltérést. Véleményiink szerint az IAD-ben, ahol hianyzik a kiils6 allergén
mint provokald agens, a sejtek felszinén megjelend fokozott TLR expresszid egy bakterialis
komponensekre mutatott esetleges hiperreaktivitds jelzéje lehet. A bakterialis komponensek
igy erds trigger faktorként szerepelhetnek a gyulladas elinditisdban és fenntartasaban. Uj
irodalmi adatok kimutattak, hogy IAD-ben a mikrobidlis komponensek ellen specifikus IgE
termelés indul be és sajat adataink alapjan mi is egyetértiink a szerzok feltételezésével,
miszerint az AD intrinzik formdjanak patogenezisében a mikrobidlis agensek elleni
hiperrektivitas elsddleges szerepet jatszik (95).

Vizsgalataink soran a TLR-okon keresztiili LPS kotés és E. coli fagocitozis nem mutatott
karosodast sem AD-ben sem az IAD vagy az EAD csoportokban.

A fokozott sejtfelszini CD14 expresszié nem jar feltétleniil emelkedett sCD14 szinttel
(345). A sCD14 szintet tobb irodalmi kdzleményben vizsgaltak, azonban a kapott eredmények
ellentmondasosak. Zdolsek és mtsai sajat eredményeinkkel egyezden csokkent sCD14 szintet
mértek, mig Wiitrich és mtsai emelkedett értékekrél szamoltak be, de vannak olyan kozlések
is, ahol nem talaltak a szerzok szignifikans eltérést (346-348). Az eltérd eredmények
hatterében a vizsgalt csoportok inhomogenitasa és eltérd laboratériumi technikak alkalmazasa
allhat.

Az AD-re jellemzd gyakori borfertézések hatterében tehdt a periférids vér
fehérvérsejteken nem tudtuk a TLR-ok csokkent szamat vagy koros funkcidjat kimutatni.
Ezzel ellentétben szignifikdnsan emelkedett szamot taldltunk, melyet kovetkezményes

jellegiinek tartunk. IAD csoportban ez a jelenség még kifejezettebben volt megfigyelhetd, ami
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tovabb er0Ositi az irodalomban korabban felvetddott hipotézist, miszerint a mikrobidlis

agensek patogenetikai szerepet jatszhatnak az IAD kialakuldsdban.

V.2. Psoriasis vulgaris és psoriasisos arthropathia

V.2.1. Eredmények
1. Periférias vér T sejtek intracitoplazmatikus citokinjeinek meghatarozasa psoriasis
vulgarisban (n=18)

A betegek CD4+ Th sejtjeinek 30,3+8,8 %-a expresszalja stimulacié hatasara az I[FN-y-t,
ami szignifikdnsan magasabb Thl szdzalékos aranyt jelent psoriasisban, mint amit az
egészséges kontrollok (20,1£7,3 %) esetében mértiink (P<0,02). A CD8+ Tc sejtek
vonatkozasdban ezt az emelkedést nem taldltuk meg, a Tcl sejtek IFN-y expresszidja nem
kiilonbozott jelentdsen a referensekben mért értéktdl (10/A édbra).

A CDA4+/IL-4+ Th2 sejtek aranya szignifikdnsan csokkent a betegek (0,37+0,31 %)
esetében a kontrollokhoz (0,78+0,44 %) képest (P<0,03). A CD8+/IL-4+ Tc2 sejtek aranya a
kontrollokban mért adatokhoz képest nem mutatott eltérést (10/B abra).

Mind a CD4+, mind a CD8+ T sejtek intracitoplazmatikus IL-10 expresszidja jelentds
emelkedést mutatott a vizsgalt psoriasis vulgarisban szenvedd betegcsoportban az
egészségesekhez képest, de a valtozds egyik T sejt szubpopuldcidban sem érte el a
szignifikancia szintet (10/C abra).

Az CD4+/IFN-y+ Thl sejtek valamint az CD4+/IL-4+ Th2 sejtek szazalékos aranyanak
hanyadosa (Th1/Th2) psoriasis vulgarisban szenvedd betegekben szignifikdns emelkedést
mutatott a kontroll egyénekben szamitott értékekhez viszonyitva (mean: 120,1 min-max:
22,2-735,3 vs mean: 22,7; min-max: 14,9-103,1; P<0,03). A Tcl/Tc2 ardnyokban nem
talaltunk szignifikans kiilonbséget (mean: 100,0; min-max: 4,8-1253,1 vs mean: 101,0; min-

max: 20,4-505,1).
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10. abra: IFN-y, IL-4 és IL-10 termelé CD4+ Th és CD8+ Tc sejtek aranyanak eloszldsa psoriasis
vulgarisban (n=18) és a kontroll csoportban (n=10).

2. Szérum szolubilis citokinek meghatarozasa psoriasis vulgarisban (n=18)

Fagyasztott szérumbol klasszikus ELISA technikéval meghataroztuk a keringdé IFN-y, IL-
4 és IL-10 koncentracigjat. Az IFN-y szintje szignifikansan emelkedett psoriasis vulgarisban
szenvedd betegek szérumaban a kontroll egyének értékeihez képest (P<0,05). Ezzel szemben

crer

kontrollokban meghatarozott IL-4 és IL-10 értékekhez képest (11. abra).
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11. abra: Szérumban mért IFN-y, IL-4 és IL-10 szintek psoriasis vulgarisban (n=18) és a kontroll
csoportban (n=10).

3. Alphacalcidol kezelés soran megfigyelt klinikai és rutin laboratériumi valtozasok
psoriasisos arthropathiaban szenved6 betegeknél (n=10)

Indulaskor a klinikai (VAS, PASI, DAS28) ¢és laboratoriumi adatok nem kiilonboztek
jelentdsen a kezelt és a kontroll csoportban. A két csoport fobb klinikai paramétereit az 12. és
13. abra mutatja be. A vizsgalat 6 honapja alatt a kezelt csoportban a DAS28 folyamatos,
szignifikans csokkenését észleltiik (P=0,048 az elsé és a harmadik vizit kozott), mig a PASI
és VAS értékek ugyancsak csokkenést mutattak, de a valtozds nem volt szignifikdns. A
kontroll csoportban szignifikans valtozds nem volt megfigyelhetd. A tobbi klinikai és rutin
laboratoriumi paraméterben (beleértve a szérum calcium szintet és a vizelet calcium/creatinin

irités aranyat) érdemi eltérést nem talaltunk a vizsgalat soran.

1. vizit 2. vizit 3. vizit
14
PASI
u PASI
12 — PASI
10
8
VAS (cm) VAS (cm)
DAS DAS VAS (cm)
—
4
Szérum Ca Szérum Ca Szérum Ca
2
Vizelet Ca/Creat Vizelet Ca/Creat Vizelet Ca/Crea
0 ™

12. 4bra: Az alphacalcidollal kezelt betegek klinikai adatai (a P=0,048 érték az 1. és a 3. vizit DAS értékei
kozotti szignifikans eltérést jelzi, n=10).
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1. vizit 2. vizit 3.vizit
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13. abra: A kontroll csoport klinikai adatai (n=9).

4. Alphacalcidol kezelés soran megfigyelt immunologiai laboratériumi valtozasok
psoriasisos arthropathiaban szenved6 betegeknél (n=10)

Indulaskor a két csoport immunologiai paraméterei kozott érdemi kiilonbség nem volt
kimutathat6. A kezelt csoport immunoldgiai laboratoriumi paramétereit a 10. tablazat, a
kontroll csoport értékeit pedig a 11. tdblazat mutatja be. Hat honapig tartdé alphacalcidol
kezelés utan megismételt vizsgalatok adatait attekintve a kovetkez6 eredményeket kaptuk:

1. Statisztikailag szignifikans eltérést nem észleltiink a CD3+, CD4+, CD8+, CD4+/CD25+ T
sejtek, a CD19+ B sejtek, az NK (CD56+) sejtek, a CD3+/HLADR+ aktivalt T sejtek és a
monocitak (CD14+/CD16+, CD14+/CD16-) szamaranyaban.

2. Szignifikans mértékben csokkent viszont a CD3+/CD69+ akivalt T sejtek (1,54+1,15%
versus 0,56+0.33%, P=0,04), valamint az IFN-y termelé CD8+ T sejtek aranya (7,6+3,44%
versus 4,3443,02%, P=0,04) az elsé harom honapban. A CD4+/ IFN-y+, CD4+/IL-4+ ¢és
CDS8+/IL-4+ T sejtek szama nem valtozott szignifikdns médon.

3. A szérum citokin szinteket elemezve az [FN-y szint statisztikailag szignifikans csokkenését
észleltik (34,34+25,1 pg/ml versus 5,47+4,0 pg/ml, P=0,03) a vizsgalat els6 harom
honapjaban. Az IL-4 és IL-10 szintekben érdemi valtozast nem talaltunk.

A kontroll csoport immunologiai paramétereiben érdemi valtozast nem ¢észleltiink 6 honap

utan (11. tablazat).
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1. vizit 2. vizit 3. vizit P F

(1-2. vizit kézott) | (1-3. vizit kézott)
CD3+ sejtek (%) 68,5+ 6,19 68 + 6,14 66,8 +4,87 n.sz. n.sz.
CD4+ sejtek (%) 42.5+5,68 47+ 8,37 42,8 +9,15 n.sz. n.SZ.
CD8+ sejtek (%) 22,74+9,73 17,71 + 9,91 21,4+594 n.sz. n.sz.
CD19+ sejtek (%) 9,1 +£3,03 10,8 +4,78 10,2 +3,03 n.sz. n.sz.
CD56+ sejtek (%) 19+ 6,04 16,43 + 6,7 18 +4,42 n.sz. n.sz.
CD3+/HLADR+ sejtek (%) 3,5+2,59 2,14 +0,9 4+3,32 n.sz. n.Sz.
CD3+/CD69+ sejtek (%) 1,54 + 1,15 0,56 + 0,33 1,52+ 0,51 P=0,048 n.sz.
CD14+/CD16- sejtek (%) 33,73+ 11,09 31,6 £ 7.4 40,68 + 19,16 n.sz. n.sz.
CD14+/CD16+ sejtek (%) 19,26 + 13,45 | 28,39+6,98 | 35,08 +16,76 n.sz. n.sz.
CD4+/TFN-y+ sejtek (%) 8,95+2,76 9,83 +3,02 10,12 +4,21 n.sz. n.sz.
CDA4+/IL-4+ sejtek (%) 0,23 +0,26 0,15+0,14 0,16 + 0,08 n.sz. n.sz.
CDS8+/TFN-y+ sejtek (%) 7,6 + 3,44 4,34 + 3,02 6,3 + 3,03 P=0,047 n.sz.
CDB8+/IL-4+ sejtek (%) 0,05+ 0,03 0,04 + 0,02 0,06 + 0,05 n.sz. n.sz.
CD4+/CD25+ sejtek (%) 2,69 +1,69 2,19+1,01 1,9+0,83 n.sz. n.sz.
Szolubilis IFN-y (pg/ml) 34,34 + 25,1 547+4 36,22 + 21,22 P=0,037 n.SZ.
Szolubilis IL-4 (pg/ml) 5,32+11,02 11,7+ 16,6 5,16 + 15,6 n.sz. n.Sz.
Solubilis IL-10 (pg/ml) 8,52 +7,09 9,3+ 10,0 45+ 14,6 n.sz. n.sz.

10. tablazat: Az alphacalcidollal kezelt csoport immunlaboratériumi paraméterei (n=10, n.sz.= nem

szignifikans).
1. vizit 2. vizit 3. vizit P F
(1-2. vizit kozott) | (1-3. vizit kozott)
CD3+ sejtek (%) 73,3 +5,48 68,4 +7,33 68 +12,9 n.sz. n.sz.
CD4+ sejtek (%) 51,44 +3,17 49,2 + 5,54 50,2 +2,77 n.sz. n.sz.
CD8+ sejtek (%) 17,78 + 3,63 16,2 +4,6 15+7,87 n.sz. n.sz.
CD19+ sejtek (%) 11,56 + 6,82 15,4+6,23 15,2 + 5,67 n.sz. n.sz.
CD56+ sejtek (%) 16 +11,26 12,4 +6,15 12,4+ 5,41 n.sz. n.sz.
CD3+/HLADR+ sejtek (%) 4,22 +2,77 2,88 +2,47 2,8+2,49 n.sz. n.sz.
CD3+/CD69+ sejtek (%) 1,88 + 1,39 1,16 £ 0,86 1+047 n.sz. n.sz.
CD14+/CD16- sejtek (%) 47,1 + 8,96 47,76 + 21,33 | 39,06 + 24,46 n.sz. n.sz.
CD14+/CD16+ sejtek (%) 19,77 + 6,02 15,7 + 8,46 33,3 +23,31 n.sz. n.sz.
CD4+/IFN-y+ sejtek (%) 10,94 + 7,33 12,85+ 3,02 11,17+ 7,35 n.Sz. n.sz.
CDA4+/IL-4+ sejtek (%) 0,23 +0,21 0,25+ 0,35 0,13+0,11 n.sz. n.sz.
CD8+/IFN-y+ sejtek (%) 6,16 +3,22 6,66 +4,14 4,93+392 n.sz. n.sz.
CDB8+/IL-4+ sejtek (%) 0,06 + 0,06 0,07 £ 0,01 0,05 + 0,04 n.sz. n.sz.
CD4+/CD25+ sejtek (%) 2,46 + 0,75 2,07+ 1,27 2,09 +2,51 n.sz. n.sz.
Szolubilis IFN-y (pg/ml) 26,32 +15,1 15,86 +11,4 | 21,14 + 18,22 n.SZ. n.sZ.
Szolubilis IL-4 (pg/ml) 444 +4.42 5,38+ 7,95 3,96 +4,01 n.sz. n.SZ.
Szolubilis IL-10 (pg/ml) 5,53+ 7,69 3,23 +5,69 2,68 +4,39 n.sz. n.sz.

11. tablazat: A kontroll csoport immunlaboratériumi paraméterei (n=9, n.sz.= nem szignifikans).
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V.2.2. Megbeszélés

Citokin termelés vizsgalata psoriasisban

A psoriasis vulgaris egy olyan immunolédgiailag meghatarozott borgyogyaszati korkép,
melynek patogenezisében kiemelkedd szerepe van a T limfocitdknak (105,349-351). Az egyik
elsd bizonyitéka volt ennek a cyclosporin A, majd késébb egyéb limfocita illetve T limfocita
szelektiv (anti-CD2 és anti-CD4 antitestek) terapidk hatékonysaga psoriasisban (352-362).
Ugyancsak ezt timasztjak ald azok a megfigyelések miszerint csontveld transzplantdci6 utan a
donor psoriasisos tlinetei megjelenhetnek a recipiensben, illetve egészséges donor esetén a
kordbban psoriasisos recipiens tiinetmentessé valhat (363,364). Wrone-Smith és Nickoloff
kisérlete, melynek soran sulyos kombinalt immundeficienciaban (SCID) szenvedd egerek
borébe tlinetmentes psoriasisos bdrt iiltettek, majd az egerekbe egy beteg T limfocitait juttatva
a tiinetmentes bor plakkosodasat valtottak ki, szintén a T sejtek kulcsszerepét bizonyitja
roppant elegans mddon (365). Arra vonatkozoan kezdetben nem volt egységes az irodalom,
hogy ezt a hatast a CD4+ Th sejtek vagy a CD8+ Tc sejtek plakkba valod bedramlasa okozza
(100). Ezért SCID-es egerekbe beiiltetett tliinetmentes psoriasisos bérbe nagy tisztasagu,
szeparalt CD4+ illetve CDS8+ sejteket injektaltak. A CD4+ sejtek kivaltottdk az addig
tiinetmentes bor plakkosodasat, mig CD8+ sejtek esetében ezt a hatast nem tudtdk kimutatni
(366). Késébb azonban igazolddott, hogy a folyamat kialakuldsdhoz mindenképpen sziikség
van az epidermisben talalhato, felsziniikkon CD25-t és CD69-t hordozé aktivalt CD8+ Tc
sejtekre is (367). A Th és Tc sejtek citokin mintazatanak elemése alapjan tobb munkacsoport
is alatamasztotta, hogy a psoriasisos borben elsdsorban Thl és Tcl sejtek €s az altaluk termelt
IFN-y jatszik szerepet a keratinocitak aktivalasaban, és a bortiinetek kialakitdsdban (109,112-
114,118,368).

A periférias vérben azonban a Th1 sejtek dominancidja mellett nem sikeriilt a Tcl sejtek
dominanciajat kimutatni, melynek hatterében allhat az alkalmazott modszer hidnyosséga,
miszerint a korabbi vizsgdlok szepardlt periférias mononukleéris sejteket alkalmaztak. A
szeparalas soran azonban megvaltozhat a sejtek szamos funkcidja és elveszhetnek a
természetes kornyezetiikben 1év0 szérumkomponensek. Elsoként arra kerestiink valaszt, hogy
psoriasisban szenvedd betegek periférias vér T sejtjei, izolalas nélkiili teljes vér festési
technika alkalmazéasaval milyen citokin termelési mintdzatot mutatnak illetve, hogy a CD4+
Th sejtek citokin mintazata megtalalhato-e a CD8+ Tc sejtekben.

Munkank soran igazoltuk azokat az irodalmi adatokat, melyek szerint psoriasisban, a

periférias vérben szignifikansan emelkedik a Thl tipusu sejtek ardnya. Kimutattuk a CD4+
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sejtek IFN-y expresszidjanak emelkedését, amit kisér az IL-4 expresszid csokkenése, vagyis a
Th1/Th2 aranyban szignifikdns emelkedést tapasztaltunk. Eredményeinkre tobben is
hivatkoznak a szakirodalomban kiemelve, hogy vizsgéalatainkat teljes vérbdl végeztiik
(369,370). A CD8+ T limfocitak citokin profiljanak tekintetében azonban teljes vér festési
modszerrel sem tudtunk szignifikdns kiilonbséget kimutatni a betegek és kontrollok kozott,
vagyis nem volt domindns Tcl milkddés megfigyelhetd (119,371). Ez valamelyest
ellentmondasosnak tlinhet, mivel szamos bizonyiték utal a Tcl sejtek lokalis jelenlétére és
jelentdségére a psoriasisos bortiinetek kialakulasaban (11,112,118,119). Egy Ilehetséges
magyarazat, ami a cirkulalo és lokalis Tc sejtekre jellemzd citokin profil eltérését
magyarazhatja az, hogy ezek a bort infiltrald Tcl sejtek nem aktivaltan Iépnek ki keringésbdl,
hanem a Th sejtek és APS-ek altal helyileg aktivalodnak (100,118). A Thl sejtek
dominancidjat erdsiti, hogy valtozatlan IL-4 és kismértékben csokkent IL-10 koncentraciok
mellett szignifikdnsan fokozott IFN-y koncentraciot detektaltunk a betegek szérumaban.
Chodorowska ¢s mtsai szintén szignifikansan emelkedett IFN-y koncentraciét mértek
psoriasisos betegek szérumdban, mig Elkayam munkdjdban szignifikans IL-10 szint
csokkenést kozolt psoriasisos betegeken (372,373).

