EGYETEMI DOKTORI (PhD) ERTEKEZES

A VELESZULETETT IMMUNVALASZ ELEMEINEK VIZSGALATA

ATOPIAS DERMATITISBEN

Nagy Georgina

Témavezeto: Prof. Dr. Szegedi Andrea

/
/

DEBRECENI EGYETEM

PETRANYI GYULA KLINIKAI IMMUNOLOGIAI ES ALLERGOLOGIAI DOKTORI

ISKOLA

Debrecen, 2017



TARTALOMJEGYZEK

ROVIDITESEK JEGYZEKE ......cciiiiiiiiiiti it bbb s 4
1. BEVEZETES ..ottt bbbt 7
2. IRODALMI ATTEKINTES ....oiiuiiiiiiiiiisii ittt b bbb 8
2.1.  Atopias dermatitis f6 klinikai jellemzoi.................cccooooviiiiiiii 8
2.2. A betegség kialakulasaban szerepet jatszo t€nyezok...............ccocoveiiiiiiiiniiiinniiice 9
2.2.1. GENELIRAT TENYEZOK ...t nne e 9
2.2.2.  KOFRYEZELI fAKIOFOK ...ttt 12
2.3. Az atopias dermatitis patoOgenezise .................ccooeeiiiiiiiiiiiic 13
2.3.1. A fizikokémiai bor barrier jellemzGi és szerepe AD-DEN ..........ccoveveiivicieiieiineiieineieieneens 14
2.3.2. Az immunologiai bor barrier (velesziiletett immunvalasz) sejtjeinek jelentésége AD-ben 16
2.3.2.1. KeratinocCitak, IL-16 ...........uuuoiiiiiiiiiiiiii ettt ett et e e e e s s st r s e s s s s s sbabaa e e e e e s s saans 17
2.3.2.2. Dendritikus sejtek SZerepe AD-DEN.........cccciiiiiiie i 20
2.3.2.3. AZ INKT sejtek Szerepe AD-DEN ..o 24
2.3.3.  Aszerzett immunrendszer Szerepe AD-DEN........ccoi i 26
3. CELKITUZESEK ...oouiiiiiitiiic it b bbb bbb bbb 27
4. BETEGEK ES MODSZEREK ......ccuiiitiieiiiieiiietiitestsret sttt ettt sttt st sn et 29
4.1. Az IL-16 szerepének vizsgalata AD-DEN.............ccooiiiiiiiiiiiiiiii 29
BBIEOEK ...t bR bt h et b et ren e 29
LaAbOTALOVIUME TOASZEFCK ...t ei ettt ettt ettt be e b s ra e srbe s be e nbeesbeenbeenree s 29
Eozinofil sejtszam MEGRALAFOZAS ...............cccuvuiiiiii ittt ettt ettt nene s 29
Enzim-kapcsolt immunszorbens vizsgalat (ELISA) ..........coccoieiiiiiiiiiiiiisesee et 30
STATISZERAT QIALIZES ...ttt ettt sttt et e s be e s be e s be e s ate s nbe e beenbeesbaesbee s 30
4.2. Az mDC-k szerepének vizsgalata AD-Den...............cccooiiiiiiini 30
BIEOEK ...ttt E R bRttt bt nen e 30
S€jt SZEPATALAS €S LENMYESZIES ......ocvvesieisiiiiii ettt 31
Sejtfelszini jelolés és citoplazmatikus CItOKIn fESIES ............ccovoiiiiiiiiiiiiiiiii s 31
LEzr PASZIAZO CYLOMEIIIA ...ttt ettt he et b e b e nbeesbeesbnentne s 32
STAUISZUKAT QIALIZIS ...ttt bbbttt e s it e sabe e sbbe e anbe e e nbne e e 33
4.3.  AziNKT sejtek szerepének vizsgalata AD-DEN............ccccooiiiiinininiiiice e 33
BIEOEK ...ttt b e R bt h Rt bbbt e n s 33
Periférias vér mononukledris sejt (PBMC) (ZOIACIO. .........c..ccuuoueiiiiiiiiiiiiieitiei e 34

Az iNKT és CD4/CD8 iNKT sejtek szamanak és gyakorisaganak meghatdrozdsa aramlasi
CIEOTMEITIAVAL ...ttt R e e Rt r e Rt et r e nr e ar e n e nneen e nenne s 34

Az INKT sejtek és CD4/CD8 alcsoportjainak funkciondlis vizsgalata intracellularis citokin analizissel
.......................................................................................................................................................... 34



STATISZIRQT QRALIZIS ..ottt e e ettt e e e e et ettt e e e s e se bbb e et e e eeessa st b aeeeeeessaebaraees 35

5. EREDMENYEK ...ttt b bbb bbb bbb 36
5.1.  IL-16 szerepének vizsgalata AD-DEN ...........ccccoiiiiiiiiiiiiiii e 36
Szérum IL-16 szintek AD-s betegekben, egészséges és psoriasisos kontrollokban ...................c.c........ 36
Osszefiiggés a szérum IL-16 és az AD siilyossagat jelzé paraméterek kozétt (SCORAD, a szérum totdl
IGE 65 Az €0ZINOSIl SEISZAM) ......oc.viieiieeiieeee e ne e 36
Osszefiiggés az IL-16 és a betegek szenzitizaltSAZA KOZOL .............cvvveereeeeereeeeeeeeeeseeeeseseresseeins 39
5.2. Az mDC-k szerepének vizsgalata AD-Den................ccoooii 41
Az AD-s betegek mDC-inek morfologiai és fenotipusos Jellemzoi ............ccuuuveeveieiiiieiiiiiiineneseens 41
Az AD-s betegek és kontrollok nem stimulalt mDC sejtjeinek citokin profilja............ccccoovcvenecnnnne. 43
Az atopias borhoz hasonlo koriilmények hatasa az mDC-k T sejt polarizalo citokin termelésére........ 44
5.3. Az iNKT sejtek szerepének vizsgalata AD-DEN............cc.ccoooviiiiniiiiiieinne e 45
A totdl iNKT sejtek szdazalékos aranya és szama AD-S Detegekben............ccocvvvveveiiininicine e 45
Az iNKT sejtek alcsoport analizise AD-S DEIEJEKDEN ........ccoiiiiiiee e 47
Az iNKT sejtek funkcionadlis vizsgalata AD-DEN .........ccccooviiiiiiiieie e 48
6. MEGBESZELES .....ocuiiiiiiitiiiisieic it bbb bbb 50
7. OSSZEFOGLALAS ....cuvuuveutsetssssesessessases st 57
8. IRODALOMIEGYZEK .. .coiiiiiiiiiiiiiiiiiii i bbb bbb bbb 60
9. KOSZONETNYILVANITAS .....oiiiiiiiiiiiiiii bbb 78
10. FUGGELEK ....couiiiiiiiii b bbb bbb 80



ROVIDITESEK JEGYZEKE

AD
AMP
APC
BDCA
CCL
CCR
CD
CFS

CLA
CXC
CXCL
DAMP
DAPI
DC
dDC

DI
DNS
DN

DP
EDC
ELISA
FACS
FBS
FceRI
FITC
FLG
FOXP3
FSC
a-Gal-Cer
GM-CSF
hBD
HC

atopias dermatitis
antimikrobialis peptid
allophycocyanin

vér dendritikus sejt antigén
kemokin (C-C motivum) ligand

kemokin (C-C motivum) receptor

differenciacios klaszter (Cluster of Differentiation)

carboxyfluorescein succinimidyl

bdr (cutan) lymphocyta-asszocialt antigén
kemokin (CXC motivum)

kemokin (CXC motivum) ligand
vesz¢ly-asszocialt molekularis mintdzat
4',6-diamidino-2-phenylindole
dendritikus sejt (dendritic cell)

dermalis dendritikus sejt

DNS index

dezoxyribonukleinsav

dupla negativ

dupla pozitiv

epidermalis differenciacios komplexnek
enzim-kapcsolt immunszorbens vizsgalat
fluorescence-activated cell sorting

fotalis borju szérum

immunglobulin E receptor 1. tipus
fluorescein isothiocyanate

filaggrin

forkhead box P3

forward scatter

a-galactosylceramid
granulocyta-makrofag kolonia stimulalo faktor
human-p-defensin

nem atopias onként jelentkezd



HLA human leukocita antigen

IC intracellularis

IDEC inflammatoérikus dendritikus epidermalis sejt

IFN interferon

Ig immunglobulin

IL interleukin

INV involukrin

lo ionomycin

INKT invarianst natural killer T sejt

IOR interkvartilis terjedelem

LEKTI lymphoepithelidlis Kazal-tipusu tripszin inhibitor
LC Langerhans sejt

LDH laktat dehidrogenaz

LL37 katelicidin

LOR lorikrin

LSC Iézer pasztazo cytometria

mADb monoklonalis antitest

mDC myeloid dendritikus sejt

MHC major hisztokompatibilitasi komplex

MRNS messenger ribonukleinsav

NKT natural Killer T sejt

NLR nucleotide-binding oligomerization domain-like receptor
NOD nukleotidk6td oligomerizacidos domén

PAMP patogén-asszocialt molekularis mintazat

PBMC periférias vér mononuklearis sejt

PBS foszfat puffer oldat

pDC plasmacitoid dendritikus sejt

PE phycoerythrin

Pl foszfatidilinozitol

PMA phorbol-12-myristate 13-acetate

PMT fényelektromos sokszorozo (photomultiplier tube)
PRR mintdzatfelismerd receptor (pattern recognition receptor)
RNaz ribonukleaz

RT szobahémérséklet (room temperature)
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SCORAD
SEB
SEM
SSC
TCR
TEWL
TGF
Th
TLR
TNF
Treg
TSLP

atopias dermatitis pontozasa (Scoring Atopic Dermatitis)
staphylococcus enterotoxin B

standard hiba - standard error of mean

sidescatter

T sejt receptor

transzepidermalis vizvesztés (transepidermal water loss)
transzformald novekedési faktor (transforming growth factor)
T segito (T helper)

Toll-szeri receptor (Toll-like receptor)

tumor nekrozis faktor

természetes regulativ T

thymus stromalis lymphopoietin (thymic stromal lymphopoietin)



1. BEVEZETES

Az atopids dermatitis (AD) egy kronikus, nem fert6z6, gyulladdsos borbetegség,
lefolyasa hullamzé jellegii. A tiinetek nagyobb gyakorisdggal jelennek meg azoknal a
gyermekeknél, ahol a csaladban korabban mar eléfordult AD. Kialakuldsadban azonban a
genetikai hattér mellett nagyon fontos szerepe van a kornyezeti kockazati faktoroknak.