Eredményeink nagymértékii hasonlosagot mutatnak az Austin és mtsai altal kozolt
adatokkal, akik hasonlé aramlasi citometrias modszert és intracellularis festést hasznaltak a
lokalis és keringd T sejtek citokin profiljanak meghatarozéasara (119). A cirkulalo CD4+/IFN-
v+ sejtek aranya hasonlonak bizonyult a két vizsgalatban, mig sajat adataink alapjan tizszer
alacsonyabbnak talaltuk a CD4+/IL-4+ sejtek szazalékos aranyat, és kovetkezményesen a
Th2/Thl arany is tizedrészére csokkent. Ez az eltérés technikai kiilonbségekbdl adddhat.
Habar Austin és mtsai ugyanazokat a stimulalé dgenseket (PMA, ionomycin ¢és Brefeldin A)
alkalmaztdk, de amig mi a teljes vérben 1évé T sejtek citokin profiljat ex vivo, természetes
kornyezetiikben probaltuk meg vizsgalni, 6k izolalt periférids vér mononuklearis sejteket
vagy CD4+ és CD8+ T sejteket hasznaltak, emellett hosszabb inkubacids idoket alkalmaztak.
A sejt izolalds és a hosszabb inkubaciés id0 magyardzhatja ezen sejtek kifejezettebb
aktivacigjat és az ennek eredményeképpen jelentésen emelkedett IL-4+ T sejt aranyt.

Szamos bizonyiték utal arra, hogy az IL-10 molekula, amelyet korabban Th2
citokinnek tartottak joval altalanosabb regulatorikus szerepet télt be az immunologiai
folyamatokban. Gatolni képes a specifikus antigén altal indukalt proliferaciot és citokin
produkciot a Thl és Th2 sejtekben egyarant, csakugy, mint bizonyos makrofag funkcidkat és
szintén gatlo hatést fejt ki az IL-12 altal indukalt IFN-y termelésre (374,375). Ki kell emelni,

hogy vizsgalatainkban fokozott IL-10 expressziot talaltunk mind a Th, mind a Tc sejtekben,
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jelezve, hogy a szervezet az IL-10 szint emelésével torekszik a felborult Th1/Th2 egyensuly
helyreallitdsara. Asadullah és mtsai psoriasis vulgarisban szenvedd betegek esetében a bérben
alacsony IL-10 mRNS szintet mutattak ki, antipsoriatikus kezelés hatasara pedig azt talaltak,
hogy periférids vér mononukledris sejtjeiben emelkedik az IL-10 mRNS szintje (113). Ezek
alkalmaztdk harom betegnél. Nem csupan hatékonysagot, de a kezdetben alacsony IL-10
mRNS szint emelkedését is ki tudtdk mutatni a bdérben. Tovabbi vizsgalatok az IL-10
antipsoriatikus hatdsat nem direkten a keratinocitdkra, hanem a periférids vér mononuklearis
sejtjeire kifejtett hatdsaval magyarazzak (376). Austin és mtsai a periférias vér T sejtek
magasabb, de nem szignifikdns IL-10 emelkedését irtak le (119). A mi eredményeink
egybevagnak ezekkel az irodalmi adatokkal, emelkedett IL-10 szinteket mértiink, bar a
kiilonbség a kis esetszdm ¢és a nagy egyéni eltérések miatt nem adddott szignifikdnsnak.
Véleménylink szerint a proriasis olyan jellemzden kronikus gyulladasos megbetegedés, ahol a
cirkuldlé IL-10+ T sejtek magasabb szdma egy ellenregulaciés mechanizmus része lehet,

mely megprobalja gatolni a Thl sejtek fokozott aktivitasat.

Az alphacalcidol hatasanak vizsgadlata psoriasisos arthropathiaban

Az aktiv D3 vitaminnak illetve anal6gjainak immunmodulans hatdsat szamos vizsgélat
bizonyitja. Spach és Hayes kimutattdk, hogy ndstény egerekben a myelin bazikus proteinnel
kisérletesen eldidézett experimentdlis autoimmun encephalitisben (EAE) a tiinetek
kialakulasahoz sziikséges indukcids id6 n6 és azok sulyossaga csokken akkor, ha az allatokat
D; vitaminban gazdag diétan tartjak (377). Amennyiben a mar kialakult EAE esetén kezdték
el a D; vitamin adagolésat, akkor a betegség progresszioja megallt, de a D; vitamin elhagyasa
a betegség ujboli aktivalédasahoz vezetett. Mathieu €s mtsai kimutattdk, hogy calcitriol
adagolasa a NOD (none obese diabetic) egértdrzsben magakadalyozta az IDDM kialakulasat.
(148). Masok allatmodellben a calcitriol akut allograft kilokddési reakcio sulyossagat
csokkentd €s a graft talélési idejét ndveld hatasat figyelték meg kisérletes maj transzplantaciot
kovetden (378). Hasonlo megfigyeléseket kozolt Redaelli és munkacsoportja patkanyban vese
allotranszplantaciot kovetden, az immunmodulédns hatas erdssége pedig, a cyclosporin A
hatdsaval 0Osszemérhetonek mutatkozott (379). II tipusu kollagén indukalt arthritises
allatmodellben alphacalcidol alkalmazéisa az arthritises tiinetek incidencidjat és az iziileti
duzzanat sulyossagat egyarant csokkentette, illetve a II. tipusu kollagén elleni autoantitestek
titere szintén szignifikdnsan alacsonyabb volt az alphacalcidollal kezelt, mint a kontroll

csoportban (380). Cantorna ¢és munkatarsai két, kisérletes allatmodellben (Borrelia
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Burgdorferi és kollagén indukalta arthritisben) is megfigyelték, hogy calcitriol kezelés képes
az arthritises tlinetek kialakuldsat megeldzni, illetve a mar kialakult betegségben a tiinetek
progressziojat ledllitani (381).

Viszonylag kevés olyan human vizsgalat all azonban rendelkezésre, mely az aktiv Ds
vitamin vagy analdgjai hatdsat vizsgalja kiilonféle iziileti gyulladasokban, koztilk PA-ban.
Yamauchi és munkatarsai egy 140 RA-s beteget feloleld kettds vak kontrollalt vizsgélatban
tanulmanyoztak a szisztémds alphacalcidol hatdsat. Ennek sordn az alphacalcidollal kezelt
csoportban minimalis, nem szignifikans csokkenést észleltek a betegség aktivitdsaban,
szemben a placebot kapd csoporttal (382). Hein és munkatarsai 20 RA-s beteget kezeltek
alphacalcidollal 8 héten keresztiil és a reggeli iziileti merevség id6tartaménak, a duzzadt és
nyomas érzékeny iziiletek szdmanak, a vorosvérsejt siillyedés sebességének valamint a CRP
szintnek nem szignifikans csokkenését észlelték. Emellett az IL-6 és TNF-o szint nem
szignifikans csokkenését és az IL-4 minimalis novekedését is megfigyelték (383). PA-ban a
szisztémas alphacalcidol immunmodulans hatdsat egyetlen kis esetszamu tanulmany vizsgalta
eddig. Huckins ¢és munktarsai egy 6 honapos nyilt kdvetéses vizsgalatban 10 aktiv PA-s
beteget kezeltek napi 2 pg alphacalcidollal. Ennek soran szignifikans javulast észleltek a
nyomads érzékeny izililetek szamaban és az orvos betegség megitélésében. A tanulmanyban
azonban az immunoldgiai paramétereket nem vizsgaltak (172).

Sajat munkank sordn a 6 hodnapos szisztémas alphacalcidol kezelés szignifikans
immunmodulans hatasat tudtuk kimutatni sokiziileti érintettséggel jaro PA-s betegekben. Ez a
hatds megnyilvanult a DAS28 score-ral monitorozott betegség aktivitds folyamatos
szignifikans csokkenésében, a CD69+ aktivalt tsejtek és az IFN-y + CD8+ T limfocitak
aranyanak valamint a szérum IFN-y szintjének atmeneti, az elsé6 harom hodnapban
megmutatkoz6 csokkenésében. Eredményeink mas széval arra utalnak, hogy a szisztémas
alphacalcidol kezelés az 1 tipusi immunvélasz aktivitisanak atmeneti, a betegség
aktivitasanak pedig, folyamatos csokkenését eredményezi.

Ismert tény, hogy mind a psoriasis mind a PA az immunmedialt gyulladasos korképek
(IMID) csoportjaba tartoznak és elsésorban a Thl és Tcl tipust immunvalasz jatszik szerepet
a kialakulasukban. A CD8+ T limfocitak mind a bdr, mind az iziileti gyuladas 1étrejottében
jelentds szerepet toltenek be. PA-ban a szinovidlis membranban és a szinovialis folyadékban
is jelen vannak CD8+ T sejtek (125). Ezen tilmendleg az IFN-y maga is kiemelt fontossaggal
bir a PA patogenezisében. Az IFN-y hatdsai koz¢ tartozik a szinovialis membran sejtjein és a

keratinocitdkon az antigén prezentalasban szerepet jatsz6 MHC-II molekulak, valamint a
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vandorlasban ¢s megtelepedésben szerepet jatszo6 intercellularis adhézidés molekula-1 (ICAM-
1) expressziojanak és ugyanezen sejtek proinflammatoérikus (TNF-a, IL-1, IL-2, IL-6,IL-8)
citokin termelésének fokozasa (384). Az IFN-y csokkenti a regulatérikus T sejtek aktivitasat
¢s az immunvalaszt a Thl vagy Tcl tipus iranyaba tolja el (385). A betegség aktivitdsaban
megfigyelhetd folyamatos csokkenést magunk is az alphacalcidol hatidsa révén kialakult
csokkent aktivitasti Tcl tipust immunvalasszal magyardzzuk. Annak okat, hogy ezen hatés
az immunlaboratoriumi leletek alapjan atmeneti jellegli, egyenlére nem ismerjiik.
Vizsgalatunkban a bortiinetek PASI altal jellemzett sulyossaga bar mutatott javuldst nem volt
szignifikans. Tobb irodalmi adat szdmol be szisztémas aktiv Ds; vitamin alkalmazésanak
kedvezd hatasarol psoriasis bortiineteiben, mely vizsgalatokban azonban az alkalmazott
dozisok 2-3 pg/nap voltak Feltehetden az altalunk alkalmazott alacsonyabb dézis magyarazza,
hogy a PASI csokkenés nem volt szignifikdns. Adataink alapjan a D3 vitaminnak illetve aktiv
metabolitjainak szerepe lehet a PA kezelésében. Immunmoduléns hatdsa alapjan a jelenlegi

terapias fegyvertar hasznos kiegészitdje lehet.

V.3. Krénikus urticaria

V.3.1. Eredmények
1. Periférias vér limfocita szubpopulaciok meghatarozasa kronikus idiopatias urticarias
betegekben (n=22)

A sejtfelszini CD markerek vizsgélata soran a CD3+, CD4+, CD8+ illetve CD19+
sejtek esetén jelentOs eltérést nem tudtunk kimutatni az egészséges €s beteg populacio értékei
kozott. A CD3+ T limfocitakon beliil az aktivalt T sejtek szazalékos aranyat is vizsgaltuk. A
HLA-DR-t expresszalo T limfocitdk aranyanak szignifikdns emelkedését tapasztaltuk a
kronikus urticarias betegcsoportban a kontroll csoporthoz képes (3,84+£2,31 % versus
1,55+0,75 %, P<0,01). A korai aktivacios marker (CD69) esetén nem tapasztaltunk eltérést
(0,92+0,49 % versus 0,98+1,2 %) a két csoport kdzott.

2. Periférias vér limfocitak intracitoplazmatikus citokinjeinek meghatarozasa kronikus
idiopatias urticarias betegekben (n=22)

A limfocitdk intracelluldris citokinjeinek vizsgalata soran elsdként az IFN-y
expressziojat hataroztuk meg. Mind CD4+, mind CD8+ T sejtek esetén szignifikdnsan

csokkent expressziot tapasztaltunk a KIU-s betegekben a kontroll csoporttal dsszehasonlitva
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(17,0£5,7 % versus 22,06+6,25 %, P=0,002, 27,6+12,2 % versus 43,4+8,45 % P=0,0003, 14.
abra). Az IL-10 expresszidjat tanulmanyozva a KIU-s betegekben szignifikansan magasabb
szami CD4+ illetve CD8+ T sejt expresszalt IL-10 citokint, mint a kontroll csoportban
(6,1+5,4 % versus 2,1+1,19 %, P=0,01, 8,63+7,21 % versus 1,98+1,47 %, P=0,001, 15. abra).
Tovébbi vizsgalataink soran a betegcsoportban az egészséges kontrollokhoz képest a CD4+ T
limfocitak szignifikansan csokkent IL-4 expressziojat mértilk, mig a CD8+ T sejtekben ezt
nem tudtuk kimutatni, ezzel ellentétben emelkedett IL-4 expressziot taldltunk, mely eltérés
azonban nem volt szignifikdns (12. tablazat). Ugyanakkor az IL-13-t expresszalo CD4+ és
CD8+ T limfocitak szama nem mutatott szignifikans emelkedést a kontroll csoporthoz képest

(12. tablazat).
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14. abra: CD4+ és CD8+ T sejtek intracellularis IFN-y expressziéja KIU-s betegekben (n=22).

30
«
g P=0,01 P=0,001
‘<
!a 25 1 —_— P
g ° .
& 20
<
N
‘=
3 151
% °
'Eq 10 A 8 3
2 s
.E g
£ 7 g e . :
+ <
0 § hd
KIU kontrollok KIU kontrollok
CD4+ sejtek CD8+ sejtek

15. abra: CD4+ és CD8+ T sejtek intracellularis IL-10 expresszioja KIU-s betegekben.
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IL-4/CD4 (%)

IL-4/CD8 (%)

IL-13/CD4 (%)

IL-13/CD8 (%)

Kontrollok (n = 22) 1,1 £0,71% 0,59 +0,72 0,14 + 0,09 0,17+0,13
KIU (n=22) 0,5 £0,86% 1,22 + 4,04 0,21 + 0,31 0,43 £0,48
Szignifikancia szint 0,03 n.sz. n.SZ. n.SZ.

12. tablazat: CD4+ és CD8+ T sejtek intracellularis IL-4 és IL-13 expresszidja KIU-s betegekben (n=22,
n.sz.= nem szignifikans).

3. Donorsejtek reaktivitasanak vizsgalata a CD63 BAT és a HR teszt alkalmazasaval

A donor bazofil sejtek reaktivitdsanak meghatarozdsahoz FceR-on keresztiil (IgE
ellenes antitest, immunoblottal bizonyitottan anti FceRla antitest pozitiv KIU-s szérum) és G
protein kapcsolt receptoron keresztiil (FMLP, MCP-1) hat6 aktivalo dgensekkel inkubaltuk a
sejteket. Az anti IgE (algE) antitest és az immunoblottal bizonyitottan anti FceRIa antitest
pozitiv KIU-s szérum (IB+KIU) szignifikdnsan magasabb sejtfelszini CD63 expressziot
idézett eld az Daj €s Das felszinén, mint a Dya sejtek felszinén (mindkét esetben P<0.001, 16.
abra, egy masik mérés eredményei a 13. tablazatban lathatok). Nem volt szignifikdns
kiilonbség a donorok CD63 expresszidjaban IB-KIU szérum, FMLP vagy MCP-1 stimulaci6
utdn (16. abra). A hisztamin felszabadulas vizsgalatdnal az anti IgE antitesttel tortént
inkubécio utdn szignifikdnsan tobb volt a hisztamin felszabadulds mértéke a D4 sejtekbdl,
mint a Dya sejtekbdl (P<0,001, 13. tablazat). Az eredmények az D4 bazofil sejtek FceRI-n

keresztiili erételjesebb stimulalhatosagara utalnak, a Dna sejtekkel 6sszehasonlitva.
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19. abra: KIU-s szérumok és kiilonboz6 stimulalé szerek hatasara bekovetkezé sejtfelszini CD63
expresszio mértékének o6sszehasonlitasa D, és Dy, bazofil sejteken (n=30, *P<0,001 a D4y, D4, és Dya
kozott).
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CD63 (%) | [atlag=SD] | Pérték | HR (%) | [atlag=SD] | P érték

DA DNA DA DNA
algE 40,26+5,71 3,30+0,83 <0,001 sz. | 42,52+3,19 5,80+1,43 <0,001 sz
FMLP 42,90+4,35 35,64+5,90 0,057 nsz. | 52,95+4,09 47,18+6,82 0,143 nsz.

IB+KIU szérum | 67,86+7,09 | 20,04+4,35 <0,001 sz | 87,44+6,57 | 61,64+5,33 0,169 nsz

13. tablazat: IB+ KIU-s szérum és Kiilonb6z6 stimulal6 szerek hatasara bekovetkezé sejtfelszini CD63
expresszio és hisztamin felszabadulds mértékének osszehasonlitasa D, és Dy, bazofil sejteken (n=72, sz=
szignifikans, n.sz.= nem szignifikans).

4. Kronikus idiopatias urticarias szérumok higitasaival tortént stimulacio utan mért
CD63 BAT eredmények D, és Dna bazofil sejteken (n=30)

A donor sejteket az urticarias szérumok higitasaival inkubaltuk és mértiik a sejtfelszini
CD63 expressziot. A kronikus urticaridssok ASST pozitiv, feltételezetten autoimmun
csoportjanak szérumaval (n=12), tortént inkubacid6 a D bazofil sejtekben szignifikdnsan
magasabb aranyban okozott CD63 expresszidt a Dna sejteken eldidézett CD63 expressziohoz
mérten (P<0,001 higitatlan szérumok esetén, 17. abra). Mindkét D, bazofil sejtjein az ASST
pozitiv szérumok szignifikansan nagyobb CD63 expressziot okoztak az ASST negativ (n=18)
csoporthoz képest (P<0,001 higitatlan szérumok esetén, 17. abra). A hatas koncentraciofiiggd
volt, 1:5 higitas esetén is tapasztalhattuk a szignifikdns expresszivitas kiilonbséget az ASST
pozitiv €és negativ csoport kozott (P<0,05). 1:10 higitds esetén mar nem tapasztaltunk

szignifikans kiilonbséget az ASST+ és ASST- csoport kdzott.
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17. abra: ASST+ és ASST- KIU-s szérumok CD63 expresszioban megnyilvanulé bazofil aktivaciét
el6idéz6 hatasa (n=30, *P<0,05, **P<0,01, ***P<0,001 )
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5. A CD63 BAT specificitasanak vizsgalata kiillonbo6z6 betegcsoportok
osszehasonlitasaval

12 egészséges kontroll, 10 DM-es és 16 SLE-s beteg széruménak illetve 30 KIU-s
beteg szérumdnak hatdsara bekovetkezd6 CD63 sejtfelszini  expressziot vizsgaltuk.
Meéréseinket ez esetben a D, donor bazofil sejteken végeztiik, mely a korabbi vizsgalatokban
az alkalmazott stimulusok (ASST+ szérum, anti-IgE) hatidsdra a legmagasabb CD63
expresszid novekedést mutatta. A feltételezetten autoimmun urticarids csoport szérumdaval
tortént inkubéci6 utan (ASST+, n=12) szignifikansan magasabb expressziot tapasztaltunk az
ASST- (n=18), a DM-es, az SLE-s és a negativ kontroll csoportok szérumahoz képest
(P<0,001). Az ASST-, a DM-es, az SLE-s ¢s a negativ kontroll csoport szérumaval tortént
inkubacidé nem valtott ki CD63 expressziot a donor sejteken. A 18. dbrdn a median, a 25 és 75

percentilis, valamint a minimum ¢és maximum CD63 expresszio van feltiintetve.
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18. abra: Kiilonb6z6 betegcsoportokbdl szarmazoé szérumok hatasara bekovetkezéo CD63 expresszio
mérése Dy, donor sejteken (ASST+KIU n=12, ASST-KIU n=18, SLE n=16, DM n=10, kontroll n=12,
*P<0,01)

6. A HR és a BAT egyiittes vizsgalata (n=72)

72 KIU-s szérummal elvégeztik a HR tesztet, a BAT-et és az ASST-et, az adatokat
Osszevetettiik és az 0sszefliggéseket vizsgaltuk.