A betegség patogenezise komplex, szdmos kutatds témajaként szerepel, de még mindig
sok a tisztazatlan vagy ellentmondasos teriilet. Az AD patogenezisének 3 f6 szerepléje a bor
barrier karosodasa, valamint az adaptiv (szerzett) és az innate (velesziiletett) immunvalasz
eltérései. Az AD kialakuldsdra vonatkozoan alapvetéen két hipotézis Iétezik, egy
immunolodgiai (inside-out) és egy bor barrier (outside-in) hipotézis. Az immunologiai elmélet
szerint a betegség primer oka olyan immunologiai diszregulacid, mely a T sejtek egyensuly
eltolodasat eredményezi, emiatt bérgyulladas és kovetkezményes bor barrier karosodas alakul
ki. Az outside-in tedria szerint eldszor barrier karosodas jon 1étre és ez vezet immun-medialt
gyulladdshoz. Az irodalmi adatok azt mutatjdk, hogy a két elmélet Osszefliggésben van
egymassal, nem létezik egyik a masik nélkiil. Az is ismert, hogy az innate immunvalasz
elemei, leginkdbb a keratinocitdk jelenthetik a hidat a két elmélet kdzott, mivel nem csupéan a
bor fizikokémiai barrierjének épitdelemei, hanem a bdr immunolodgiai barrierjének is.
Amennyiben genetikai vagy szerzett okbol karosodik a keratinocitdk fizikokémiai barrierben
betoltott szerepe, ez immunoldgiai miikodésiikben megnyilvanulo eltéréseket is eredményez.
A velesziiletett immunvalasz mas képvisel6i [dendritikus sejt (DC), invarians natural killer T
sejt (INKT) stb,] is szamos karosodast mutatnak AD-ben, mely eltérések részben okai,
részben kovetkezményei a bor fizikokémiai barrierjében mutatkoz6 karosodasoknak vagy a
szerzett immunvalaszban tapasztalt eltéréseknek és ez a 3 rendszer egymast erdsitve egy
olyan circulus vitiosust hoz létre, mely fenntartja az AD-ra jellemz6 sulyos bérgyulladast.

Sajat kutatasaink soran elsdsorban a velesziiletett immunvalasz egyes sejtjeinek
(keratinocita, DC, iNKT sejt) szerepét tanulmanyoztuk AD-ben szenvedd betegekben.
Dolgozatom elsé része az interleukin (IL)-16, mint lehetséges biomarker szerepének
tanulmanyozasa soran kapott eredményeinket foglalja 6ssze, a masodik rész a vérbdl izolalt

DC-kel, mig a harmadik rész az INKT sejtekkel végzett kutatasaink eredményeit mutatja be.



2. IRODALMI ATTEKINTES

2.1.  Atopias dermatitis f6 klinikai jellemzdi

Az atopias dermatitis (AD) egy kronikus, gyulladasos bdérbetegség, melynek
eléfordulasi gyakorisiga 1950 és 2000 kozott gyorsan emelkedett. A nyugati orszagokban
15% feletti a gyermekek esetén és 1-3% a felnétt populacioban ™. Bizonyos, fejlett gazdasagi
szinten ¢él6 orszagokban ugyanakkor mara ez az emelkedés megallt, s6t néhany orszagban az
AD eléfordulasa csokkenést is mutat (Nagy Britannia, Uj-Zéland) °. A fejlédé régidkban
tovabbra is az emelked6 tendencia jellemz6 ® Az AD éltaldban gyermekkorban alakul ki, de
felnéttkorban is kezdddhet. A betegek mintegy 50%-nal 1 éves kor el6tt jelennek meg az els6
tiinetek, és az AD-s gyerekek tobbségénél (mintegy 95%) mar 5 éves kor eldtt tapasztalhato
az els6 bortiinet. A gyermekkorban kialakult betegség az érintettek 75%-anal felnéttkorra
spontan megsziinik, de a felndttkorban tovabbra is tiinetes betegek szama is magas .

Mig a korai életkorban manifesztalodo, stlyos bértiinetekkel jaro AD-s betegek 50-
75%-a szenzitizalt egy vagy tobb allergénnel (étel, hazipor atka, allatszérok) szemben, addig
az enyhe formakra ritkdbban jellemzd a betegek szenzitizéltsaga, vagyis koran sem igaz az,
hogy valamennyi AD-s betegnek lenne IgE medialt azonnali tipust allergias szenzitizacioja
(atopidja). Ebbdl latszik, hogy a korkép elnevezése sem megfeleld, de jelenleg ennél jobb
noémenklatiira nem ismert, ezt elfogadja a teljes borgyogyaszati és allergologiai-immunolégiai
tarsadalom. A betegség gyakran tarsul mas atopias betegségekkel meghatarozott idérendi
sorban (ételallergia, asthma bronchiale, allergias rhinitis), ez az ugynevezett ,atopias

menetelés” jelensége 8 (1. abra).

Ekcema

Etel allergia
w— Asthma

w Rhinitis

Gyakorisag (%)

Eletkor (Ev)

1. abra: Az atopias menetelésben résztvevo betegségek életkorok szerinti megjelenése



A tiinetek nagyobb gyakorisaggal jelennek meg azoknal a gyermekeknél, ahol a
csaladban korabban mar eléfordult AD. Kialakulasaban azonban a genetikai hattér mellett
nagyon fontos szerepe van a kornyezeti kockézati faktoroknak. Bizonyos felmérések a
genetikai és az exogén faktorok szerepvallalasat a betegség kialakitasaban 50-50%-ra teszik.

Az atopas boron akut és kronikus 1éziok figyelhetok meg, melyek hyperaemias besziirt
papulakbol, plakkokbol, erosiokbdl allnak. CsecsemOknél az arc és a végtagok feszitd
felszinének, gyermekeknél a hajlité felszineknek, felndtteknél pedig a torzsnek és a tenyér-
talpnak az érintettsége jellemz6 elsésorban. A bor szinte mindig erésen szaraz, a gyulladasos
teriiletek pedig viszketnek, gyakori a feliilfert6zodés. Az akut 1€ziok szovettani képén
intercellularis oedema, perivascularis limfocita infiltracié €s parakeratozis figyelheté meg. A
kronikus boérléziokra hiperkeratézis, epidermalis acanthosis €s jelentds mértékti T sejt
infiltracio jellemzd.

Mivel a betegség igen gyakori, korai gyermekkorban alakul ki és hosszan fennall, és
tiinete az erds viszketés, akar fajdalom, ezért jelentdésen befolyasolja az életmindséget.
Ugyancsak problémat jelent, hogy jelen tudasunk szerint oki terapiat kevés esetben tudunk
adni. Nagyon fontos tehat a témaval foglalkozod kutatdsok folytatasa, melyek segithetik a

hattérben all6 okok feltérképezését és hatékony terapias modszerek fejlesztését.

2.2. A betegség kialakulasaban szerepet jatszo tényezok
2.2.1. Genetikai tényezok

A genetikai faktorok lehetséges szerepét a betegség kialakuldsdban mar régota
intenziven vizsgaltdk az AD csaladon beliili halmoz6dasa miatt. Mar az 1900-as évek elején
késziiltek feljegyzések arrdl, hogy a betegek 50%-anal mas csaladtag is mutatja ugyanazokat a
tiineteket. Manapsag a betegek mintegy 70%-anal figyelheté meg pozitiv csaladi hattér. Azt is
megfigyelték, hogy azoknal a gyermekeknél, ahol a sziilék AD-ben szenvednek, nagyobb
gyakorisaggal manifesztalodik a betegség, mint azoknal a gyermekeknél, akiknek a sziilei
asthmaban vagy allergias rhinitisben szenvednek. Ebbdl arra kovetkeztettek, hogy az AD
kialakuldsdban atopiatol fliggetlen gének is szerepet jatszanak ’ Ikertanulmanyok szintén
bizonyitottdk a genetikai hattér fontossagat, monozigéta ikrek esetén a betegség
kialakuldsanak gyakorisdga 75%, ha az egyik testvér érintett, mig dizigota ikerparok esetén ez
a szam 30% °. Az utobbi idészak genomikai vizsgalatai 19, az AD kialakuldsaban nagy
valoszinliséggel szerepet jatszd lokuszt azonositottak, bar az egyes gének egyénenként

eltéréen hatnak az AD fenotipusos megjelenésére. JOl ismert, hogy azok a gének, melyek az



crer

e ey

genom elemzésének (GWAS) eredményeként szamos kandidatus, az AD-hez kapcsolhato
régiodt azonositottak 2 azonban az irodalmi adatokbol ismert, hogy a betegséggel
Osszefiiggésbe hozhatd génvaltozatok eltéréek lehetnek az egyes populaciokban.

Jol ismert, hogy a filaggrin gén (FLG) mutacidi (a két leggyakoribb az R501X és a
2282del4) a jelenleg ismert legfontosabb predisponalé faktorok az AD kialakuldsaban. A
filaggrin homozigdta null mutacioja a betegeknek csak kis szdzalékat érinti, sokkal gyakoribb
a heterozigdta mutacio, amikor csokkent a filaggrin mennyiség. A FLG gén, mely egyike az
S100-fuziés proteineket (SFTP) kodold géneknek, az 121 kromoszéman helyezkedik el
abban a régioban, melyet epidermalis differenciaciés komplexnek (EDC) neveztek el. Az itt
talalhatd gének tobbek kozott a kovetkezd fehérjéket kodoljak: profilaggrin, melybdl
hasitodik késébb 10-12 filaggrin fehérje (FLG), hornerin, FLG2, repetin, cornulin,
trichohyalin 3. Ezek a gének az EDC-n beliil nagyon kézel helyezkednek el egymashoz, mind
struktirajukban, mind funkci6éjukban nagyon hasonlitanak, és kimutattak, hogy barmely SFTP
génnek az exon 3 null mutécioja csokkent vagy hianyzé fehérje produkciohoz vezet **°. A
FLG fehérje a stratum corneum ¢és granulosum strukturfehérjéjeként segiti a keratin
filamentumok Gsszekapcsolasat, biztositja az intakt bOr barrier hidrataltsagat, de fontos
feladata van a fényvédelem terén is.

Egy masik, az AD kialakulasaval kapcsolhato fontos gén a Kazal-tipust szerin proteaz
inhibitor 5 (SPINKS5) gén az 5q32 kromoszoman talalhato, egy AD-hez kapcsolt région beliil,
az altala kodolt lymphoepithelialis Kazal-tipusu tripszin inhibitor (LEKTI) nevii szerin
protedz inhibitor az epitelialis és mucosalis felszinen és a thymusban expresszalodik. A szerin
proteaz enzimek és inhibitoraik fontos szerepet jatszanak a bdr barrier homeosztazisdban, a
stratum corneum hamlésdban, a lipid barrier és a szaruboriték (cornified envelope)
szabalyozasaban, a normal epitélium kialakitdsdban és a normal bdér permeabilitasdnak
fenntartasaban 2. Egy mostanaban megjelent tanulmany kimutatta, hogy a LEKTI E420K-s

------

expressziojat, illetve a SPINKS mutacié all a ritka Comel-Netherton szindroma hatterében,
melynek bértiinetei hasonléak AD-hez *°*'.
A velesziiletett immunvalasz komponenseiként a keratinocitak altal termelt antimikrobialis

peptidek (AMP) kritikus szerepet jatszanak a patogének eltavolitisdban és a funkcioképes
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epidermalis barrier fenntartasiban. Ilyen fehérjék pl. a pB-defenzinek (hBD -1,2,3),

kathelicidinek, psoriasin és a ribonukleaz (RNaz) 8%,

Candidate Genes for Atopic Dermatitis I
@ Chemokines and

related genes

CCLs
caay
ccLl

CCRa CMA1
CCR3

Drug-metabolizing

2. abra: Az AD genetikai hatterének vizsgalata soran nyilvanvalova valt, hogy els6sorban a
bor barrier, a szerzett és a velesziiletett immunvalaszi funkciokat kodold gének mutatnak
eltérést (Forras: Al-Shobaili HA et al. Molecular Genetic of Atopic dermatitis: An Update.
Int J Health Sci (Qassim). 2016 Jan;10(1):96-120.)