D4 bazofil sejtjeibdl a KIU-s szérumok 51.4 %-a (37/72) szabaditott fel nagy mennyiségii
hisztamint, mig a Dna sejtjeibdl a szérumoknak csupan 32 %-a (23/72) valtotta ki ezt a
hatast (14. tablazat). A Da sejtjeit hasznalva a KIU-s betegek széruma szignifikansan
magasabb hisztamin felszabaduldst eredményezett (P<0.01), Osszehasonlitva a Dya

bazofiljeivel kapott eredményekkel.
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A Dj és Dna bazofilekbdl hisztamint nagy mennyiségben felszabaditd szérumok (HR+)
92 %-a (34/37) és 96 %-a (22/23) adott pozitiv eredményt az ASST-ben is. Az ASST +
csoportban a KIU szérumok 85 %-a (34/40) indukalt hisztamin felszabaduldst az Dy, €s 55 %-
a (22/40) a Dna sejtjein (14. tablazat).

Az ASST+ KIU-s szérumok mindkét donor sejtjeinek esetében (Da és Dna)
szignifikansan magasabb hisztamin felszabadulast valtottak ki (P<0.05), dsszehasonlitva az
ASST- KIU-s betegek szérumaival (19. dbra). Az SLE-s és DM-es betegek széruma nem
szabaditott fel hisztamint sem a D, sem a Dya sejtekbol.

A szérumokat két csoportba osztottuk a hisztamin felszabadulasi vizsgalatban (HR)
megfigyelt reaktivitasuk alapjan (HR+, HR-). A HR+ szérumok 97 %-a (36/37)
eredményezett CD63 indukciot a Da bazofil sejtjein, mig ugyanezen szérumok 83 %-a
(19/23) indukalt CD63 expressziot a Dya sejtjeit hasznalva (14. tdblazat).

A Dy bazofiljainak felszinén a KIU-s szérumok 57 %-a (41/72) indukalta a bazofil
aktivacios marker (CD63) expresszidjat, mig a Dna sejtjein a szérumok 28 %-a (20/72) valtott
ki CD63 expressziot (14. tablazat). A Da bazofil sejtjein joval nagyobb mértékii CD63
felszini expressziot tudtunk kimutatni a KIU-s betegek szérumdval torténd inkubacid utén,
mint a Dya bazofiljein (P<0.001) (20. abra).

Mindkét donor bazofil sejtjeit HR+ KIU-s szérumokkal indukalva jelentdsen nagyobb
mértékil (P<0.05) CD63 expressziot tapasztaltunk a sejtek membranjanak felszinén, mint a
HR- KIU-s szérumokkal torténd inkubaciot kovetden. A szérumok azon csoportjanak, mely
pozitiv eredményeket adott az ASST vizsgalat soran, 92.5 %-a (37/40) szintén pozitiv lett a
CD63 vizsgalatban az Da bazofiljein tesztelve a szérumokat. Az ASST+ szérumok 50 %-a
(20/40) adott pozitiv CD63 teszt eredményeket abban az esetben, amikor a szérumokat a Dya
sejtjeivel inkubaltuk. Mindkét donor bazofiljeinek felszinén az ASST+ kronikus urticaris
szérumokkal torténd stimulacié joval nagyobb mértékli bazofil aktivaciés marker (CD63)
expressziot eredményezett (P<0.05), 0Osszehasonlitva az ASST- kronikus urticarias
szérumokkal végzett stimulacié eredményeivel (20. ébra). SLE-ben és DM-ben szenvedd

betegek széruma nem indukalt CD63 expressziot a donor sejteken.

92



D, Dya D4 vs Dna
HR HR (%) HR+ | HR- | HR HR (%) HR+ | HR- HR
n Median; (IQ) n n n Median; (IQ) n n P érték
OsszesKIU | 72 | 14,83(34-6690) | 37 | 35 | 72 | 576(,15-1811) | 23 | 49 | 001sz
ASST+KIU | 40 | 57,59 (19.48-86,11) | 34 6 | 40 | 1089(493-4843) | 22 | 18 <0,01 sz.
ASST+KIU | 32 | 3,49 (1,30-9,64) 3 29 | 32 | 375(223-544) 1 31 0,74 nsz.
CD63+KIU | 41 | 63,29(20,34-86,63) | 36 5 | 20 | 47,94(26,83-7841) | 19 1 0,32 nsz.
CD63+KIU | 31 3,14 (1,27-7,16) 1 30 | 52 | 401(233-638) 4 48 0,44 nsz.

14. tablazat: HR vizsgalata D, és Dy, sejteken KIU-s szérumok hatasara. A szérumokat ASST-el és BAT-
el is vizsgaltuk, az eredményeket dsszevetettiik (n=72, I1Q — Interkvartilis tartomany (25%-75%), sz. =
szignifikans, n.sz. = nem szignifikans).
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19. abra: HR vizsgalata D, és Dy, sejteken Kiillonb6zo betegcsoportoktdl szirmazoé szérumok hatasara
(6ssz KIU n=72, ASST+ KIU n=40, ASST- KIU n=32, kontroll n=20, SLE n=15, DM n=11, *P<0,05 vs.
ossz KIU, **P<0,05 vs. ASST+KIU)
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20. abra: BAT vizsgalata D, és Dy, sejteken kiilonb6z6 betegcsoportoktol szarmazo szérumok hatasara
(6ssz KIU n=72, ASST+ KIU n=40, ASST- KIU n=32, kontroll n=20, SLE n=15, DM n=11, *P<0,05 vs.
ossz KIU, **P<0,05 vs. ASST+KIU)
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7. Osszefiiggés az ASST, a BAT és a HR kozott (n=72)

A HR vizsgalat és a BAT eredményei kozott szignifikans korreldciot tapasztaltunk
(Da: r=0.91, Dya: r=0.70, P<0.001 mindkettd esetén) az egyes betegek esetén kapott értékek
vizsgalata soran (21. abra). A HR ¢és az ASST eredményeit Osszehasonlitva csak abban az
esetben tapasztaltunk korrelaciot, amikor a Dy sejtjein végeztiik a vizsgalatot. Az ASST és a

BAT pozitivitasa kozott ugyancsak Dy alkalmazasa soran kaptunk korrelaciot.
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80 21. abra: Mind a D, mind a Dy, sejteken szignifikins
korrelaciéo figyelhet6 meg a HR és BAT eredményei
kozott (n=72, zold karika D,, kék karika Dn,, P<0.001
mindketto esetén)
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8. A szérum IgE és ECP szintek valamint a CD63 expresszio kozotti osszefiiggés
vizsgalata (n=30)

30 beteg szérumaval elvégeztilk a CD63 BAT-et és mértiik a szérumokban az IgE ¢és
ECP szinteket. Az IgE szintek szignifikdnsan alacsonyabbak voltak a CD63 expressziot
el6idéz6 szérumok (n=14, IgE szint: 19 kU/I) csoportjaban a CD63- (n=16, IgE szint: 151
kU/l) csoporthoz képest (P<0,05; 22. éabra). Az ECP szintek mérésekor is hasonld
eredményeket kaptunk, a CD63+ (ECP szint: 4,5 png/l) csoportban szignifikdnsan
alacsonyabbak voltak az értékek a CD63- (ECP szint: 12 pg/l) csoporthoz képest (P<0,05; 22.
abra). Mérsékelt negativ korrelaciot tapasztaltunk az atopias szérummarkerek (IgE, ECP) és a
D4 sejteken mért CD63 expresszio kozott (IgE: r= -0,465 Da; sejteken, r= -0,438 Day
sejteken; ECP: r=-0,435 Dy sejteken, r=-0,456 Dy, sejteken).
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22. abra: A CD63- KIU-s szérumok szignifikinsan magasabb IgE és ECP szintet mutattak a CD63+ KIU-s
szérumokkal 6sszehasonlitva (CD63+ KIU n=14, CD63- KIU n=16, P<0,05 mindkét esetben).

9. Klinikai tiinetek sulyossaganak meghatarozasa a kronikus urticaria 3 f6 formajaban,
urticaria score (n=109)

A 109 vizsgalt beteg koziil 58 (53,2%) esetben észleltiink ASST pozitivitast, ill. 47
(43%) esetben CD63 pozitivitast. A BAT pozitivitasa esetén allitottuk fel az AIU diagnézisat,
igy Osszesen a betegek 43%-at (47/109) AlU-nak, 32%-at (35/109) KIU-nak ¢és 25%-at
(27/109) FU-nak diagnosztizaltuk. A FU csoporton beliil 13 betegnek szimptomas
dermografizmusa (urticaria factitia, D), 9 betegnek kolinerg urticaridja (C), 3 betegnek késoi
nyomasi utricarija és 2 betegnek hideg urticaridja volt. A kronikus urticarias betegek né/férfi
aranya 3:1 volt (82/27), ami statisztikailag szignifikdns ndi dominanciat jelentett (P=0,02). A
n6/férfi arany az AIU betegcsoportban 6,9:1 (41/6), a KIU csoportban 2,5:1 (25/10) és a FU
csoportban 1,5:1 (16/11) volt. Szignifikans kiilonbséget a nemek megoszlasaban csupan az
AIU és FU csoportot dsszehasonlitva tudtunk kimutatni (P=0,009; 23. dbra).

A Dbetegeknél a 7. tabldzatban mutatott modositott Breneman score alapjan
meghataroztuk az urticaria sulyossagat. Az AIU betegek total urticaria score indexe 12,89, a
KIU betegeké 9,98 volt. A FU csoporton beliil csak a D és C betegeknél szamitottunk
urticaria score értéket, mivel ezen csoportok tiinetei tekinthet6k folyamatosan fennéallonak
(hetente tobb alkalommal megfigyelhetd csalankitités). A D betegeknek 7,03, a C betegeknek
7,12 score értéke volt (27. abra). A betegcsoportok kozott szignifikdns kiilonbséget
demonstraltunk az AIU ¢és KIU (P=0,013) valamint az AIU és D és C (P<0,001 mk. esetben)
betegek kozott a totdl urticaria score értékek Osszehasonlitdsakor, de nem volt szignifikans a

kiilonbség a KIU és D és C (P=0,253. P=0,135) betegek kozott (24. abra).
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23. abra: Nemek megoszlasa a kréonikus urticaria egyes alcsoportjai kozott.
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10. Tarsulé betegségek és autoantitestek eléfordulasa AIU, KIU és FU csoportokban
(n=109)

A betegek altal kitoltott nemzetkdzi kérddiv alapjan vizsgaltuk a tarsuld betegségek
eléfordulasat. A betegek 23%-a (25/109) szamolt be arrdl, hogy csaladjdban valamely
urticaria tipus mar eléfordult, melyek koziil FU-t, gydgyszer okozta akut urticariat és KIU-t
emlitettek leggyakrabban. Az AIU betegek 48,9% (23/47), a KIU betegek 5,7% (2/35), mig a
FU betegek 3,7%-a (1/27) jelezte, hogy csaladjaban csalankiiitéses epizodok fordultak eld.
Szignifikéans eltérést észleltiink az AIU és KIU (P<0,001), ¢és az AIU és FU (P<0,001) betegek
kozott (25/A 4bra). Osszehasonlitottuk tovabba a betegeink csaladi anamnézisében eléforduld
allergias korképek gyakorisagat. Eredményeink szerint a betegek 11%-a (12/109)
gyogyszerallergiat, 5,5%-a (6/109) asthma bronchialét, 9,1%-a (10/109) allergids rhinitist €s
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2,7%-a (3/109) ekzemat emlitett. A betegségek eloforduldsi gyakorisiga a harom
betegcsoportban kozel azonos volt.

A betegek 22%-a (24/109) emlitett autoimmun megbetegedést anamnézisében. Az
AIU betegek 51%-nak (24/47) koérelézményében szerepelt valamely mas autoimmun
betegség, mig a KIU és FU betegek anamnézisében nem fordult eld ilyen betegség. Ez a
kiilonbség szignifikdns volt a hdrom betegcsoport kozott (P<0,001) (25/B é&bra). A
leggyakrabban el6forduld autoimmun betegségek: autoimmun thyreoiditis (44,6%, 21/47),
rheumatoid arthritis (4,2%, 2/47) és a vitiligo (17%, 8/47) voltak.

Az AIU betegek esetében a pajzsmirigy ellenes antitestek szignifikdnsan magasabb
szintjét észleltiik, 0sszehasonlitva a tobbi kronikus urticaria alcsoporttal. A teljes kronikus
urticarias beteg csoporton beliil 11%-ban (12/109), mig az AIU betegek 23%-aban (11/47)
detektaltunk pajzsmirigy ellenes autoantitesteket (a-TG, a-TPO). A KIU csoporton beliil egy
betegnél talaltunk a-TPO pozitivitast (2,8%, 1/35), mig a FU betegek szérumaban nem
tudtunk autoantitesteket kimutatni. A pajzsmirigy ellenes autoantitestek (a-TG ¢s a-TPO) az
AlIU betegeknél ezek alapjan szignifikansan gyakrabban (P<0,001) fordultak eld, mint a
masik két kronikus urticarids betegcsoportban. Egyéb autoantitestek (ENA, AECA)
vonatokozasaban a kronikus urticarids csoportok kozott nem taldltunk szignifikans

kiilonbséget (15. tablazat).
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25. abra: A csaladi anamnézisben el6forduld urticaria gyakorisaga (A) illetve az egyéni anamnézisben
eléfordulé autoimmun koérképek gyakorisaga (B).

a-TG a-TPO a-ENA AECA
Fizikai n=27 0 0 1 (3,7%) 2 (7,4%)
Idiopatids n=35 0 1(2,8) 2(5,7%) 2 (5,7%)
Autoimmun n=47 3 (6,3%) 8 (17%) 2 (4,2%) 2(6,3%)

15. tablazat: Autoantitestek el6fordulasi gyakorisaga.

97




11. Az AIU, KIU és FU osszehasonlitasa a terapiara mutatott valasz szempontjabol
(n=109)

Az antihisztamin terdpia (a masodik generacids monoterapia, elsd generacios HI,
illetve H2 antagonista kombinacié) a kronikus urticarids betegek 45%-aban (49/109)
bizonyult hatékonynak. A FU betegek 70,3%-a (19/27), a KIU betegek 68,6%-a (24/35) mig
az AIU betegek mindossze 12,8%-a (6/47) reagalt az elsd 1épésként alkalmazott terapiara. A
masodik 1épésként szisztémas kortikoszteroid terapiadt alkalmaztunk a KIU-s betegek 31,4%-
anal (11/35) és az AIU betegek 87,2%-nal (41/47). Ezen terapia hatékonynak bizonyult a KIU
betegek 63,6%-nal (7/11) és az AIU betegek 53,6%-nal (22/41). 19 AIU-s betegnél volt
sziikség cyclosporin adéasara, ennek hatisara 15 beteg tiinetmentessé valt (78,9%), 4 beteg

nem reagalt a kezelésre (16. tablazat).

Antihisztamin kezelés Kortikoszteroid kezelés Cyclosporin A kezelés
effektiv effektiv effektiv

FU (n=27) 19/27 (70,3%) - -

D (n=13) 10/13 (77%) - -

C (n=9) 7/9 (77,7%) - -

KIU (n=35) 24/35 (68,57%) 7/11 (63,6%) -

AIU (n=47) 6/47 (12,8%) 22/41 (53,6%) 15/19 (78,9%)

16. tablazat: Az egyes terapias lépésekre adott valaszreakcio.
V.3.2. Megbeszélés

Citokin termelés vizsgalata kronikus idiopatias és autoimmun urticariaban

Az utobbi évtizedben szdmos klinikai megfigyelés €s kisérletes adat bizonyitotta, hogy a
KIU csoporttol elkiilonithetd egy 0 kronikus urticaria csoport, az AIU. Tobb bizonyiték szol
amellett, hogy az AIU valodi antitest medialt autoimmun betegség. A betegek szérumaval a
tiinetek reprodukalhatéak egészségeseken is (ASST), a funkciondlis antitestek szérumszintje
korreldl a betegség sulyossagaval, az antitestek eltavolitdsa utdn (plazmaferezis)
tiinetmentesednek a betegek, bizonyos HLA asszocidcio figyelhetd meg, illetve gyakran tarsul
egyéb autoimmun betegségekkel (215-217, 221-223). Szamos autoimmun betegségben
figyelheté meg a T1 és T2 sejtek miikodésének illetve az altaluk termelt citokin szintek
egyensulyanak felboruldsa, mely patogenetikai szerepet is jatszik a betegségek

kialakuldsdban. Kezdeti vizsgalatainkban az irodalomban elséként, arra kerestiink valaszt,

98




hogy kimutathat6-e jellegzetes T1 vagy T2 tulsuly a KIU-s vagy AIU-s betegek periférias
vérében.

Sejtes vizsgalataink soran eldsz0r a limfocita szubpopulaciok meghatarozasat végeztiik el
periférias vérbdl. Az irodalomban Malet és mtsai szignifikansan csokkent CD8+ T limfocita
szamot észleltek a KIU-s betegek periférias vérében, amit mi nem tudtunk megerdsiteni (386).
Sajat vizsgalatainkban a beteg populdcioban nem volt kiilonbség a CD3+, CD4+, CD8+ ¢és
CDI19+ T és B sejtek eloszlasaban a kontroll egyénekhez képest. Ezt kovetéen a CD3+ T
limfocitdkon beliill az aktivalt T sejtek szdzalékos aranyat vizsgéaltuk. A HLA-DR-t
expresszalo T limfocitdk aranyanak szignifikdns emelkedését tapasztaltuk a beteg
populécidban az egészséges kontrollhoz képest, mig a korai aktivacidos marker (CD69) esetén
nem taldltunk eltérést.