Az innate immunvalasz a mintazat felismerd receptorok (PRR) aktivaciojaval indul, mely
receptorok szerepe az, hogy bizonyos patogén ligandok kotddésekor megfelelé immunvalasz
generalodjon, a szervezet védett legyen az adott korokozdval szemben. A PRR-ek, mint a
Toll-like receptorok (TLR) és a nucleotide binding oligomerization domain like receptorok
(NLR), valamint az AMP-k mutacioi is fontos szerepet jatszanak az AD kialakitasban és
fenntartasaban a borfertézésekre vald fogékonysag altal 2021 Az innate immunvalasz tovébbi
génjeinek, a CARD4 (caspase recruitment domain 4, NOD1), CARD15 (NOD2), CD14,
mannéz-koté lektin (MBL2),TLR2, TLR4, TLR6, TLR9, DEFB1 (human B-defensin 1) gének
polimorfizmusait szintén Osszefiiggésbe hoztak a betegséggel bizonyos populdcidkban.

Az adaptiv immunvalaszhoz kapcsolt gének kozé tartoznak: az IL-4, IL-4Ra, STAT6, IL-
10, IL-6, tumor nekrozis faktor (TNF)a, TNFp, IL-1a, interferon (IFN)y, IL-1p, IL-5, IL-12p5,
IL-712Rp, IL-13, IL-18, transzformdlo névekedési faktor (TGF) 1, granulocyta-makrofig
kolonia stimuldlo faktor (GM-CSF), IL-9, IL-9R, valamint a kemokin gének (CXC, CC —
gyulladasos kemokinek, CC, CX3C- immun kemokinek). Ezen gének polimorfizmusai és az

2

AD kozétt szintén talaltak Osszefliggést az egyes populaciokat vizsgalva'>. A major
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hisztokompatibilitasi komplex (MHC) vagy human leukocita antigén (HLA) gének szerepét
ugyancsak vizsgaltak AD-ben, bizonyos populaciokban talaltak osszefiiggést a betegség és az
egyes variansok kozott 2.

Osszesitve megallapithatd, hogy az AD kialakuldsaval kapcsolatba hozhatd
génmutaciok vagy polimorfizmusok elsésorban olyan géneket érintenek, melyek az innate
vagy adaptiv immunvalaszban, illetve az epidermalis barrier felépitésében fontos fehérjéket

kédolnak (2. abra).
2.2.2. Kornyezeti faktorok

Az AD egy olyan multifaktorialis, poligénesen 0rokl6dé megbetegedés, melynek
kornyezeti hatdsoknak is, tobbek kozott az allergéneknek (allergids szenzitizacio),
irritansoknak (fokozottan érzékeny, intolerans bor), fertézéseknek (fokozott hajlam
borfertdzésekre), fizikai faktoroknak (vakaréds, napfény, hideg-meleg, pdratartalom) ¢és a
pszichés stressznek.

Régota ismert, hogy AD-ben szenveddk egy részére 2 éves kor alatt jellemzd az
¢lelmiszerekkel, késobb pedig a 1éguti allergénekkel (haziporatka, lisztatka, viragpor és allati
szO0rok) szembeni 1. tipusti azonnali allergias reakcio. Ezeket a betegeket extrinzik tipusi AD-
s betegeknek nevezziik, naluk magas 6ssz IgE szint és allergén-specifikus IgE mutathato ki.
Az intrinzik AD-ben szenvedd betegeknél bar a klinikai tiinetek megegyeznek az extrinzik
AD tiineteivel, nem mutathat6 ki fokozott 1. tipusu allergiara valo hajlam, nincs kapcsoltan
1éguti allergia, normal a szérum IgE szintje, nem detektalhato specifikus IgE és a bortesztek is

negativak *?*

. Ez 1s mutatja tehat, hogy az l-es tipusu szenzitizacid, bar szerepet jatszhat a
borgyulladés kialakuldsdban, de az ekzemas bortiinetek kialakulasaért elsdsorban az allergén
specifikus T limfocitak borbe torténé vandorlasa és az altaluk elinditott gyulladas folyamata
felelOs.

Az allergének mellett a detergenseknek, szappanoknak, kémiai vagy fizikai irritalo
anyagoknak is szerepe van az AD tiineteinek megjelenésében vagy stlyosbodéasaban, ezek
els6sorban a bor barrier kéarositasa Gtjan hatnak. Sok tanulmény foglalkozik a bdrre jellemzd
fert6zések karos hatasaival AD-ben. Ismert, hogy a klinikailag fertdzést nem mutato betegek
esetében is 90%-ban kitenyésztheté Staphylococcus aureus (S. aureus) az ekzemas
borteriiletrdl, valamint az, hogy antibiotikum kezelés ilyen esetekben is jelentds klinikai

25,26

javulast eredményez . A S. aureus altal termelt toxinok a gyulladt, karosodott bor

felszinén atjutva szuperantigén hatasuk révén aktivalni képesek a makrofagokat, T sejteket és
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a Langerhans sejteket. A makrofagok altal termelt IL-1 és TNF-o fokozza a gyulladast,
hatasara E-selectin expresszié indul meg a vaszkuléris endotel sejteken és ez eldsegiti a cutan
lymphocyta-asszocialt antigén (CLA)+ limfocitdk bérbe torténé bevandorlasat >, Ugyancsak
tobb vizsgalat kimutatta, hogy AD-ben a Staphylococcus toxinok ellen specifikus IgE
termelés indul el. Ezen betegekben a bazofilok felszinére kotodé IgE-toxin komplex
kapcsolodasat kovetden hisztamin felszabadulds mutathaté ki. A toxin specifikus IgE szintje
sszefliggést mutat, az AD sulyossagaval 2. A kornyezeti antigénekre specifikus IgE termelés
mellett AD-ben sajat autoantigének ellen is kimutathatd antitesttermelés. Els6sorban a
gyulladas kovetkeztében karosodott keratinocitdkbdl kiszabaduld citoplazmatikus fehérjék
ellen IgE tipusu antitestek képzddnek, mely autoantitestek szintén hozzajarulnak a gyulladas
tovabbi fenntartasahoz *°.