A T sejtek intracitoplazmatikus citokin termelését KIU-s beteg bOrmintiiban in situ
hibridizaciés modszerrel eldszor Ying és mtsai vizsgaltak (226). Eredményeik szerint nem
tudtak sem Thl, sem Th2 dominanciat kimutatni, hanem ThO tipusu citokin mintézatot
detektaltak, mivel mind az IL-4 és IL-5, mind az IFN-y mRNS expressziéo emelkedett volt
KIU-s mintdkban a normal kontrollokhoz képest. A periférids vér mononukleéris sejtek
citokin termelését nem vizsgaltak. Sajat eredményeink alapjan elészor szamoltunk be arrdl,
hogy a periférias vér T sejtekben sem mutathatd ki dominans T1 vagy T2 citokin termelés,
hiszen mind CD4+, mind CD8+ T sejtek esetén szignifikansan csokkent IFN-y, a CD4+ T
limfocitdk esetében pedig szignifikdnsan csokkent IL-4 expressziot is tapasztaltunk a KIU-s
betegekben a kontroll csoporttal dsszehasonlitva. Ugyanakkor az IL13-t expresszalé CD4+ ¢és
CD8+ T limfocitak szama, valamint az IL-4 termelé CDS8+ sejtek szdma nem mutatott
szignifikans emelkedést a kontroll csoporthoz képest. Ezzel parhuzamosan azonban,
jelentdsen emelkedett mind a CD4+ Th, mind a CD8+ Tc limfocitdk IL-10 termelése KIU-s
betegekben. Az IL-10 egy immunregulalé citokin, melyet a Trl sejtek termelnek és egyarant
Eredményeink birtokaban elképzelhetd, hogy a fokozott IL-10 termelés kovetkeztében valt
mind a Th, mind a Tc limfocitdk IFN-y termelése nagymértékben gatoltta. Az IL-10 gatld
hatasara a Th2 sejtekben is csokkent az intracelluldris IL-4 expresszio. A CD8+ sejtek IL-4
expresszidjanak emelkedése talan a csokkent IFN-y szinttel magyarazhato, hiszen az IFN-y
képes kifejteni. Irodalmi adatok szerint az IL-10 gatlo hatdsa az IL-13 termelddésére nem

jelentds, ez a tény lehet magyardzata az emelkedett IL-13 szintnek. Kozleményiinkkel
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egyiddben jelent meg Ferrer €s mtsai tanulmanya, melyben sajat eredményeinket megerdsitve,
KIU-s betegek periférias vér T sejteken végzett vizsgalataik soran nem talaltak kiilonbséget az
IFN-y/IL4 termeld T1/T2 sejtek ardnyaban az uticarias és a kontroll csoport kozott (387).
Vizsgalt betegeink mindegyikében elvégeztilk az ASST-et, a CD63 BAT még nem allt
rendelkezésiikre. A 22 betegbdl 14 betegnél tapasztaltunk pozitiv véalaszreakciot, és 8 beteg
ASST negativ volt. Ezek utan 6sszehasonlitottuk a pozitiv és negativ betegcsoportok adatait.
Az eredmények tanulmadnyozasa sordn nem talaltunk érdemi eltérést a két csoportban mért
CD marker értékek és citokin expresszios értékek tekintetében, bar a két csoport betegszdma

nem volt elég nagy szignifikancia szdmolasdhoz.

A CD63 BAT alkalmazhatosaganak vizsgalata az autoimmun urticaria diagnosztikdajaban

Az AIU laboratériumi diagnézisa nehéz, de nem csupan a rendelkezésre allo
laboratériumi modszerek hidnyossdgai miatt, hanem azért is mivel az AIU betegcsoport
heterogén. Sabroe és mtsai 5 csoportot kiilonitettek el a szérumok reaktivitasa és a
kimutathat6 antitestek alapjan. Funkcionalis anti FceRla antitest pozitiv szérumok csoportjat,
nem funkciondlis anti FceRla antitestet tartalmazo szérumok csoportjat, anti-IgE antitest
pozitiv szérumok csoportjat, hizosejt specifikus, de nem immunglobulin természetii hisztamin
felszabadito faktort tartalmazé szérumok csoportjat €s olyan szérumokat kiilonboztettek meg,
amelyek egyik csoportba sem tartoztak (230). Jelenleg a bazofil HR standard modszernek
szamit a betegség diagnosztizdldsakor az autoantitestekkel rendelkezd betegek
azonositasaban, de a moddszer kivitelezése nehéz, szdmos laboratériumban nincsenek meg a
feltételek a rutinszeri alkalmazashoz. Célunk egy 1) funkcionalis teszt kifejlesztése volt, mely
egy bazofil aktivacids marker, a CD63 molekula kimutatasan alapszik. A CD63 molekula az
aktivalt bazofil sejtek felszinén de novo megjelend marker, nyugvéd bazofileken csekély
mértékll expresszidjat tapasztaljuk.

Elséként Wedi és munkatarsai alkalmaztak a bazofil CD63 felszini expresszios tesztet 40
beteg esetén az AIU diagnosztikajaban (388). A kapott eredményeket sszehasonlitottak a
bazofil HR vizsgalat, és a szulfidoleukotrién (SLT) termelés eredményeivel. A kisérlet soran
nem tapasztaltak pozitiv korrelaciot a HR, a CD63 expresszio ¢€s az SLT termelés kozott.
Végiil arra a megallapitasra jutottak, hogy a CD63 felszini expresszio és az SLT termelés
vizsgélata nem hasznalhat6 diagnosztikai markerként az AIU diagnosztikéajaban.

Ezzel szemben munkacsoportunk els6ként alkalmazta sikeresen a CD63 BAT egy
modositott formajat az AIU diagnosztikajaban. Beszamoltunk arrél, hogy a modositott CD63

expresszios vizsgalat elézetes IL-3 stimulacio nélkiil szignifikdns korrelaciét mutatott a ,,gold
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standardnak” szdmit6 HR vizsgalattal mind D, mind Dna bazofil sejteken, az ASST-el pedig
szenzitizalt Da bazofil sejteken. A mi eredményeink illetve Wedi és kutatocsoportja altal
kapott eredmények kozotti kiillonbség a laboratoriumi eljardsok kozti kiillonbozdségekbdl
szarmazhat. Wedi ¢és mtsai a kisérletekben teljes vért hasznaltak, a bazofil granulocitakat
pedig IL-3-mal stimuléltak. Mi a teljes vér helyett izolalt leukocitakat teszteltiink, melynek
kovetkeztében feltehetdleg elkeriiltiik egyéb szérum faktorok hatasat, az IL-3-at pedig nem
hasznaltuk a kisérleteink soran. Ugyanakkor szenzitizalt D bazofil sejteket alkalmaztunk,
mivel az irodalombol ismert, hogy atopias egyének periférids vérében nagyobb szadmban
vannak bazofil sejtek, melyek felszinén fokozott az FceRI szam és a sejtek aktivalt allapotban
vannak (389-391). Vizsgalataink ezt megerdsitették, mivel kimutattuk, hogy a D, sejtek az
FceRI-n keresztiil hatd specifikus stimulusokra (anti-IgE antitest, IB+ szérum) sokkal
erdteljesebb reaktivitast mutattak, mint a Dna sejtek. A G protein kapcsolt receptorokon
keresztiil hat6 FMLP vagy MCP-1 stimulusok esetében nem volt ilyen kiillonbség a donor
sejtek kozott.

Rendszeriink nagyobb mértékii specificitdsat az is alatdmasztotta, hogy kisérleteinkben a
DM-ben ¢és SLE-ben szenvedd betegek, tovabba az egészséges kontrollok széruma nem
indukalt CD63 expressziot a bazofil sejtek felszinén, mig Wedi és munkatarsai az altaluk
alkalmazott mddszerrel nagyobb mértékii CD63 expressziot mutattak ki a kontroll szérumok

Egy kozelmultban megjelent kdzleményben De Swerdt szintén jo korrelaciot talalt az
ASST ¢és a CD63 expresszios vizsgalat kozott kronikus urticarids betegekben (392).
Kimutatta, hogy a szérumok IgG frakcidja felelds a CD63 expresszioban megnyilvanulo
aktivacioért és javasolta az ASST és a CD63 expresszids teszt egylittes alkalmazasat az AIU
diagnosztikéajaban.

A CD63 expresszion alapuld BAT nem csupan az AIU diagnosztikdjaban hasznalhat6
eredményesen. Azonnali tipust hiperszenzitivitasi reakcidk vizsgalataban is kezd elterjedni az
alkalmazasa, tobbek kozott méh és dardzscsipés, gyogyszer, latex, pollen és élelmiszer
allergidkban (393-395). Ezen vizsgalati rendszerekben azonban fontos tudni, hogy nem
alkalmaznak donor sejteket, hanem a betegtdl szarmazé bazofil sejteket kell 6sszehozni egy
rendszeren beliil az adott allergénnel és mérni a sejtfelszini CD63 expressziot. Basotest néven
forgalomban is kaphatok ezen tesztek. Egy ilyen rendszerben, ahol flipollenre allergias
betegeket vizsgaltak, Sainte-Laudy és mtsai jo korrelacidt taldltak a HR és a CD63

expresszios vizsgalat kozott (396).
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A kiilonb6zd tanulméanyokban a kronikus urticarids szérumok 27-52%-ban bizonyultak
pozitivnak a HR vizsgalatokban, a kivalasztott beteg populacié és a donor bazofilok
figgvényében (230). A mi kisérleti munkankban az D, bazofiljaibdl a kronikus urticarias
szérumok 51%-a valtott ki nagy mennyiségi hisztamin felszabadulast, mig a Dya bazofiljait a
szérumok 32%-a aktivalta. A Da és Dna bazofil sejtjeinek reaktivitdsdban megfigyelhetd
kiilonbséget Wedi és munkacsoportja szintén megfigyelte (388). A Dya IgE-vel gyengén
szenzitizalt sejtjei a szérum IgE-vel kompetitiv és nem-kompetitiv anti FceRIa antitestjeivel
reagalnak, mig az Da IgE-vel erdsen szenzitizalt sejtjei mind az anti IgE, mind a nem
kompetitiv anti FceRI antitestekkel kapcsolatba 1épnek. Ezt alapul véve az Aaltalunk
alkalmazott két donoron kapott HR eredmények kozotti kiilonbségek két dologgal
magyarazhatok. Az egyik lehetséges magyarazat az lenne, hogy a kronikus urticarias
betegeink széruma nagy mennyiségii anti IgE antitestet tartalmaz. Ez azonban nem valo6szinti,
mert kiilonbdzo tanulmanyok azt irtak le, hogy a kronikus urticarias betegeknek csupan 9%-a
rendelkezik funkcionalis anti IgE antitestekkel, és a legtobb autoantitest a nagy affinitast IgE
receptorhoz kotddik (230). A masik, sokkal valoszinlibb magyarazat, hogy az Da bazofil
sejtei erdsen aktivalt allapotban vannak, ezért a sejtek fokozottabb mértékben szabaditanak fel
hisztamint és egyéb mediatorokat (397).

Tanulmanyainkban az ASST csak akkor mutatott jo korrelaciot a HR és BAT
vizsgalatokkal, ha szenzitizalt Da sejteket hasznaltunk. A HR teszt és az ASST kozotti
korrelaciot vizsgald tanulményok eredményei ellentmondéasosak. Egyes szerzok egyetértenek
abban, hogy az ASST pozitiv betegek szérumanak csupan egy része képes hisztamin
felszabadulast kivaltani, ami az esetleges alpozitiv ASST eredményekbdl ered (230,231,398).
Egy masik magyardzat az lehet, hogy a funkciondlis tesztek szenzitivitdsa nem megfeleld.
Kisérleteink soran a HR mérés és az ASST jol korreldlt egymadssal, ha az in vitro teszt
szenzitivitasat egy erdsen szenzitizalt atopias donor sejtjeinek alkalmazasaval noveltiik. Asero
és kollégai szintén fokoztdk a HR vizsgéalat érzékenységét egy masik megkozelités
segitségével. Hat kiillonb6z6 nem atopids donor sejtet (hdrom bazofil granulocitat és harom
hizdsejtet) hasznalva 94%-os pozitivitast kaptak az ASST és a HR kozotti Osszefliggés
vizsgalatakor (232).

A szérumok IgE és ECP szintjét, mint atopids markerek szintjét, 6sszehasonlitottuk a
szérumokkal tortént inkubéci6 hatasara bekovetkez6 CD63 expresszioval. Mérsékelt negativ
korrelaciot tapasztaltunk az IgE és ECP mennyiség és a CD63 expresszio kozott. Mindkét
marker szignifikdnsan alacsonyabb értéket mutatott a CD63+ és ASST+ csoportban. Wedi és

munkacsoportja szintén vizsgalta a fent tényezok kozotti Osszefiiggést, de nem mutattak ki
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szignifikanciat. Ez is a két BAT kozotti kiilonbségekkel magyardzhatd. A magasabb ECP
szint és a negativ ASST kozotti Osszefliggést megerdsitik Sabroe eredményei is, miszerint a
negativ ASST-t ado kronikus urticaridsoktdl vett biopszids anyagban magasabb az aktiv
eozinofilek szdma (191). Eredményeink alatamasztjdk azt a feltevést, hogy az eozinofil

aktivacio nem jatszik szerepet az AIU patogenezisében.

Végeredményben az altalunk alkalmazott modositott CD63 BAT megbizhat6 funkcionalis
tesztnek tlinik az AIU diagnosztikajaban, mely jo 0sszefiiggést mutat a HR vizsgalattal. A két
funkcionalis teszt kozotti korreldcid erdsebb, amennyiben mindkét teszthez erdsen
szenzibilizalt DA sejtjeit haszndljuk, de Dya sejteken is fenn 4all. Az ASST és a két
funkcionalis médszer 0sszehasonlitasa soran akkor kaptunk jo egybeesést, ha a funkcionalis
teszteket Da sejteken végeztiik. Eredményeink alapjan a sziirdvizsgalatként végzett ASST
megerdsitd vizsgalataként javasoljuk a BAT alkalmazasat az AIU diagnosztikdjaban, mely
alternativaként szolgalhat a HR mellett, azon laboratériumok szamadara, ahol az &aramlasi
citometria mddszere rendelkezésre all. BAT AIU diagnosztikajaban vald alkalmazasanak
pozitiv megitélését bizonyitja, hogy a legijabb nemzetkozi kozlemények is elfogadjak és

alkalmazzak (309,400).

Klinikai vizsgalatok a kronikus urticaria alcsoportjaiban

Tovabbi vizsgalataink célja a BAT klinikai gyakorlatban valo alkalmazhatosagénak
felmérése volt. 109 betegnél a kronikus urticaria leggyakoribb formait hasonlitottuk &ssze
(FU, KIU ¢és AIU) a betegség sulyossagat, kisérébetegségek meglétét, autoantitestek jelenlétét
¢és az alkalmazott terapias protokoll hatékonysagat figyelembe véve ugy, hogy az AIU a BAT
pozitivitas alapjan lett diagnosztizalva. Az irodalomban az AIU-t altaldban a HR assay
eredményei alapjan diagnosztizaljak (392,401).

Az irodalomban a szerzOk tobbsége egyetért abban, hogy a FU aranya a kronikus
urticarids betegek kozott 30-35%, mig az AIU 27-35%-ot (183,402) képvisel.
Vizsgalatunkban a kronikus urticarids betegek 43%-ka AIU, 32%-a KIU ¢és 25% FU beteg.
Az AIU magasabb és a FU csoport alacsonyabb szazalékos aranya betegeink kozott azzal
magyarazhaté, hogy az enyhébb urticaria formakat a haziorvosok ¢és a boérgyogyaszati
ambuléns szakrendelések sikeresen kezelik. A sulyosabb vagy terapia rezisztens urticaria
eseteket utaljak dontden a Borgyogyaszati Klinikank (harmadik ellatdsi szint) Allergoldgiai

Szakrendelésére.
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Vizsgalatunkban 75%-0s ndi dominanciat (3:1) figyeltiink meg a kronikus urticarids
betegek kozott, és egy még kifejezettebb néi dominanciat talaltunk az AIU csoporton beliil
(87,2%). Eredményeinket szamos irodalmi adat erésitette meg. Tobbek kozott Sabroe és mtsai
61%-0s (66/107) néi dominanciat irtak le az autoantitesttel rendelkez6 csoporton belil (191).

A betegség sulyossaganak megitéléséhez a Breneman ¢és mtsai altal bevezetett
pontrendszert alkalmaztuk kisebb médositassal annak érdekében, hogy alkalmazhatova valjon
a FU-s esetekben is (305). A FU csoportban az urticaria scoret nehéz alkalmazni, mivel nem
mindegyik FU esetében jelentkeznek folyamatosan a tiinetek. Emiatt csak a D és C betegeknél
szamoltunk score értékeket, melyek hasznos informacidt nyujtottak arrol, hogy a betegség
mennyire befolyasolja az ¢letmindséget. Eredményeink alapjan az AIU-s betegek 0ssz-
pontszama szignifikansan stlyosabb volt a KIU-s, illetve D és C betegekénél. Sabroe és mtsai
kozleménye alapjan, a szérum autoantitestekkel rendelkez6, HR+ betegek szignifikdnsan
magasabb urticaria score-ral jellemezhetok, de a szerzok csak az AIU-s és a KIU-s betegeket
vetették Ossze. Ezen eredmények is a BAT megbizhatosagara utalnak, hiszen az autoimmun
¢s nem autoimmun csoport sulyossaga kozott szignifikdns kiilonbség adddott akkor is ha a
BAT ¢és akkor is ha a HR alapjan lettek szétvalasztva a csoportokat. Nettis és mtsai azonban
az ASST alapjan elkiilonitett csoportok kozott nem tudtak szignifikans kiilonbséget kimutatni
(403). Az irodalomban eldszor hasonlitottuk 0ssze a FU-s betegek adatait AIU-s és KIU-s
betegek adataival. Bar a totdl urticaria score magasabb volt a KIU csoportban, a KIU és D és
C betegek total urticaria score értékei kozott nem észleltiink szignifikans kiillonbséget. Ennek
hatterében szintén az allhat, hogy Klinikankra csak a legstulyosabb FU-s eseteket iranyitjak.

Tobb kozlemény szamol be AIU-s betegekben végzett autoantitest kimutatasrol.
Leggyakrabban antithyreoida antitesteket (a-TG, a-TPO) talaltak, de néhdny tanulmanyban
ENA, cardiolipin, béta-2 glicoprotein, rheuma factor, endothelsejt és myeloperoxidase ellenes
antitesteket is kimutattak kronikus urticarids betegeknél (404-406). Osszhangban ezen
eredményekkel vizsgalatunkban szintén szignifikdnsan gyakrabban talaltunk pajzsmirigy
ellenes antitesteket az AIU csoportban szemben a masik két alcsoporttal. Masfeldl
vizsgélatunkban nem tudtunk szignifikansan magasabb ENA vagy endothel ellenes antitest
szintet kimutatni a kronikus urticarias betegek korében.

Caproni ¢és Sabrone szintén vizsgaltdk a kronikus urticarids betegek csaladi és
autoanamnézisében az atopids ¢és autoimmun megbetegedések, valamint az urticaria
el6fordulasat, de nem tudtak kimutatni szignifikdns eltérést az autoantitesttel rendelkezd,
illetve nem rendelkezd betegek kozott (191,407). Sajat felmérésiinkben az AIU-s betegek

csaladi anamnézis€ében szignifikdnsan magasabb urticaria, egyéni anamnézisében
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szignifikdnsan magasabb autoimun betegség eldéforduldsi gyakorisagot talaltunk
Osszehasonlitva a KIU-s és FU-s alcsoportokkal. Az atopids megbetegedések és a
gyogyszerallergia tekintetében nem talaltunk szignifikéns eltérést a harom alcsoport kozott. A
kronikus urticarias betegek 11%-anal szerepelt gyogyszerallergia az anamnézisben, mig
Humphreys és mtsai 9,8%-0s gyakorisagrdl szdmoltak be hasonl6é betegcsoportban (406).

A kronikus urticarids betegek kezelésében harom 1épcsés protokollt alkalmaztunk
(231,409, 410). Minden urticarias beteg elsd 1épésben antihisztamint (kezdetben monoterapia,
majd sziikség esetén kombindlt kezelés) kapott, melyre a betegek 45%-a jol reagalt. A
cetirizine monoterapia, ill. a cetirizine és H2 antihisztamin kombinacids terapia hatékonysagat
szamos kozlemény targyalta. Handa €s mtsai szerint 97 KIU beteg 88,4%-4nal bizonyult
hatékonynak a cetirizine monoterapia (51,9% valt tlinetmentessé, 36,5%-nal részleges javulast
tapasztaltak) (410). Masfel6l a Harvey ¢és mtsai altal kozolt eredmények alapjan a
hydroxizine-cimetidine kombinacié a KIU-s betegek 58%-anal bizonyult hatékonynak (411).
A kiilonb6z6 antihisztamin terapiak hatékonysagat azonban még nem vizsgaltdk a kronikus
urticaria harom alcsoportjara lebontva. Vizsgalatunkban az elsé vonalbeli kezelés a KIU-s
betegek 68,6%-aban, a FU-s betegek 70,3%-aban és az AIU-s betegek 12,8%-aban bizonyult
hatékonynak. Ezek alapjan az AIU nemcsak a kronikus urticaria legstilyosabb formajanak
szamit, de egyuttal legkevésbé reagal a hagyomanyos antihisztamin terapiara.

Azoknal a KIU-s és AIU-s betegeknél, akiknél az els6 vonalbeli kezelés ineffektivnek
bizonyult, per os kortikoszteroid kezelést inditottunk. Annak ellenére, hogy nem késziilt
kettés vak, placebo kontrollalt vizsgalat a kortikoszteriodok eredményességérél a kronikus
urticaridban, hatékonysdguk vitathatatlan e betegcsoportban (412). Nincs altalanosan
elfogadott protokoll a kortikoszteroid adésat illetén, de altalanossdgban elmondhatd, hogy a
HI receptor antagonistdkat folytatni kell a szteroid kezelés megkezdése utan is, illetve
tartdzkodni kell az elhuzodo szteroid kezeléstdl annak lehetséges mellékhatasai miatt. Az
oralis kortikoszteroidokra nem reagald 19 AIU-s betegnél cyclosporin A terapiat inditottunk,
melyre 78,9%-uk valt tlinetmentessé. Ezzel a gydgyszerrel kapcsolatban Greaves és mtsai
75%-ot meghalad6 eredményességrdl szamoltak be, a késdbbiekben a terdpia befejezése utan
a betegek harmada maradt remisszioban, egyharmadanal enyhe, mig a maradék harmad
esetében sulyos relapszus alakult ki (224,413).

Amennyiben tehdt a HR helyett a CD63 BAT-et alkalmaztuk az AIU-s betegek
diagnosztikédjaban, a korabbi vizsgalatok eredményeivel dsszhangban az AIU a legstlyosabb
kronikus urticaria formanak bizonyult. Az AIU-s betegek csaladjaban mas urticaria formak,

mig egyéni anamnézisiikben egyéb autoimmun betegségek eléforduldsa bizonyult
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szignifikansan gyakoribbnak. Masfelol a KIU ¢és FU alcsoportok 0Osszesitett urticaria
pontszdmaban és antihisztamin terdpidra adott valaszaban nem volt szignifikans kiilonbség

kimutathato.

V. 4. Adhézios molekulak — Pemphigus

V.4.1. Eredmények
1. P-cadherin immunhisztokémiai kimutatasa pemphigusban (n=14)

Pemphigus vulgarisban ¢és foliaceusban szenvedd betegek 1ézionalis bérmintdiban a P-
cad nem csupan a bazalis és szuprabazalis keratinocita sejtsorok felszinén volt kimutathat6,
ami a normal bodrre jellemzd, hanem a magasabb epidermalis rétegekben is, melyek a bulla

tetején helyezkedtek el (26. ébra).

26. abra: P-cad festédés kontroll (A)
boron, pemphigus vulgarisban (B) és
pemphigus foliaceusban ©).
Magfestésre haematoxylin jelolést
alkalmaztunk, nagyitas: A, C 40X, B
100X.

2. Az adhéziés molekulak kifejezodésének vizsgalata kontroll HaCaT keratinocitak
tenyésztési idejének, azaz a proliferacios és differencialtsagi allapotanak fiiggvényében
A HaCaT keratinocitdk egészen addig gyorsan osztddnak, mig el nem ¢érik a
konfluencia allapotat (vagyis mig teljesen be nem ndvik a tenyésztdedényt), majd beindul a
nagy sejtdenzitas-indukalta differencidlodasi program és az osztddas liteme lelassul (414).
Kisérleteink soran ezért eldszor az adhézids molekulak kifejez6dését kontroll HaCaT

sejtek tenyésztése soran vizsgaltuk. A sejteket 9 napon keresztiil kétnaponta dsszegyijtottiik,
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majd az adhéziés molekuldkra nézve Western blotot és kvantitativ denzitometrids analizist
végeztiink. Megallapitottuk, hogy a kiilonféle sejtfelszini adhézids molekuldk kifejezddése
eltér6 modon valtozott. Az epidermisben a differencialt felsd rétegekben kifejez6dé dsg-1
alacsony expresszids szintet mutatott a proliferald, szubkonfluens kultarakban. A molekula
kifejez0dése ugyanakkor drdmai moddon megemelkedett a nagy sejtdenzitas, azaz a
konfluencia (5. tenyésztési nap) elérésekor beindulo differencialédas soran (27. dbra).

Ezzel ellentétben, a dsg-3, mely az epidermis bazdlis €s szuprabazalis rétegeiben
talalhato, egyre nagyobb expresszidt ért el a proliferacié intenzitdsanak fokozodasaval (1-5.
napok kozott), mig ezen adhézids fehérje praktikusan nem volt detektalhato a differencidlodo
keratinocitakban. Ehhez hasonloan (bar eltérd mintazatot mutatva), a P-cad szintje ugyancsak
a proliferald sejtekben volt a legnagyobb, ugyanakkor kifejezddése jelentésen csokkent a
posztkonfluens tenyészetekben (27. bra).

Adataink alapjan Ggy tiinik, hogy az altalunk vizsgélt HaCaT sejtekben a proliferacio
¢és differencialddas megszabja az adhézios molekulak kifejezédését, illetve a proliferacids és
differencidlodéasi tenyésztési protokoll jol ,utdnozza” az in vivo éllapotot, azaz a

modellrendszer jol alkalmazhaté az adhézids molekulak kifejezodésének in vitro vizsgalatara.
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27. abra Az adhéziés molekuliak expressziéjanak valtozasa a tenyésztési napok fiiggvényében
A) Az adhéziés molekulak kimutatasara Western blotot készitettiink. B) Ezt kovetéen megmértiik az
egyes immunjelek denzitometrias intenzitasat, majd az adott kisérletben legerdsebb jel intenzitiasara, mint
100 %-ra normaltuk (az abran 3 fiiggetlen kisérlet atlag=SEM értékeit tiintettiik fel).

3. Az adhéziés molekulak Kkifejezddésének vizsgalata kiilonféle PKC izoformakat
stabilan tultermelo HaCaT Keratinocitakban
Ezt kovetden a kulonféle PKC izoenzimeket taltermeld és ennek kovetkeztében

jelentdsen megvaltozott proliferacios €s differencialtsagi allapotih HaCaT sejteken vizsgéltuk
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a harom adhéziés molekula kifejez6dését. Azonos (kb. 60-70 %-os) konfluencidnal
Osszegylijtott sejteken végzett Western blot analizis elvégzése utan azt tapasztaltuk, hogy az
egyes izoenzimek jelenléte, illetve az altaluk modositott ndvekedési jellemzok (jelentds
varidbilitast mutatva) differencialt modon valtoztattdk meg az adhézidés molekuldk
expressziojat (28. abra).

Eszerint a hiperproliferativ, PKCB-t expresszald keratinocitdkban (a varakozasoknak
megfelelden) jelentdsen és szignifikans modon megndvekedett a P-cad szintje. Meglepd
modon ugyanakkor azt mértiik, hogy sem a dsg-1, sem a dsg-3 szintje nem valtozott a kontroll
nures” vektorral transzfektalt) sejtek értékeihez képest. Az ugyancsak hiperproliferativ
novekedésii €és lecsokkent differencialtsagi allapoti PKCe-t kifejezd sejtekben ugyanakkor a
dsg-3 szintje szignifikdnsan emelkedett, a dsg-1 expresszidja pedig szignifikdns mddon
lecsokkent, mig a P-cad kifejez0dése nem valtozott meg a kontrollhoz képest. A
hipoproliferativ, magasan differencialt sejtek vizsgalata soran kideriilt, hogy a PKCa-t
overexpresszalo sejtekben a dsg-3 és P-cad kifejez0dése szignifikansan csokkent a kontroll
sejtekéhez képest, mig a dsg-1 szintje lényegesen nem véaltozott. A proliferacios allapot
alapjan felallitott ,,varakozdsokhoz” leginkabb hasonlitdé képet az ugyancsak nagy
differencialtsagi allapot PKCo-t kifejezd sejtek vizsgalatakor kaptuk. Megallapitottuk, hogy
a dsg-1 expresszidja fokozddott, mig ezzel ellentétben a dsg-3 és P-cad szintje csokkent a
kontrollhoz képest.

Ezen eredmények alapjdn ugy tlinik, hogy a kiilonféle adhéziés molekuldk
kifejez6dését nemcsak a proliferacios és differencialtsagi allapotban, de a kiilonféle PKC
izoformak overexpressziojanak kovetkeztében kialakuld moddosulasok is befolyasoljak.
Eredményeink emellett azt is sugalljak, hogy az adott PKC izoformak eltéré modon képesek
egyes adhézidos molekuldk expresszidjanak szabdlyozasara. Azaz, habar a PKCP és ¢
overexpresszor sejtek egymashoz nagyon hasonldan hiperproliferativnak, és a PKCa és &
izoformdkat kifejezd sejtek hipoproliferativnak bizonyultak, benniik differencialt mddon

valtozott meg az egyes adhézios molekuldk kifejezédése.
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28. abra Az adhéziés molekulak expresszidja a kiilonféle PKC izoformakat overexpresszalo HaCaT
keratinocitikban
A) Az adhéziés molekulak kimutatasara Western blotot készitettiink. B) Ezt kovetéen megmértiik az
egyes immunjelek denzitometrias intenzitasat, majd a kontroll (,,iires” vektorral transzfektalt) sejtek
vizsgalatakor kapott jel intenzitasara, mint 100 %-ra normaltuk (3 fiiggetlen kisérlet atlagtSEM értékeit
tiintettiik fel, * = P<0,05)

4. A PKCS inhibitor Rottlerin hatisa az adhéziés molekulik Kkifejezodésére kontroll
HaCaT keratinocitakban

A PKC izoformék fenti szerepének tovabbi vizsgalatira farmakologiai €és mas
molekularis bioldgiai kisérletekkel folytattuk vizsgalatainkat. Mivel fenti kisérleteink soran
beigazolodott, hogy mind a proliferaciés ¢és differencialtsdgi allapot, mind egyes PKC
izoformak képesek az adhézidés molekulak expresszidjanak befolydsolasara, ezért a PKC
izoformak pontos szerepét olyan sejteken kivantuk tisztazni, melyekben az adott kisérletes
koriilmények kozott (és napok alatt) csak minimdlis mértékben valtozik az adhézios
molekulak kifejezédése. Kontroll HaCaT keratinocitakban az 1. és 3. tenyésztési napok kdzott
egyediil a dsg-3 szintje valtozott kdozepes mértékben, mig a masik két adhézidés molekula
szintje az 1. napon mért szintekhez nagyon kozel maradt. Igy az alabb bemutatandd
kisérleteinket ezen fenti két tenyésztési nap kozott végeztiik.

Elészor kiilonféle PKC inhibitorok hatasat kivantuk elemezni. Sajnéalatos modon, a
kereskedelmi forgalomban fellelhetdé izoforma-specifikus gatldszerekrdl kideriilt, hogy
kiilonféle sejtes rendszerekben szamos mas enzim miikodését is képesek befolyasolni (415).
Manapsag egyediil a Rottlerinrdl allithatjuk, hogy 5 uM koncentracio alatt képes a PKCo
gatlasara (416). Kisérleteinkben ezért kizardlag ezen anyag hatasat vizsgaltuk.

Western blot technikéaval kimutattuk, hogy kontroll HaCaT sejteket 2 napon keresztiil
naponta kezelve Rottlerin kiilonféle koncetracioival (azaz a differencidlodasban pozitiv

szerepet jatsz6 PKCO gatlasaval) a dsg-1 szintje dozisfiiggden csokkent, mig a dsg-3 és P-cad
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kifejezddése fokozodott a kontrollhoz képest (29. dbra). Ezen adataink jo egyezést mutattak a

PKCd overexpressszor keratinocitdk vizsgalatakor kapott eredményekkel, mely sejtekben
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29. abra A PKC3 gatlészer Rottlerin hatasa az adhéziés molekuliak expresszidjara kontroll HaCaT
keratinocitakban
A) A sejteket kb. 20 %-os konfluencianal Rottlerin fenti koncentracidival 2 napig naponta kezeltiik, majd
az adhéziés molekulak kimutatasara Western blotot készitettiink. B) Ezt kovetéen megmértiik az egyes
immunjelek denzitometrias intenzitasat, majd a kontroll sejtek vizsgalatakor kapott jel intenzitasara,
mint 100 %-ra normaltuk (3 fiiggetlen kisérlet atlag+tSEM értékeit tiintettiik fel, * = P<0,05)

5. RNS-interferencia segitségével csokkentett PKC expresszio hatasa az adhézios
molekulak kifejezodésére kontroll HaCaT keratinocitakban

Végezetiil kisérleteink utolsé részében, a fent bemutatott 1. és 3. tenyésztési napok
kozott, RNSi technika alkalmazasadval az egyes izoformak szelektiv down-regulacidjat
hajtottuk végre, majd vizsgaltuk az adhéziés molekulak kifejezodésében bekovetkezd
esetleges modosulasokat. El6szor az RNSi beavatkozas hatékonysagat ellendriztiik Western
blot alkalmazédsaval (30/A é&bra). Megallapitottuk, hogy 12 ¢6ra elteltével egyik izoforma
szintje sem csokkent a kontroll (azaz a kontroll RNSi probaval transzfektalt) sejtekhez képest
(30/B abra). Ehhez nagyon hasonléan kimutattuk tovabba, hogy a 24 6raig ,.kezelt” sejteken
is csupan a PKCP szintje csokkent szignifikans (de csak minimalis) mértékben.
Bebizonyosodott ugyanakkor, hogy 48 6raval az RNSi transzfekcid utdn az 6sszes ,,célzott”
PKC izoforma szintje jelentésen (4tlagosan a kontroll kb. 20 %-éara) csokkent (30/B abra).
Fontos megallapitasunk volt emellett, hogy a beavatkozas szelektivnek volt mondhatd, hiszen
nem tapasztaltunk mérhetd valtozast sem a tobbi (,,nem tdmadott””) PKC izoforma, sem a két

vizsgalt endogén kontroll kifejezédésében. Ennek megfelelden ezt kdvetden a 48 oraig kezelt
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mintakban vizsgaltuk az adhézios molekuldk expressziojat. A western blot eredményeihez
hasonlé eredményeket kaptunk mRNS szinten is, melynek vizsgalatat Q-PCR segitségével
végeztik.

Kimutattuk, hogy —hasonléan a PKC overexpresszido esetében tapasztaltakhoz —a
PKC izoformak szelektiv down-regulacigja differencialt médon valtoztatta meg az adhézids
molekuldk kifejezddését (30/C. abra). A ,hiperpoliferativ’ PKCp-t alacsonyan expresszalo
sejtekben lecsokkent a proliferdlo sejtek markereként értelmezheté P-cad szintje, mig a dsg-1
¢és dsg-3 kifejezddése nem moddosult. Ehhez jol illeszkedden a szintén proliferaciot fokozo
PKCe down-regulacidja szignifikdins modon csokkentette a P-cad és (ugyancsak a stratum
basaléban kifejez6dd) dsg-3 szintjét, valamint ndvelte a differencialodo sejtekben fokozottan
megjelend dsg-1 expressziodjat.

A ,hipoproliferativ”’ atalakulast eredményezd izoformak vizsgalatakor ugyanakkor
megallapitottuk, hogy a PKCa szintjének molekuldris csokkentése fokozta a dsg-3 és P-cad
expressziojat, mig nem volt hatdssal a dsg-1 kifejezddésére. Ehhez nagyon hasonléan a PKCd
down-reguléacidja ugyancsak novelte a dsg-3 és P-cad szintjét, ugyanakkor csokkentette a dsg-
1 expresszidjat.

Mindezen adataink tovabb erdsitették azon megallapitasunk helyességét, hogy egyes
sejtfelszini adhézos molekulak kifejezddésének szabalyozasaban —a sejtek differencialtsagi
allapotan tal —adott PKC izoformak meghatarozo, egymastol részben eltérd, ugyanakkor

egymassal gyakran ellentétes szereppel birnak.
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30. abra Az adhéziés molekulik kifejez6dése RNSi technikaval megvaltoztatott PKC izoemzimmintazati
kontroll HaCaT Kkeratinocitakban
A) reprezentativ Western blot egy 48 6ra utan elvégzett kisérlet eredményét mutatja. B) Az RNSi
beavatkozas hatasa a ,,célzott” PKC izoformak expresszidjara. C) Az RNSi beavatkozas hatasa az
adhézios molekulak expresszidjara. Mindkét esetben megmértiik az egyes immunjelek denzitometrias
intenzitasat, majd a kontroll sejtek vizsgalatakor kapott jel intenzitasara, mint 100 %-ra normaltuk (3
fiiggetlen kisérlet atlagtSEM értékeit tiintettiik fel, * = P<0,05).