Nemrégiben megjelent tanulmanyok felhivjak a figyelmet a stressz kiemelkedd
szerepére a betegség kialakulasaban, és hangstlyozzak a pszichologiai faktorok és az ideg-
illetve immunrendszer elemei kozotti kapcsolat jelentoségét. Stressz faktorok jelenlétében az
eozinofil sejtszdm és az IgE expresszid is novekszik. Tovabb hangstlyozza a stressz szerepét
a betegség kialakitdsdban és fenntartdsdban, hogy a kiilonb6z6 fesziiltségoldd modszereket
alkalmaz6 terapidk (pszicholdgiai terapia, relaxacid, autoldg tréning stb.) a klinikai tlinetek

nagymértékii javulasahoz vezetnek 2%,

2.3. Az atopias dermatitis patogenezise

Az elmult évek kutatdsai nyomdn jelentdsen gyarapodott tudasunk a betegség
patomechanizmusat illetden. Alapvetéen két hipotézis létezik az AD kialakuldsara
vonatkozdan, egy immunologia (inside-out) és egy bor barrier (outside-in) hipotézis >3 Az
immunoldgiai elmélet szerint a betegség primer oka olyan immunoldgiai diszregulacio, mely
a T sejtek, kiilondsen a helper T sejtek (Thl, 2, 17 és 22) és a regulatorikus T sejtek egyenstly
eltolodasat eredményezi 32 Akut AD-ben elsBsorban a Th2/Th22 sejtek dramlanak a bdrbe,
melynek kovetkeztében emelkedik az IL-4, -5, -13 interleukinek expresszidja, borgyulladas
alakul ki. Ennek hatasara kovetkezményes bér barrier karosodas, tovabbi gyulladasos sejt
bedramléas (eozinofil, makrofag, hizosejt), gatolt Thl sejt differenciacido és fokozott IgE
termelés jon létre *. Ezen elmélet szerint elsédleges az immunrendszer karosodasa és

kovetkezményes a bdr barrier eltérés.
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A bOr barrier hipotézis szerint elsddleges 1épés a bor barrier karosodéasa, mely lehet genetikai
vagy szerzett karosodas. Jo példa erre a filaggrin gén mutacidja, mely a betegek 30-40 %-anal
kimutathaté. Az FLG mutacidok miatt kevesebb filaggrin termelddik. Hianyaban a bor barrier
karosodik, novekszik a transzepidermalis vizvesztés. A karosodott barrieren tobb allergén jut
at, valamint gyulladasos citokin termelés indul el a keratinocitakbol. Ezek koziil legfontosabb
a thymic stromal lymphopoetin (TSLP), mely a dendritikus sejteket aktivalja és Th2 tipusu
polarizald képességgel ruhdzza fel. Megindul a Th2 tipusu sejtek bevandorlasa,
kdvetkezményes egyéb gyulladasos sejt megjelenéssel egyiitt **. Az outside-in tedria szerint
tehat el6szor barrier kdrosodas jon 1étre €s ez vezet immun-medialt gyulladashoz. Feltehetéen
mindkét elmélet igaz, egyik betegnél az egyik utvonal, mésikndl a masik dominal, igy ez a két
elmélet kiegésziti egymast, nem létezik egyik a masik nélkiil. A kialakult klinikai tlinet tehat
az immun-medialt gyulladas és a barrier karosodas egymast erdsité és fenntartd ordogi

korének eredménye.

Kérnyezeti fatorok  Genetikai fatorok

f mutaciok
Outside-in
hipotézis K

Képiaszam variaciok
DNS metilacio

V;

Az immunrendszer
eltérései

Adaptiv Velesziiletett
immunvalasz: immunvalasz:
nagy mértékd diszregulalt,

aktivitas tébbnyire

csokkent aktivitas

Inside-out
' 1 hipotézis
=

Gyulladés
indukalta barrier
karosodds

3. abra: Az AD patomechanizmuséanak attekintése

2.3.1. Afizikokémiai bor barrier jellemzdi és szerepe AD-ben

Egy intakt epidermalis barrierrel a bor a szervezet szdmara fizikai és kémiai gatat is
biztosit. A boOr fizikokémiai barrierje nem a teljes epidermiszt jelenti, hanem a stratum

corneum alsd és a stratum granulosum fels6 néhany sejtsorat. F6 alkotoelemei a sejtek
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(keratinocitak, korneocitak), a kozottik elhelyezkedd lipid allomany és a sejteket
Osszekapcsold elemek (desmosomak, korneodesmosomak, tight junction). A stratum
corneumban a korneocitakat még egy ugynevezett szaruboriték is koriilveszi, egy lipideket és
proteineket tartalmazd keresztkapcsolt erds, de rugalmas matrix, mely minimalizalja a
vizvesztést és megvédi a szervezetet az allergénekkel és mikrobioldgiai agensekkel szemben.
Normal bdrben a fizikokémiai barrier képzddése soran az egyik legfontosabb elsé 1épés,
amikor a profilaggrint szerin proteazok defoszforilaljak és hasitjak, és felszabadul tobb
filaggrin molekula. A filaggrin f6 feladata a keratin keresztkotése, és a keratinocitak,
korneocitak lapos alakjanak kialakitasa. A filaggrinnak tovabbi szerepe, hogy degradacioja
révén {6 forrasa az un. természetes nedvesitd faktoroknak (Natural Moisturizing Factors —
NMF) **. Bomlastermékei fontos szerepet jatszanak a stratum corneum savasitasdban, és
antimikrobialis hatast is kifejtenek. A Korneocitakat 6sszekoté korneodesmosomak is kiemelt
szerepet jatszanak a fizikokémiai barriermiikddésben. A stratum granulosumban a
keratinocitadkat a tight junctionok kapcsoljak Ossze, melyek nem csupan a fizikokémiai
barriert erésitik, hanem az immunoldgiai barrierben is szerephez jutnak, mivel ez az a réteg,
ameddig egészséges bdérben a Langerhans sejtek nyllvanyai eljutnak. Sériilt barriernél a
Langerhans sejtek ezen rétegen tul is kiterjesztik dendritjeiket, igy fokozottan tudjak észlelni a
kiilvilagbol a bort érd ingereket.