V.4.2. Megbeszélés

A dezmoszomalis és a klasszikus cadherinek kozotti kompenzacio vizsgalata

A kiilonféle dsg molekuldk kozott mikodd kompenzacid  segitségével a
dezmoszémalis cadherinek bizonyos mértékig tudjak kompenzalni egymas hianyat a
nyalkahartyan és az epidermisben, vagyis a dsg-1 1étre tudja hozni az adhéziot a dsg-3 nélkiil
is, és forditva (237). Ezzel magyarazhato, hogy pemphigus vulgarisban amennyiben kizarélag
dsg-3 ellenes antitesttel rendelkezik a beteg, bdrtiinet nem jelenik meg, csak nyalkahartya
tiinet, mig azon pemphigus vulgarisos betegeknek, akik mind dsg-3, mind dsg-1 ellenes
antitesttel rendelkeznek, bortiinetiik is van (250). Sokkal kevesebb az irodalmi adat arra
nézve, hogy a dezmoszomalis cadherinek ¢€s a klasszikus cadherinek kozott kimutathato-e
hasonlé egylittmiikodés az epidermis struktaralis integritdsanak fenntartdsa érdekében. Az
elsd in vivo bizonyitékot a klasszikus €s dezmoszomalis cadherinek kozotti szinergizmusra
Lenox ¢és mtsai kozolték (417). P-cad és dsg-3 kettds knock out egeret allitottak eld, mely
egérben a két cadherin detektalhatosdga teljesen hidnyzott az epidermis bazalis és
szuprabazalis rétegeiben valamint a szajnyalkahartya teljes vastagsdgaban. Olyan knock out

egereken, melyek csak a P-cad tekintetében voltak mutansak alig voltak észlelhetok klinikai
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jelek, a dsg-3 mutans egér a pemphigusra jellemz6 klinikai képet mutatta, de hosszan talélt,
azonban a kettds knock out egér stlyos tlinetei miatt egy hetes kora el6tt elpusztult.

Sajat vizsgéalataink eredményei is alatdmasztjdk a dezmoszomalis cadherinek és a P-
cad kozott fennalld kooperaciot, ugyanis immunhisztokémiai modszerrel pemphigusos tiinetes
bor tertiletén, ahol a dsg-1 és dsg-3 funkcidja karosodott, a P-cad expresszio fokozodasat,
magasabb epidermalis régidokban torténd megjelenését mutattuk ki. Az irodalomban egyediil
Hakuno ¢és mtsai kozoltek hasonld vizsgalatokat Gsszesen 4 pemphigus vulgarisban és
foliaceusban szenvedd beteg vonatkozdsidban (418). Véleményiik szerint eredményeik arra
utalnak, hogy a P-cad szerepet jatszhat az autoimmun hoélyagos betegségek
patomechanizmusaban, ugyanakkor mi inkdbb a klasszikus és dezmoszoémalis cadherinek
kozotti szinergizmus ujabb bizonyitékanak tulajdonitjuk a kapott eredményeket. Ugyancsak
felmeriil a P-cad fokozott megjelenésének hatterében a megvaltozott proliferacid és
differencialodas (419), vagy a megvaltozott intracellularis Ca®" koncentracié (420). Régota
sziikséges (421). Az epithelidlis sejtek gyorsan ndvekednek intercellularis kapcsoloddsok
nélkiil <0.ImM Ca®" koncentracio mellett, azonban gyorsan Osszekapcsolodnak, ha a
Ca”'koncentraci6 1.0mM-ra emelkedik. Ez azt jelentheti, hogy a dezmoszomalis
komponensek alacsony Ca®" koncentracié esetén is szintetizalodnak, kapcsolodnak az
intermedier filamentumokkal, és transzportdlodnak a sejtfelszinre, de nem képesek adherens
kotédésre, gyorsan internalizalédnak és degradalodnak (422-424). Az irodalomban azonban
nagyon kevés informacio talalhatd arrdl, hogy a PKC rendszer, mely miikodésében szintén
fontos szerepe van a Ca’’-nak, résztvesz-e az adhézids molekuldak kifejez6désének

szabalyozasaban.

A keratinocitik differencialtsagi allapota, a PKC rendszer és az adhézios molekulak
expresszioja kozotti kapcsolat vizsgalata

Elsd kisérleteinkben arra kerestiik a valaszt, hogy human immortalizalt HaCaT
keratinocitakban in vitro megfigyelheté-e a kiilonféle adhézidés molekulak epidermisben in
vivo leirt jellegzete eloszlasa (235,236). Kimutattuk, hogy a nagy sejtdenzitas altal indukalt
differencialodasi program ugyanolyan valtozasokat inditott be a sejtek tenyésztése soran, mint
az az epidermisben megfigyelhetd. Azaz megallapitottuk, hogy a sejtek differencialodasaval
parhuzamosan fokozodott a stratum granulosum marker dsg-1 kifejez6dése, mig foként a
bazalis keratinocitakban megjelend dsg-3 és P-cad expresszioja csokkent. Kimondhatjuk

tehat, hogy in vitro kisérletes elrendezésiink jol modellezte az in vivo allapotokat.
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Vizsgaltuk emellett az adhéziés molekuldk kifejezddését olyan HaCaT
keratinocitakban is, melyek proliferacidos és differencidltsagi allapota nem a sejtdenzitas
valtozasanak kovetkezményeként mddosult, hanem kiilonféle PKC izoformék rekombindns
overexpressziojanak koszonhetéen. Megallapitottuk, hogy ezen hipoproliferativ (PKCa vagy
O overexpresszor) €s hiperproliferativ (PKCPB vagy & overexpresszor) sejtekben a nagy
sejtdenzitas-indukalta differencialodasi program beindulasaval Osszevethetd tendenciat
mutatva valtozott meg az adhézidos molekuldk kifejezodése. Kimutattuk ugyanakkor azt is,
hogy az egyes PKC izoformdk taltermeltetése, az adott hiper- vagy hipoproliferativ
»csoporton” beliil, egymdstdl részben vagy jelentdsen eltéré modon véltoztatta meg az
adhézidos molekuldk szintjét, mely felvetette, hogy a folyamat szabalyozasaban a PKC
izoformak is részvehetnek (adott esetben a differencialtsagi allapottol fiiggetleniil).

Ezt vizsgalva — fenti kisérleteinket tovabbi molekularis biologiai (siRNS technika) és
farmakologiai megkozelitésekkel kiegészitve — megéllapitottuk, hogy a ,hiperproliferativ”’
PKCp szerepe kizarolag a stratum basale marker P-cad kifejezddésnek fokozasaban nyilvanul
meg, mig ezen izoenzim aktivitdsa nincs hatdssal a szintén ,,proliferacids marker” dsg-3 és a
stratum granulosumra jellemzé dsg-1 expressziojara. Ugyanakkor az ugyancsak
,hiperproliferativ’ PKCe nem fokozta a P-cad kifejez6dését, de megnovelte a dsg-3 és
csokkentette a dsg-1 expressziojat. Ugy tiinik tehat, hogy habar minkét izoforma jelenléte
differencialodasat, az altalunk vizsgalt adhézids molekuldk kifejezdédésének szabalyozasaban
differencialt szereppel birnak. Megjegyzendd, hogy egyediil a PKCe esetében tapasztaltunk
kiilonbséget a rekombinans overexpresszid és az siRNS technika alkalmazéasa soran. Azaz, a
PKCe overexpresszor sejtekben nem tapasztaltuk a P-cad fokozodasat, ugyanakkor a PKCe
down-regulécidja a mért legjelentdsebb mértékben csokkentette ezen adhézids molekula
kifejezddését. A jelenség magyarazatat egyeldre nem ismerjiik.

Kimutattuk tovabba, hogy a ,hipoproliferativ’ izoformak —a fenti izoenzimekhez
hasonldan (de a valtozas iranyara vonatkozoan ellentétesen) — ugyancsak egymastol részben
eltéré6 moédon szabalyoztak az adhézids molekuldk kifejezddését. Bebizonyosodott, hogy a
PKCa csokkenti a ,,proliferacios marker” dsg-3 és P-cad expresszidjat, mig nincs hatassal a
»differencidlodasi marker” dsg-1 kifejezddésére. Megallapitottuk azt is, hogy a PKCS
mindharom molekula szintjét szabalyozza: csokkenti dsg-3 és P-cad és fokozza a dsg-1

expresszigjat. Kimondhatjuk tehat, hogy az Aaltalunk tanulméanyozott PKC izoformak
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meghatarozo, egymastol részben eltérd, ugyanakkor egymassal gyakran ellentétes szereppel
birnak a sejtfelszini adhézios molekulak kifejezddésének szabalyozéasaban.

Az eredmények egy mas aspektusbol (azaz az adott adhézidés molekulak oldalarol)
valo Osszefoglaldsa ugyanakkor egy tovabbi érdekes jelenséget is megvilagit. Ugy tiinik
ugyanis, hogy a kiilonféle adhézidos molekulak kifejezddésének mértéke fligg természetesen, a
keratinocitak differencialtsagi allapotatol, de ezen tilmenden eltéréd szamu PKC izoforma
antagonisztikus 0sszjatékaként ,allitddik be”. Kisérleteinkben bemutattuk, hogy a P-cad
expresszi®jat a harom vizsgalt izoforma szabéalyozza, a PKCP fokozza mig, a PKCa ¢és &
csokkenti. Megallapitottuk ugyanakkor, hogy az ugyancsak stratum basale ,,marker” dsg-3
szintjét a PKCa ¢és 6 gatld hatasan kiviil csak a PKCe novelte mig, az ugyancsak proliferaciot
serkentd PKCP nem befolyasolta. Végezetiil bebizonyosodott, hogy az inkabb differencial6do
sejtekben megjelend dsg-1 expressziojat ,.csak” két izoforma modositotta a PKCe
csokkentette a PKCO ndvelte mig, a masik két izoenzim nem befolyasolta azt.

Sajat eredményeinket irodalmi adatokkal nem tudtuk Gsszevetni, mivel az egyes PKC
izoenzimek adhézids molekuldk kifejezddésére gyakorolt hatdsanak vizsgalata mind ez ideig
nem volt ismert. Kitajima és mtsai eredményei, miszerint PKC inhibitorok ¢és aktivatorok
alkalmazasa hatast gyakorolt a dezmoszomak ¢és adherens junkciok kialakuldsara, felvetette
mar korabban, hogy a PKC rendszer valdsziniileg jelentds szerephez jut az adhézos
molekulak megjelenésének szabalyozasaban (258).

In vitro eredményeinket Osszefoglalva megallapithatjuk tehat, hogy — habar
természetesen tovabbi kisérletek sziikségeltetnek annak tisztazasara, hogy egyes izoenzimek,
amelyek erdteljesen képesek a differencidltsagi allapot befolydsoldsara, miért csak az egyik
vagy masik adhézids molekula kifejez0dését szabdlyozzak —humén epidermalis HaCaT
keratinocitdakban a kiilonféle sejtfelszini adhézidos molekuldk kifejezodését a sejtek
differencialtsagi allapota, valamint egyes PKC izoformdk aktivitasa egyarant szabalyozza. A
szabalyozas mechanizmusénak teljes korti ismerete megadhatja a késdbbiekben a lehetdséget

ezen antigének képzOodésének befolyasolasara autoimmun holyagos bérbetegségekben.
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V.5. Szisztémas autoimmun korképek

V.5.1. Eredmények
1. A harom Ro/SSA mRNS és az La/SSB mRNS harom hasitasi formajanak detektalasa
tenyésztett human keratinocitakban és HaCaT sejtekben

Normal humén keratinocitdkban és HaCaT sejtekben az La antigén mRNS 3
kiilonb6zé forméjat (31/A ébra) els6ként sikeriilt kimutatnunk, ahol az La 1' forma
expresszidja lényegesen kisebb, ha azt limfocitakhoz hasonlitjuk (nem mutatott). Kimutattuk
a Ro antigén mRNS mindharom formajat is ahol a bazalis expresszid értéke az La 1 formahoz
viszonyitva mindhdrom Ro esetében kisebb volt (31/B abra), és a 60 kD-os Ro mRNS szintje
bizonyult a legkisebbnek.
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31. abra: A Ro és La mRNS-ek PCR-rel tortén6 kimutatasa. A. Az La autoantigén mRNS-einek
kimutatiasa PCR-rel HaCat sejtekben. A jelintenzitas kifejezi az RNS szintek aranyat is. M = ®X174
marker (Sigma); 1 = exon 1 forma; 1' = exon 1' forma; 1'' = exon 1" forma. B. A Ro és La autoantigén
mRNS-einek kimutatiasa PCR-rel HaCaT sejtekben. M = ®X174 marker (Sigma); La=azLa1és1'
mRNS-ei; R5 = Ro 52 kD-os forma; R6 = Ro 60 kD-os forma; CR = Kkalretikulin.

2. UVB besugarzas hatasa a harom Ro/SSA mRNS és az La/SSB mRNS harom hasitasi
formajanak expressziojara HaCaT sejtekben

A 200 J/m®* UVB sugarzas hatdsat a besugarzast kovetd 1, 3, 6, és 12 ora elteltével
vizsgaltuk elészor, de nem tapasztaltunk valtozast az mRNS szintekben. Ezt kdvetden 24 és
48 ora elteltével néztik az UVB sugarzas hatasat HaCaT sejtekben, ahol azt tapasztaltuk,
hogy megnovekedett a kalretikulin mRNS szintje a besugérozatlan kontrollokhoz képest

(32/D. ébra). A 48 6ras kontroll mintaban is tapasztaltunk bizonyos fokii mRNS emelkedést,
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azonban a besugarzott mintdkban ennél sokkal erdsebb mértékii mRNS emelkedést
detektaltunk. Nem lattunk szamottevé valtozast a Ro 52 és 60 kD-os formainak mRNS
szintjében ¢és az La formdk mRNS szintjében sem (32/A, B és C. abrak).
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32. abra: Az UVB sugarzas hatisa a Ro és La mRNS-einek expresszidjara HaCaT sejtekben A. Az La 1
exon ill. 1' exon mRNS-ek szintjének valtozasa. C2 = kontroll 24 6ras (besugarzas nélkiil); C4 = kontroll
48 6ras; U2 = UV-besugarzott HaCaT sejtek 24 oraval a besugarzast kovetoen; U4 = UV besugarzott
HaCaT sejtek 48 6raval a besugarzas utian; S = SCLE-s beteg borébdl izolalt keratinocitak, UV
besugarzas nélkiil. M = molekulasiily marker. B. A Ro 52 kD-os forma mRNS szintjének valtozasa. C. A
Ro 60 kD-os forma mRNS szintjének valtozasa. D. A kalretikulin mRNS szintjének valtozasa.

3. Osztradiol kezelés hatdsa a harom Ro/SSA mRNS és az La/SSB mRNS harom hasitasi
formajanak expressziojara HaCaT sejtekben

Az 6sztradiol kezelés nem hozott 1ényeges valtozast az La 1 forma mRNS szintjében,
még 72 ora elteltével sem (33/A). Ezzel szemben az La 1’ forma mRNS szintje a kezelési 1d6
elérehaladtaval fokozatos csokkenést mutatott (33/A). Az Osztradiol kezelés nem hozott

eltérést a kontrollhoz viszonyitva a Ro harom mRNS forméjanal sem (33/B, C, D).
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33. abra: Az 6sztradiol kezelés hatiasa a Ro és La mRNS-einek expressziojara HaCaT sejtekben
A) Az La 1 exon ill. 1' exon mRNS-ek szintjének valtozasa. C = kontroll (6sztradiol nélkiil); E2 = 24 6ras
osztradiol kezelés; E4 = 48 oras osztradiol kezelés; E7 = 72 6ras dsztradiol kezelés; M = molekulasuly
marker. B) A Ro 46 kD-os forma mRNS szintjének valtozasa. C) A Ro 60 kD-os forma mRNS szintjének
valtozasa. D) A Ro 52 kD-os forma mRNS szintjének valtozasa.

4. Szisztémas lupus erythematodeses betegek klinikai paramétereiben észlelt valtozasok
UVAL terapia soran (n=9)

Kilenc SLE-ben szenved6 beteg alacsony dozisi UV AL terapidban részestilt 9 héten
keresztiil és a betegek klinikai és laboratoriumi paramétereit vizsgaltuk a kezelés el6tt és utan.
Az UVAL terapia klinikai hatékonysagat két modszerrel mértiikk. A SLEDALI atlagos értéke
szignifikansan csokkent a terapia végére (atlagos kiindulasi SLEDAI: 7,2+5,6; atlagos terapia
utani SLEDALI: 0,9+1,8; P=0,005, 34. dbra). A szubjektiv klinikai betegség aktivitasi index
valamennyi paramétere egy kivételével (reggeli iziileti merevség) szintén javulast mutatott.

Szignifikansnak a bortiinetek javulasa mutatkozott (34/B é4bra).
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34. abra: SLE-s betegek klinikai allapotanak javulasa UVAI1 terapia hatasara a SLEDAI (A) és a klinikai
betegség aktivitasi index paramétereinek (B) tiikrében.

5. Szisztémas lupus erythematodeses betegek laboratoriumi paramétereiben észlelt
valtozasok UV AL terapia soran

Szadmos immunologiai paraméter monitorizalasat végeztiik el a terapia eldtt és a 9
hetes kezelés utan. Ezek koziil az autoantitestek vonatkozasaban kiemelendd, hogy négy beteg
volt ANA pozitiv kiindulaskor, 6k a kezelés utan is ANA pozitivak maradtak (17. tablazat).
Egyéb autoantitesteket nem tudtunk detektalni. A teljes komplement aktivitas,
immunkomplex szint, C3, C4 ¢és immunglobulin szintek, valamint a limfocita alosztalyok
aranyai normal tartoméanyba estek €s nem valtoztak Iényegesen a kezelés alatt sem, valamint
anti-Ro/SS-A ¢és anti-La/SS-B antitestek sem jelentek meg. Ezzel szemben az INF-y termeld
Thl és Tcl sejtek szdma csokkent a terapia eldtti értékhez viszonyitva, és szignifikansan

alacsonyabba valt az egészséges kontrollokhoz viszonyitva (35. abra). Az adatokat a 17.
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tablazat mutatja be.

Az IL-4 termeld Th2 sejtek szama ugyanakkor szignifikansan

emelkedett, mig az IL-4+ Tc2 sejtek szdma nem valtozott jelentésen az UVAI kezelés

hatasara (36. abra). Ezen valtozasok eredményeként a Th1/Th2 és a Tc1/Tc2 arany jelentdsen

csokkent, az elébbi valtozas szignifikans volt (37. ébra).