AD-ben a fentebb leirt barrier valamennyi eleme sériilhet mind a sejtek, mind a
kapcsolo elemek vagy sejtkozotti allomany karosodhat, melynek kdvetkeztében a bor barrier
gyenge, sériilékeny. Részletesebben megvizsgalva az AD-s borre jellemz6 a filaggrin
karosodasa kovetkeztében kialakulo megnovekedett transzepidermalis vizvesztés (TEWL), a
zavara, melynek hatasara csokken a ceramidok, a filaggrin és az AMP-k szintje **%'. Ezzel
egyidejlileg emelkedik a proteaz aktivitas [endogén (keratinocita és hizosejt eredetil) és
exogén (kornyezeti allergének, S. aureus) proteazok] és proinflammatorikus citokinek
szabadulnak fel, mely a bdr barrier Osszeomldsdhoz vezet. AD-ben a csokkent filaggrin
metabolitok jelenléte a bor pH értékének emelkedéséhez és a szerin protedzok megndvekedett
aktivitisahoz vezet *°. AD-ben a fizikokémiai barrier masik fontos kérosoddsa a tight
junction-ket érinti. Nem 1ézios epitél mintakon, génexpresszids vizsgalatokban kimutattak,
hogy az AD-s betegeknél kiugroan alacsony a tight junction proteinek (claudin-1, claudin-23)
szintje, igy a stratum corneum alatt kozvetleniil elhelyezkedd, adhézios proteinek altal alkotott
komplex is karosodott ¥ Tovabbi vizsgélatok kimutattdk, hogy inverz korrelacié all fenn a

claudin-1 és a Th2 polaritas markerei kozott (total eozinofil szam, szérum total IgE) *.
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AD-ben a barrier karosodasa olyan betegeknél is megfigyelhetd, akik nem hordoznak a
barrier funkciot érintdé mutacidt, polimorfizmust vagy ,.copy-number variation”-t. Az
epidermalis barrier kdrosodasdban a genetikai okokon til szerzett faktorok is szerepet
jatszanak (elsésorban detergensek, szappanok tulzott hasznalata, a bor pH eltéréseit okozd

anyagok), melyek a barrier valamennyi elemének funkcionalis zavarat kivalthatjak.

2.3.2. Az immunologiai bor barrier (velesziiletett immunvalasz) sejtjeinek jelentésége AD-

ben

A fizikokémiai bor barrier legfontosabb alkotdi tehat, mint lattuk, a keratinocitak, a
kozottik elhelyezkedd lipid-fehérje matrix és az Oket Osszekapcsold desmosomdk és tight
junctionok. A keratinocitdk azonban nem csupén a bor fizikokémiai barrierjének épitdelemei,
hanem a bor immunologiai barrierjének is, elsdésorban a velesziiletett immunvalasznak.
Amennyiben genetikai vagy szerzett okbodl karosodik a keratinocitdk fizikokémiai barrierben
betoltott szerepe, ez immunoldgiai mitkddésiikben megnyilvanuld eltéréseket is eredményez.

A velesziiletett immunvalasz mas képviseléi (DC, iNKT stb,) is szdmos karosodast
mutatnak AD-ben (4. abra), mely eltérések részben okai, részben kovetkezményei a bor
fizikokémiai barrierjében mutatkozé karosodasoknak vagy a szerzett immunvalaszban
tapasztalt eltéréseknek és ez a 3 rendszer egymast erdsitve egy olyan circulus vitiosust hoz
létre, mely fenntartja az AD-ra jellemz0 sulyos borgyulladast. A kozottiik kimutathatd szoros
kapcsolat ramutat ugyanakkor a bor fizikokémiai barrierjének és immunologiai barrierjének
szoros Osszefliggéseire iS. Sajat kutatasaim soran elsOsorban a velesziiletett immunvalasz
adott sejtjeinek (keratinocita, DC, iNKT sejt) szerepét tanulmanyoztam AD-ben szenvedd

betegekben.
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Innate immun karosodas AD-ben

Genetikus (FLG) ! J FLG, | LOR és
Epitelialis Szerzett (Th2 citokinek, | INV, lipid defektusok,
barrier viszketés-karcolas ciklus) TJ karosodasok

Genetikus (SPINKS, KLK7)
Protedzok Szerzett (proteazok,
allergének, mikrobak)

N Proteazok
{ Protedz inhibitorok

{4 AMP-k (HBD2, HBD3,

Antimikrobialis Genetikus (?) LL37)
proteinek Szerzett (Th2 citokinek) J IL-8/CXCLS8 és
4 MIP3a/CCL20
Megvaltozott PPR
Innate Genetikus (?) expresszié és funkcid
receptorok Szerzett (?) (TLR2, TLR9, NOD1-2,
CD14, MBL)

Genetikus (?)
Innate Szerzett ({, IL-8/CXCL8, i NKJEc’i)r’\Iftz\:écié)
Immun sejtek J MIP3a/CCL20, PMN

kemotaxis defektus ¥ pDC @ Y

4. abra: Az innate immunrendszer és a fizikokémiai barrier eltérései AD-ben (Forras: De Benedetto A
et al. Atopic dermatitis: a disease caused by innate immune defects? J.Invest.Dermatol.
2009;129(1):14-30.)