1. beteg | 2. beteg | 3. beteg | 4. beteg | 5. beteg | 6. beteg | 7. beteg | 8. beteg | 9. beteg | atlag + S.D. P
UVA-1
ANA Ue‘l,,?:tl pozitiv | negativ | negativ | pozitiv | pozitiv | pozitiv | negativ | negativ | negativ
utél: pozitiv | negativ | negativ | pozitiv | pozitiv | pozitiv | negativ | negativ | negativ
UVA-1
létt 12 14 6 4 4 17 4 2 2 7.245.6
SLEDAI ¢ 0,005
UVA-1
utén 0 0 0 0 0 4 4 0 0 0.9+1.8
UVA-1
Thl 16tt 9.5 33.7 14.6 34.6 18.5 44.7 25.7 10.3 16.8 232+ 1222
. €0 0,162
arany UVA-1
(%) utén 12.6 20.6 18.3 14.3 14.8 19.7 19.4 18.1 17.9 17.3+2.8
UVA-1
Th2 16tt 0.05 0.26 0.1 0.07 0.04 0.09 0.1 0.1 0.11 0.140.06
. €10 0,02
arany UVA-1
(%) utén 0.9 0.36 2.06 0.32 0.09 1.1 0.2 0.48 0.3 0.64+0.6
UVA-1
elétt 39.6 57.3 40.5 70.1 41.5 64.7 53.3 20.6 439 479+ 15.8
Tel (%) TVAL 0,001
utan 29.7 35.6 34.5 24.8 23 26.2 229 15.5 134 25.147.6
UVA-1
elétt 32 1.2 0.7 0.5 2.4 0.1 0.3 0.1 0.5 1.0+1.1
Te2 (%) 0,329
UVA-1
utén 1.8 0.7 0.7 0.3 0.6 0.8 0.1 1.3 0.2 0.7+0.5
UVA-1
L6t 190.4 129.6 146 4943 462.5 496.7 257 103 152.7 270.2+ 166.6
Th1/Th2 UeV?A 1 0,002
utén 14 57.2 8.9 44.7 164.4 17.9 97 37.7 59.7 55.7+49
UVA-1
16tt 12.5 46.6 62.3 137.5 17.7 647 205 171.7 93.4 154.8+ 196
Tcl/Tc2 UeVA 1 0,.2
utén 16.8 48.8 473 72.9 37.7 32.8 190.8 12.2 60.9 57.8+53.5

17. tablazat: Immunolégiai laboratériumi paraméterek értékei SLE-s betegeken UV AL1 terapia elott és
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35. abra: Az IFN-y termel6 Th1 és Tcl sejtek aranydnak valtozasa UVAI1 terdpia hatiasara SLE-s
betegeken (n=9).
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36. abra: Az IL-4 termel6 Th2 és Tc2 sejtek aranyanak valtozasa UVAI terapia hatiasara SLE-s betegeken
(n=9).
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37. abra: A Th1/Th2 és Tcl/Tc2 sejtek aranyanak valtozasa UVAL terapia hatasara SLE-s betegeken
(n=9).

6. Intracitoplazmatikus  citokinek  meghatarozasa  dermatomyositishen  és
polymyositisben

A vizsgalt DM-s és PM-s betegeket aktiv és inaktiv csoportokra osztottuk. A betegség
aktivitasat a klinikai tlinetek, az izombiopszia €s a laboratériumi tlinetek (emelkedett CK,
LDH) alapjan itéltiik meg. Az aktiv stddiumban 1évo betegek frissen diagnosztizalt személyek
voltak, az inaktiv stadiumban 1évék pedig, vagy mar nem kaptak gyogyszert, vagy azt a
vizsgalatok megkezdése elott legalabb négy hétig nem szedték. A PM-ben szenveddk koziil
13, a DM-ben szenvedd betegek koziil 29 volt aktiv stadiumban a vizsgéalatok sordn. Aktiv
DM-ben (aDM) szenvedd betegek Thl (IFN-y+/CD4+) és Tcl (IFN-y+/CD8+) sejtjeinek
aranya egyarant szignifikdnsan csokkent a kontroll egyének Thl és Tcl aranyaihoz képest

(18. tablazat, 38/A 4bra). Inaktiv DM-ben (iDM) ez a valtozas gyakorlatilag eltlint, az IFN-
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y+/CD4+ Thl sejtek szazalékos ardnya a referens kontrollokéhoz hasonléan alakult. A

betegség aktiv szakaszaban csokkent Tcl sejtarany is mérséklodott, de nem tlint el teljesen a

betegség inaktiv stddiumaban a kontrollokhoz képest. A Th2 (IL-4+/CD4+) sejtek aranya

jelentdsen emelkedett volt aDM-ben és ez az arany lecsokkent iDM-ben a kontrollokhoz

képest, bar nem volt szignifikans az eltérés. A Tc2 (IL-4+/CD8+) sejtek aranyaban nem volt
jelentds valtozas (38/B abra, 18. tablazat). Az IL10+/CD4+ és IL-10+/CD8+ T sejtek aranya

emelkedett volt mind aDM-ben, mind iDM-ben, de a kiilombség a kontrollokhoz képest csak

iDM-ben valt szignifikdnssa (18. tablazat). Az IL-4 és IFN-y termeld CD4+ sejtek aranyabol

szamitott Th2/Th1 sejtarany szignifikdnsan magasabb volt aDM-ben ¢és alacsonyabb iDM-ben

a kontrollokhoz képest (39. ébra).

PM-ben sem a betegség aktiv, sem inaktiv szakaszdban nem tudtunk szignifikans

eltéréseket detektalni a periférids vér T sejtekben a kontrollokhoz hasonlitva.

) Szignifikancia szint
aDM iDM Kontroll
Aktiv vs kontroll | Inaktiv vs kontroll | Aktiv vs inaktiv
CD4+/IFN-y+ 10,6+7,1 22,6£10,1 22,1+6,3 <0,01 n.sz. <0,01
CD4+/IL-4+ 1,02+£1,07 | 0,33+£0,39 | 0,62+0,54 n.sz. n.sz. <0,01
CD8+/IFN-y+ | 24,4x16,5 | 33,3£17,5 43,4+8,5 <0,01 n.sz. n.sz.
CDS8+/IL-4+ 0,70+0,60 | 0,71+0,91 0,59+0,72 n.sz. n.sz. n.sz.
CD4+/IL-10+ 5,0£10,6 6,5£5,6 2,8+4,1 n.sz. <0,04 n.sZ.
CDS8+/IL-10+ 6,0+6,2 8,9+6,7 3,7+4,3 n.sz. <0,01 n.sz.

18. tablazat: aDM-ben (n=29) és iDM-ben (n=20) mért intracitoplazmatikus citokinek szazalékos
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38. abra: IFN-y (A) és IL-4 (B) termel6 Th és Tc sejtek aranya DM és PM aktiv és inaktiv fazisaban,
valamint kontrollokban (n=aDM:29, iDM:20, aPM:13, iPM:37).
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03 P<0,01 aktiv DM
P=0,03 I inaktiv DM
—_— [ kontroll
P<0,01 B aktiv PM
—ie [] inaktiv PM
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IL-4+CD4+sejtek / IFN-y+CD4+ sejtek

39. abra: Th2/Thl arany DM és PM aktiv és inaktiv fazisaban, valamint kontrollokban (n=aDM:29,
iDM:20, aPM:13, iPM:37).

V.5.2. Megbeszélés

Az UVB sugarzas és az osztrogen kezelés hatdasa a Ro és La mRNS-ek expresszidjara

A Ro ¢és a vele gyakran egyiitt eléforduld La autoantigének ellen termel6do
autoantitestek igen nagy gyakorisaggal fordulnak el6 NLE-ban, primer Sjogren
szindromaban, SCLE-ben, ANA negativ SLE-ben és a homozigota C2, C4 deficiencidhoz
tarsuld SLE-ben szenvedd betegek szérumaban (262). Az utdbbi évek kutatdsai alapjan
bizonyossa valt, hogy az La és Ro autoantigének ellen termel6dd antitestek nem csupan
diagnosztikai értékiiek az emlitett autoimun betegségcsoportban, de patologiai szerepet is
jatszanak a tiinetek kialakuldsaban (425,426). Ezt tdmasztja ald az a tény is, hogy NLE-ben az
anyabol a placentdn atjutd keringd anti-Ro antitestek a magzat szervezetében velesziiletett
sziv ingeriiletvezetési zavarhoz és SCLE-hez hasonld bdrtiinetek kialakulasahoz vezetnek.
Mind a bértiinet, mind az ingervezetési zavar szoros Osszefliggést mutat a Ro elleni antitestek
jelenlétével és néhany honap utdn az anyai antitest szintjének csokkenésével parhuzamosan a
bortiinetek nyomtalanul eltiinnek (427). Emellett immundeficiens egerekbe iv. adott Ro
ellenes antitestek kotddnek a beiiltetett human boér bazalis keratinocitdithoz, SCLE-hez
hasonlé immunfluorescens képet hoznak 1étre, és ez a kotédés UV fény hatasara fokozodik
(428). Az anti-La antitesteknek hasonlod szerepe lehet, mivel ezek az antitestek gyakran
detektalhatok anti-Ro pozitiv szérumokban ¢és ismertek magas anti-La antitest titerrel
rendelkez6 SCLE-s betegek, akiknél alig lehet anti-Ro antitesteket detektalni (429,430).

Régota ismert az a megfigyelés, miszerint SLE-s, SCLE-s és NLE-s betegek
bortiinetei exacerbacidot mutatnak UV fény, elsdsorban UVB hatasara (431,432). Eldszor
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LeFeber ¢és mtsai majd mas munkacsoportok is kimutattak, hogy UVB besugarzast kovetden
mind a Ro mind az La antigének, melyek nyugalomban a sejtmagban €s a citoplazméban
talalhatok, megjelennek a keratinocitdk felszinén és igy lehetdséget adnak arra, hogy a
keringd antitestek a sejtfelszini antigénjeikhez kapcsolédhassanak (272-274,276,433).
Magasabb UV doézisok hatisara a keratinocitdkban apoptotikus elvaltozasok indulnak be,
melyek soran kisebb és nagyobb holyagok jelennek meg a sejtfelszinen, melyek hordozzak az
Ro és La antigéneket (426). Fiziologias UV dozisok mellett is 1étrejohet azonban a Ro és La
antigének sejtfelszinre kertilése, els6sorban ezen antigének atirddasaért felelds transzkripcios
faktorok aktivalodasa révén (262,427,434). A sejtfelszinre keriild antigének és a keringd
antitestek kapcsoldodasa utan ADCC reakci6 vagy komplement medialt lizis kialakulasa
kovetkeztében a sejt pusztulasa, szovetkarosodas johet létre. Amennyiben a fenti folyamatok
a keratinocitdk felszinén jatszoédnak le, lupus erythematosusra jellegzetes bortiinetek
alakulhatnak ki. Nem csupan a bortlinetek kialakuldsa hatterében jut kulcsfontossagl szerep
az emlitett autoantitesteknek, de NLE-ben a komplett szivblokk kialakuldsaban is szerepet
jatszanak (435). Az irodalomban nem volt tisztazott, hogy a keratinocitdk UV besugarzasat
kovetden mind a hdrom Ro fehérjét kodold gén, vagy csak bizonyos gének atirddasa
fokozodik-e.

Vizsgalataink soran eldszor mutattuk ki, hogy az egészséges egyénektdl szarmazo
tenyésztett primer keratinocitdkban és a HaCaT sejtekben jelen van az La mRNS 3 kiilonb6z6
formaja ¢és, hogy HaCaT sejtekben a harom Ro mRNS bazélis szintje is jol mérhet6. A HaCaT
sejtek spontan transzformalt human keratinocitdk és a bazélis epidermis sejtjeinek
jellemvonasait hordozzak (436). SLE-ben, SCLE-ben és NLE-ben megjelend bortiinetek
elsdsorban a bazilis keratinocitak immunoldgiai karosoddsa kovetkeztében jonnek létre.
Kawashima és mtsai egy masik transzformalt human keratinocita sejtvonalban mutattdk ki a
harom Ro polipeptid jelenlétét (437). Megfigyeléseik szerint ELISA technikét alkalmazva a
60 kD-os polipeptid alap szintje volt a legalacsonyabb, a kalretikuliné a legmagasabb. Sajat
eredményeink alapjan HaCaT sejtekben szintén a 60 kD-os forma mRNS szintje volt a
legalacsonyabb. Az La mRNS harom variansa tekintetében alacsonyabb La exon 1’ szintet
talaltunk, mint korabbi kozlések tapasztaltak Sjogren szindromas beteg limfocitaiban (271).

Az alkalmazott UV sugarzas hatasara HaCaT sejtekben az 52 ¢és 60 kD-os Ro,
valamint az La exon 1 formainak mRNS szintje nem valtozott. A kalretikulin mRNS szintje
azonban 24 ¢és 48 6ras besugarzas utdn magasabb volt, mint a kontrollokban, ami j6 egyezést
mutat Kawashima és mtsai eredményeivel (437). Ok a kalretikulin fehérje expressziojanak

novekedését észlelték egy masik transzformalt human epidermalis keratinocita vonalon
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(A431), mar 24 oraval a besugarzast kovetéen. Nemcsak a fehérjeszint valtozasat figyelték
meg, de novekedett a sejtfelszini antigén reprezentécio is, amit a megndvekedett specifikus
antiszérum-kotddés jelzett. Nem mutattak ki valtozast, azonban az 52 és 60 kD-os Ro fehérjék
expresszidjaban és sejtfelszini megjelenésében. Sajat eredményeink és Kawashima és mtsai
adatai alapjan feltételezhetéen a Ro komplex kiemelkedden fontos szerepldje a 46 kD-os
kalretikulin, mely UV besugarzast kovetden fokozott génatirodast és mRNS, illetve fehérje
szintézist kdvetden megjelenik a keratinocitak felszinén.

A nemi hormonok szerepét az SLE patogenezisében szamos adat bizonyitja (438). A
betegek 90%-a no, a tiinetek leggyakrabban a serdiilokor utan jelentkeznek és a fogamzoképes
korban a legsulyosabbak. A betegség felldngolasa terhesség, menstruacio idején, illetve
fogamzasgatlok szedése esetén észlelhetd a leggyakrabban (439,440). Autoimmun lupusos
néstény egerekben a betegség sokkal korabban jelentkezik és sulyosabb tiinetekkel jar, mint a
him egyedekben, tovabba androgén kezelés jelentds javulast idéz el (441). Az SLE mellett a
néi dominancia és az Osztrogén szerepe megfigyelheté SCLE-ben, NLE-ben és Sjogren-
szindromaban is (442,443).

Az 0sztrogén és a Ro, ill. La ellen termel6dd autoantitestek kapcsolatat illeten
Furukawa és mtsai korabban kimutattak, hogy tenyésztett human keratinocitdkban 6sztradiol
hatdsara fokozodik a Ro ¢és La antitest kotodése (430). Ez a fokozott kotdédés csak a kis
kuboidalis, gyorsan 0sztdodd, nem differencidlodott sejtekben volt kimutathatd, a poligonalis
vagy differencialt, nagyobb keratinocitdkban nem. Mivel a HaCaT sejtek az erdsen
proliferal6dé bazalis keratinocitak in vitro modell sejtjeinek tekinthetdk, igy ezt a rendszert
valasztottuk kisérleteinkhez (436). Vizsgalatainkban az 6sztradiol kezelés hatasdra nem volt
megfigyelhetd véltozas a Ro mRNS-ek szintjében, az La 1’ forma mRNS szintje viszont az
1d6 eldrehaladtaval jelentds csokkentést mutatott. Eredményeink nem feltétleniil jelentenek
ellentmondast Furukawa és mtsai eredményeivel, miszerint a Ro és az La antigén sejtfelszini
megjelenése fokozdodik Osztrogén kezelés hatdsara (430). In vivo és in vitro megfigyelések
alapjan az Osztrogén hatasa soran a sejtmagban 1év6 receptorahoz kapcsolodik, ezt kdvetden a
hormon-receptor komplex aktivalodik, ami génexpresszios valtozast eredményez (430).
Elképzelhetd, hogy a citoplazmatikus és a magban 1évé La és Ro autoantigén nagy
mennyiségben torténd felszinre keriilése, amit Furukawa detektalt, nem jar azonnal egyiitt a
megnovekedett mRNS termeléssel. Az La 1° forma mRNS szintje viszont fokozatosan
csokkent a vizsgalt kezelési id6 alatt, melynek pontos magyardzata tovabbi vizsgalatokat

igényel.
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Ereményeinket Osszevetettik Wang ¢és Chan eredményeivel is, akik az Osztradiol
kezelésnek a Ro mRNS szintekre kifejtett hatdsat primér keratinocita kultardkon és
emlétumor sejteken vizsgaltak (444). Noha 6k bizonyos ndovekedést lattak az 52 kD-os Ro
mRNS szintjében, eredményeik nem voltak meggydzdek, hiszen a valtozast nem minden
esetben tudtdk reprodukélni, és csak egyes sejtkulturakban tapasztaltak novekedést. Az
altalunk kapott eredmények, ill. Wang és Chan altal észleltek kozotti kiilonbségeket még az

eltérd sejttipus alkalmazasa is magyarazhatja.

UVAI terapia klinikai és immunologiai hatdasainak vizsgalata szisztéemas lupus
erythematodeses+ betegeken

Allatkisérletes majd humén vizsgalatokban elészor McGrath és munkacsoportja
bizonyitotta az UVALI terapia hatékonysagat SLE-ben. Az els6 vizsgalatban 15 SLE-s beteg
vett részt, akiknél a 3 hétig tart6 UVAI fototerapia a betegek klinikai tiineteinek szignifikans
csokkenését eredményezte, a DNS elleni autoantitestek, a CD4+ T sejt arany €s a B sejt arany
csOkkenésének kiséretében (284). Az anti-Ro autoantitest pozitiv betegek csoportja - mely a
leginkdbb fényérzékeny- eredményeik szerint szignifikansan jobban reagalt a kezelésre, mint
az ilyen autoantitesttel nem rendelkezd csoport. A kovetkez6 UVAI terapia alkalmaval,
melyet 10 beteg részvételével folytattak, a korabbi eredmények mellett az anti-Ro illetve az
ANEF titerének csokkenését illetve megsziinését tapasztaltadk 6 paciensnél. 4 beteg kezelését, a
3. terapids hetet kdvetden tovabb folytattdk Osszesen 8 honapon keresztiil a heti kezelések
szamat 2-re mérsékelve. A hosszatava kezelés biztositotta az elért eredmények fenntartasat, és
a klinikai tiinetek kisebb mértékben ugyan, de tovabb enyhiiltek (278). A kutatocsoport
harmadik tanulményiban nagyobb beteganyagon (26 ndbeteg) 6, illetve 12 hétig végzett
fénykezelést (285). A kezelés els6 6 hetében két csoportra osztva - a 3. hét utdn cserével -
kettés vak proban vettek részt a betegek, ahol a placebo a lathatdo fénnyel végzett azonos
idotartamu fénykezelés volt. A placeboval kezelt csoport betegség aktivitdsa gyakorlatilag
nem csokkent a fototerdpia sordn, illetve abban a csoportban, amelyik a masodik 3 hetes
ciklusban lett placeboval besugarozva ujra fokozodott, bar a kiindulasi szintet nem érte el.

Sajat vizsgalataink soran 9 SLE-s betegnél észleltiik az alacsony doézisu UVAL terapia
klinikai hatékonysagat, melynek soran a SLEDAI betegség aktivitasi score szignifikansan
csokkent és a szubjektiv klinikai betegség aktivitasi index minden paramétere, egy kivételével
szintén javulast mutatott. Hat betegnél az UVB spektrumban észlelt fényérzékenység
megsziint, aminek oka lehet az UVA1 okozta szarurétegvastagodas €s fokozott pigmentacio.

Polderman ¢és mtsai altal végzett két tanulmanyban kettds vak, kontrollalt médon vizsgaltak
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az UV A1 terdpias hatékonysagat €s szignifikansan hatékonyabbnak talaltdk SLE-ben a lathato
fény hatasanal (286,287). Mind McGrath, mind Polderman kiemelik és mi is alatdmasztjuk
azt a megfigyelést, miszerint sem klinikai aktivitdsban, sem laboratériumi paraméterekben
megnyilvanulé mellékhatdsok nem jelentkeztek az UVAI kezelés alatt.

Korabbi immunoloégiai tanulméanyok leirasa szerint a Thl és Tcl sejtek elsdsorban a
sejt medialt autoimmun korképekben, mig a Th2 és Tc2 sejtek elsdsorban az antitest medialt
autoimmun korképekben, mint az SLE, jatszanak dontd szerepet (445-447). Az utdbbi évek
kutatdsai azonban ravilagitottak arra, hogy ilyen éles elkiilonitést nem lehet tenni, és
kiilondsen az SLE esetében sokkal komplexebb a patogenezis, mint korabban feltételezték
(448). SLE-s allatmodellekben bebizonyosodott, hogy a Thl sejtek is szerepet jatszanak és az
IFN-y az egyik legfébb effektor molekula (448). SLE-s betegek vérében emelkedett IL-12 és
IFN-y szint valamint emelkedett Th1/Th2 arany mutathat6 ki (447,449).

Az altalunk végzett immunologiai vizsgalatok 9 hétig tart6 UVAI1 kezelés utdn az
IFN-y termeld Thl és Tcl sejtek aranyanak csokkenését mutattak a kiindulasi értékekkel
Osszevetve, mely csokkenés szignifikdns volt a normal kontrollhoz viszonyitva. Ezzel
parhuzamosan az IL-4 termeld Th2 sejtek szdma szignifikansan novekedett, a Tc2 sejtek
aranya nem mutatott jelentds eltérést. A fenti valtozdsok eredményeként a Thl1/Th2 és
Tcl/Tc2 aranyok jelentésen csokkentek. Mivel az IFN-y fontos szereppel bir az SLE
patogenezisében, az UVAIl kedvezd klinikai hatdsdnak hétterében az egyik lehetséges
mechanizmus a Thl és Tcl sejtek altalunk eldszor megfigyelt csdkkent aktivitasa lehet.

Az UVB ¢és az UVAI spektrumok bioldgiai hatasai bizonyos szempontbol
ellentétesek. Mig az UVB kontraindikalt SLE-ben, mivel a tiinetek aktivitasat eredményezi,
addig az UVA1 kedvezd hatassal bir. Az UVA1 mélyebben penetral a borbe, eléri a dermist
¢s annak ereit, illetve a keringd sejteket, fokozza a fotoreaktivaciot (450). Azonnali apoptdzist
indukdl T és B limfocitdkban, gatolja a TNF-a felszabaduldsat, mely a napfény indukalta
erythema mediatora, ugyanakkor a sejt kozvetitett immunvalaszra kifejtett hatasair6l szolo
kozlemények ellentmondasosak (451-455). Ugyancsak kimutattdk, hogy UVAI1 hatasara
fokozédik az IL-10 felszabadulds, mely csokkent IL-12 termelést eredményezhet. Az
alacsonyabb IL-12 szint az IFN-y termelé Thl és Tcl sejtek képzddésének csokkenéséhez
vezethet (453).

Véleménylink szerint az SLE-s betegek egy adott csoportjdban az alacsony dozist
UVAL terdpia egy biztonsdgos és hatékony adjuvans kezelési mod, mely kiegésziti a
tradicionalis farmakologiai kezelést. A klinikai hatékonysag hatterében feltehet6en a csokkent

Th1/Th2 valamint Tcl/Tc2 arany, és csokkent IFN-y termeld sejt szam all. Elismerés
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szamunkra, hogy neves folyodirat 2006-0s szdmaban megjelent szerkesztéi tanulmanyban

alapreferenciaként hivatkozza a szerz6 munkankat (456).

Citokin termelés vizsgalata polymyositisben és dermatomyositisben

Kevés irodalmi adat all rendelkezésiinkre az idiopathias gyulladdsos myopathidak
citokin eltéréseirdl, ¢és az eddigi eredmények elsdsorban szdvettani vizsgalatokbol
szarmaznak. Munkank sorén az irodalomban még nem olvashaté megkdzelitéssel probaltunk
ujabb adatokat szolgaltatni a betegségek patogenezisérdl. Arra a kérdésre kerestiink valaszt,
hogy a DM ¢és a PM eltérd patogenezise megnyilvanul-e a periférids vér mononukledris sejtek
eltéro citokin termelésében és ezzel jellemezhetd-e a betegségek aktiv illetve inaktiv szakasza.

Az intracitoplazmatikus citokin meghatarozasok eredményeiben jelentds kiilonbséget
tapasztaltunk a két betegség kozott. Az aDM-ben szenvedd betegek esetében szignifikansan
csokkent mind a CD4+, mind a CD8+ Thl és Tcl sejtek IFN-y expresszidja, mely valtozas
eltiint illetve mérséklodott a betegség inaktiv szakdban. Emellett aDM-ben a Th2 sejtek
aranya emelkedett, a valtozas iDM-ben eltlint, illetve nem érintette a CD8+ Tc2 sejteket.
Ebbdl adodéan aDM-ben a Th2/Thl arany jelentdsen emelkedett, iDM-ben pedig csokkent.
Ezek a véltozasok PM-ben nem voltak kimutathatok.

Az IL-10 termelés vizsgalata soran azt tapasztaltuk, hogy iDM-ben szignifikansan
emelkedett az IL-10 expresszio. Az IL-4 ¢és IL-10 expresszid egymassal nem megegyezo
valtozéasai is arra utalnak, hogy az IL-10 nem Th2 citokin, hanem egy immunreguldcios
folyamatokban igen fontos szerepet bet6ltd molekula. Az irodalomban elvétve taldlunk
irodalmi adatokat a periférias vér citokin profiljat illetéen PM ¢és DM betegségekben. Ezek
koziil mindenképpen kiemelendé Hagiwara ¢és mtsai kozleménye, akik a periférias vér
mononukledris sejtjeit vizsgaltdk ELISPOT technikéval (298). DM-ben aktivitasfiiggé mdédon
igazoltdk a CD4+ T sejtek IFN-y termelésében bekovetkezett csokkenést, mig az IL-4
vonatkozdsdban nem mutattak ki szignifikans eltérést, az IL-6 (egy masik Th2 citokin)
termeld sejtek szamat pedig, magasnak talaltdk. Munkdjuk konkluzidjaként azt vontak le,
hogy a DM kiilonbozik a tobbi myopathias megbetegedéstol, amit a csokkent Thl ¢és fokozott
IL-6 expresszidval magyaraztak. Eredményeink tehat részben hasonléak Hagiwara és mtsai
eredményeihez, mivel egy masik modszerrel jelentds kiilonbséget tudtunk kimutatni DM-ben
¢s PM-ben a periférias vér mononukledris sejtek citokin mintazatdban. Véleményliink szerint a
megallapitott fokozott Th2/Thl ardny DM aktiv szakaszaban arra utal, hogy a humoralis
immunvalasznak jelentds szerepe van a betegség patogenezisében €s ezeket a valtozasokat a

PM citokin profilja nem tiikrozi.
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Eredményeink aldtdmasztjak azokat a megfigyeléseket, miszerint a DM ¢és a PM - az
intracitoplazmatikus citokin meghatirozasok alapjan is - két kiilonb6z6 patomechanizmusu
betegség lehet. Mig PM-ben inkdabb CD8+ T sejt medidlta folyamat vezet az izom
karosodasahoz, addig DM-ben a B sejteknek lehet patogenetikai szerepiik, és a koros
humoralis immunologiai folyamatok elinditdsaban/fenntartasaban lehet jelentosége az észlelt

Th2/Tc2 iranyt polarizacionak.
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V1. Eredeti tudomanyos felismerések

1. Elsoként mutattuk ki atopids dermatitisben (AD) az IL-10 termeld regulativ jellegi T
limfocitak aranyanak szignifikans emelkedését a periférias vérben és megerdsitettiik, hogy az
AD-ben kimutathatdé Th2 és Tc2 dominancia a szignifikdnsan magasabb IL-13 termelés és
nem az IL-4 termelés kovetkeztében jon 1étre.

2. Elsoként allapitottuk meg, hogy AD-ben a periférias vér mononuklearis sejteken a TLR2,
TLR4, CD14 ¢és CD180 funkcidja nem kérosodik, de expressziojuk szignifikdnsan fokozodik.
A sejtfelszini TLR szdm novekedés elsdsorban az AD intrinzik formajara jellemzo.

3. Elséként vizsgaltuk psoriasisos arthropathidban (PA) az alphacalcidol terapia
immunmodulans hatdsait. A szisztémdas alphacalcidol kezelés a Tcl tipusu immunvalasz
aktivitdsanak atmeneti, a betegség aktivitasanak folyamatos csokkenését eredményezte.

4. Kronikus idiopatias urticaridban (KIU) els6ként kozoltiik, hogy a periférias vérben sem T1
sem T2 dominancia nem mutathatod ki, az IL-10 termeld regulativ T sejtek ardnya viszont
szignifikansan emelkedik.

5. A CD63 bazofil aktivacios teszt (BAT) moédositasaval egy 10j, az autoimmun urticaria
(AIU) diagnosztikajaban megbizhatéan alkalmazhatd, specifikus tesztet dolgoztunk ki, mely
jo korrelaciot mutat a hisztamin felszabadulasi (HR) teszttel.

6. A BAT alapjan diagnosztizalt AIU csoportot elséként hasonlitottuk 6ssze a KIU és fizikalis
urticaria (FU) csoportokkal. Az AIU csoport score értékei és terapiara adott valaszai alapjan
az autoimmun csoportra szignifikansan stilyosabb tiinetek jellemzok.

7. Megallapitottuk, hogy HaCaT keratinocitdkon UVB besugarzas hatasara a harom Ro/SS-A
fehérje koziil a 46 kD-os kalreticulin mRNS szintje emelkedik meg ¢és, hogy a kiilonféle
adhéziés molekuldk (dsg-1, dsg-3, P-cad) kifejezddésének mértéke fligg a keratinocitak
differencialtsagi allapotatol, valamint ezen tailmenden a kiilonb6z6 PKC izoformak
szabalyozasa alatt is 4ll. Pemphigus vulgaris és foliaceus esetén a P-cad adhézios molekula
expresszidjanak fokozddasat, magasabb epidermalis régiokban torténd megjelenését mutattuk
ki.

8. Az alacsony dozisi UVAI terapiat hatékonynak és biztonsdgosnak taldltuk szisztémas
lupus erythematosusban szenvedd betegeken. A megfigyelt klinikai javulas hatterében
els6ként kozoltiik a Th1/Th2 és Tcl/Tc2 ardny, valamint az INF-y termel6 sejtek szdmanak

csOkkenését.
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9. Dermatomyositis (DM) ¢€s polymyositis (PM) esetén jelentds kiilonbséget mutattunk ki a
periférids vér limfocitak citokin termelésében. DM aktiv fazisdban a Th1/Th2 arany jelentds

csokkenését, remisszioban emelkedését figyeltiikk meg.
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VII. Az eredmények hasznosithatosaga

Eredményeink koziil a klinikai gyakorlat szdméra kozvetleniil is hasznosithatonak az
alabbiakat véljiik:

1. AD-ben az IL-10 ¢és IL-13 szintek laboratériumi monitorizalasa értékes adatokat
szolgéltathat. Az IL-13 szint emelkedése, mint fontos Th2 citokin, patogenetikai szerepet
jatszik a betegség kialakulasaban, mig az IL-10 kovetkezményes megemelkedése regulativ
jelleggel jon létre. Ezek esetleges befolyasolasa terapias értéki lehet.

2. PA-ban az alphacalcidolt mint gyulladascsokkentd, immunregulalé szert lehet alkalmazni,
adjuvéns terapiaként.

3. Az altalunk kidolgozott modositott BAT segitséget nyujt az AIU diagnosztikajaban. A
krénikus urticaria csoporton beliil az AIU-s betegek kivalasztasa fontos, mivel a betegeknél
megfigyelhetd sulyosabb klinikai tiinetek, és a konvenciondlis terdpia gyakori sikertelensége
indokolhatja az immunmodulans (cyclosporin A, plazmaferezis) kezelés bevezetését.

4. Reményeink szerint gyakorlati jelent6sége lehet a jovoben annak, ha az autoantigén
természetli adhézids molekuldk szintézisének szabalyozé mechanizmusait minél pontosabban
megismerjik.

5. Az alacsony dozisi UVAI terdpia SLE-s betegek meghatarozott csoportjanal kiegészitd
jellegi adjuvans kezelésként alkalmazhatd, mivel kedvezd klinikai €s immunologiai
laboratoriumi valtozasokat idéz el a betegekben.

6. A DM ¢és PM patogenezisében megfigyelt jelentds kiilonbségek az alkalmazott terapiak

differencidldsanak sziikségességére hivja fel a figyelmet.

Jovobeni terveink

Az ¢értekezésben részletesen ismertetett vizsgélataink folytatdsaként jelenleg a
regulativ T sejtek wjabb csoportjat a CD4+/CD25+/Foxp3+ Treg sejteket tanulmanyozzuk
AD-ben, részben a 1ézionalis bérben immunhisztokémiai moédszerrel, részben a periférias
vérben dramlasi citometria segitségével. A biopszias anyagokat az AD modelljének tekinthetd
pozitiv atopy patch teszt mintakbol nyerjiik, mely bortesztet az elmult évben allitottuk be
klinikankon az AD teljes korli diagnosztikdjanak részeként. Ugyancsak folyamatban vannak
az APS-ek, els6sorban a Langerhans sejtek és a dermalis dendritikus sejtek vizsgalatai AD-

ben, amikor is a periférids vér monocitakbol tenyésztés utjan eldallitott APS-ek fenotipusos €s
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funkciondlis jellemzo6it hasonlitjuk 0Ossze atopias ¢és kontroll egyénekben. Hamarosan
lezarulnak a TLR gének polimorfizmusait tanulmanyozé kisérleteink is AIU-ban és AD-ben.
Tovabbi terveink kozott szerepel a BAT alkalmazésa I-es tipusu hiperszenzitivitasi
reakciokban, elsdsorban gyogyszerallergiak kivizsgaldsa soran. Szintén tervezziik tovabb
folytatni kutatasainkat a regulativ T sejtek teriiletén. Legtjabb kézlemények mar a Thl és Th2
sejteknek két funkcionalis variansat irjak le, a TNF-o*"/IL-10" gyulladasos tipusu és a TNF-
o"/IL-10" regulatoros tipusu sejteket, ezek megoszlasat szeretnénk tanulményozni AD-ben.
Az elkovetkezd idokben reméljiik, hogy a D3 vitamint, mint fiziol6gias immunregulaléd
vitamin ¢s az UVAI terdpia kombinalt alkalmazdsa izgalmas terapias ¢és kutatasi

lehetdségekkel kecsegtet.
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VIII. Koszonetnyilvanitasok

Megkoszonom csalddom, férjem, édesapam és édesanyam tamogatod tiirelmét, amivel
fogadtak ¢s fogadjak azt, hogy a klinikai munkdm mellett tudomanyos tevékenységre olyan

sok 1d6t forditok.

Koszonet tanaraimnak és kollaboracios munkatarsaimnak, akiktél sokat tanultam és
akikkel egyiitt dolgozhattam és dolgozhatok:

Ko6szondm Dr. Hunyadi Janos professzor urnak, hogy klinikai és tudoméanyos munkédm
soran végig tdmogatott, tandcsaival segitett.

Ko6szondm Dr. Horkay Irén professzornének, hogy a borgyogyaszat szépségeibe egyetemi
éveim alatt bevezetett.

Ko6szoném Dr. Nagy Endre professzor urnak, hogy lehet6vé tette szamomra, hogy a Bor- és
Nemikoértani Klinikan elkezdhettem dolgozni.

Koszonom Dr. Mészaros Csilla tanarndnek, hogy a boérgyogyaszati allergologiai betegek
gondozéasanak kezdeti nehézségein atsegitett.

K6sz6ném Dr. Adany Réza professzornének, hogy elinditott a tudomanyos kutaté életben
tudomanyos didkkori éveim alatt.

Ko6szondm Dr. Sipka Sandor professzor turnak, hogy a Regionalis Immunoldgiai
Laboratoriummal egyiittmiikddésben végzett valamennyi munkam soran segitségemre volt.
Ko6szondm Dr. Antal-Szalmas Péternek, hogy az atopids dermatitis, és a psoriasis
témakorokben végzett citokin meghatdrozdsokban ¢és TLR vizsgalatokban egylitt
dolgozhattunk.

Ko6szondm Dr. Biré Tamasnak, hogy az adhéziés molekuldk és a PKC rendszer
kapcsolatdnak tanulmanyozasa soran a vizsgalatok tervezésében és kivitelezésében is nagy
segitségemre volt. Kiilon kdszondm, hogy két kivald Ph.D. hallgato-t irdnyitott hozzam.
Ko6szondm Dr. Gyimesi Editnek, hogy az autoimmun urticaria diagnosztikéjdban beallitott
bazofil aktivacios teszt kidolgozasaban szorosan egyiittmiikodott velem.

Ko6szonom Dr. Kiss Emesének ¢s Dr. Simics Enikonek, hogy az SLE-s betegeken végzett
UVAL terapias vizsgalatokban nagy segitségemre voltak.

Ko6szondm Dr. Kovaces Anikonak értékes munkajat a P-cad immunhisztokémiai

kimutatasaban.
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Koszonom Dr. Gaal Janosnak, férjemnek, a csalddi tdmogatason talmenden is értékes
egylittmitkdését a psoriasisos arthropathias betegek alphacalcidol kezelésének vizsgalata
soran.

Koszonom Dr. Danké Katalin tandrndnek a polymyositises €és dermatomyositises betegek

vizsgalata sordn nyujtott segitségét.

Koszonetet mondok Ph.D. hallgatéimnak:

Dr. Aleksza Magdolnanak kival6 laboratoriumi tudasaért és gyors, pontos munkéjaért.

Dr. Irinyi Beatrixnek barati segitségéért, timogatasaért, lelkes munkajaért.

Dr. Nagy Georginanak, aki aldozatos ¢és lelkiismeretes munkdjaval nagyban hozzéjarult az
értekezés elkészitéséhez.

Dr. Gal Moénikanak kival6 szaktudasaért és tamogatd segitségéért.

Dr. Payer Editnek a molekularis biologiai vizsgalatok nagy részének elvégzéséért.

Koszonetet mondok tudomanyos diakkori hallgatéimnak, akiktdl sokat kaptam, akik
biztattak lelkesedésiikkel, és akik tanitdsa tobb Oromet okozott, mint amennyi faradtsagot

jelentett, koziiliik is kiemelném Gaal Krisztina és Orosz Zsuzsanna munkajat.

Koszonetet mondok valamennyi orvoskollégamnak, akik mellettem alltak és allnak a

tudomanyos, gyogyito és oktato munkaban.
Koszonetet mondok a technikai segitségért Olahné Sallai Agnesnek, Koszorts

Laszlonénak, Kecskés Csabanénak, Gyimesi Rékéanak, Téboriné Varga Andrednak, Czibere

Eszternek.
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