2.3.2.1. Keratinocitdk, IL-16

Az elmult évtizedek kutatdsi eredményei bebizonyitottak, hogy a keratinocitdk szerepe
nem meril ki a bér fizikokémiai barrierjének kialakitasaban, hanem ezek a sejtek aktiv
szerepet jatszanak az innate immunvalasz indukdldsdban, a bor immunoldgiai barrierjének
miikodésében is. Toll-like receptoraik és egyéb patogén asszocialt molekularis mintazat
(PAMP) ¢és endogén veszély-asszocialt molekularis mintazat (DAMP) felismeré receptoraik
[pl. NLR gén csalad altal kodolt fehérjék] révén képesek kiilonbséget tenni a patogén és nem
patogén jelek kozott %A keratinocitdkon a TLR aktivacio egy predomindns Thl tipusu
immunvélaszt indukél, mely I. tipusu interferon (IFN) termeléssel tarsul *. Az NLR indukci6
eredményeképpen mas tipusu proinflammatodrikus jelatviteli utvonalak kapcsolnak be. A
keratinocitak szintén fontos szerepet jatszanak az AMP termelésben (B-defensinek,
kathelicidinek). A bor fertdzése soran a keratinocitdk AMP termelését novelik a T sejt
citokinek, kiilonosen az IL-17A és az IL-22 4243 A Kkeratinocitak citokineket és kemokineket
is expresszalnak, tehat ugy is képesek az immunrendszert moduldlni, hogy immunsejteket
aktivalnak és toboroznak a bdrbe. Leirtdk ezen sejtek antigén prezentdld képességét is az

MHCII expressziora alapozva, bar gy tlinik, hogy kevésbé vesznek részt a T sejtek
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polarizaciojaban, sokkal inkabb a mar korabban antigénnel taldlkozott T sejtek toborzasaban
és aktivalasaban van szerepiik ©°.

A keratinocitdk szerepe kiemelten fontos az AD kialakuldsdban, mind a betegség
inicidlasaban, mind a tiinetek fenntartdsdban. Legismertebb szerepiik a TSLP nevi
proinflammatorikus citokin termelése, mely normal bérben nem detektalhatod, ugyanakkor
mind az akut, mind a kronikus AD-s bor 1ézidkban nagy mennyiségben jelenik meg, és
leginkabb a teljesen differencialt keratinocitakhoz kotheté™. Az éretlen CD11¢" DC-k a TSLP
hatasara éretté valnak, Th2 tipusu polarizaciot idéznek el6 naiv T sejtekben, illetve olyan
kemokineket (kemokin (C-C motivum) ligand (CCL)17, CCL22) termelnek, melyek a
kemokin (C-C motivum) receptor (CCR)4 receptorhoz kotédve Th2 citokineket termeld
sejteket toboroznak a bdérbe. A TSLP hatast gyakorol a hizdsejtekre és NKT sejtekre is. Az
INKT sejtek TSLP receptort expresszalnak és a ligand kotédésére 1L-4 és -13 termeléssel
reagalnak *°. A TSLP mellett a keratinocitak szamos citokint képesek termelni, ilyenek: az IL-
1, IL-6, IL-10, 1L-18, GM-CSF és a tumor necrosis factor o (TNFa) *°, valamint az IL-16,
melyr6l kevés ismeretiink van AD-ben.

Az IL-16 fehérjét eldszor 1982-ben azonositottak, limfocita kemoattraktans faktorként
(LCF) irtak le *’. A humén IL-16 gén 7 exonbol és 6 intronbdl all, és a teljes prekurzor IL-16
molekulat kodolja. Szamos fajban elvégezték az IL-16 gén szekvenalasat €s azt talaltak, hogy
ez a gén nagyon konzervativ valamennyi vizsgalt fajban, s6t nemcsak maga a gén
konzervativ, hanem a kotd kapcsolata a CD4 receptorral is. Ebbdl arra kovetkeztettek, hogy
az IL-16/CD4 kapcsolatnak alapveté szerepe kell legyen a sejtes immunvalasz
szabalyozasaban 8,

Az IL-16 egy prekurzor molekulaként generalodik, majd a sejt aktivaciot kovetden
hasad egy promolekuldra és egy szekretalt, érett komponensre. Més prekurzor molekuldkkal
ellentétben az IL-16-nak mindkét komponense biologiailag aktiv. Limfocitdkban a pro-1L-16,
N-terminalis domén transzkripcionalis represszorként funkcional, igy szabalyozo szerepet tolt
be a sejtciklus folyamataban. Az érett, C-terminalis domén a CD4 ligandjaként szekretalodik,
fontos kemoattraktans, novekedési faktor és differenciaciés faktor a gyulladasos
folyamatokban részt vevd hematopoietikus sejtek szamara.

Az N-terminalis pro-IL-16 szerkezetére jellemzd, hogy egy CcN motivumot és 2 PDZ
domént tartalmaz. A C-terminalis érett IL-16 a kaszpaz 3 altal jon 1étre, és egy PDZ domént
¢s CD4 kotd domént tartalmaz. A hasitds utdn a pro-IL-16 a sejtmagba keriil, ahol egy
nuklearis chaperon (heat shock cognate protein 70 — HSC70) koti, és igy az Skp2

transzkripcidja represszalodik. Az érett IL-16 valdszinlileg a PDZ doménje altal

18



sokszorozodik, €s szekretdlodik, mely folyamat részleteiben még nem ismert. A nyugalmi
CD8" T sejtek tartalmazzak az IL-16 mRNS-t, a prekurzor I1L-16-ot és az aktivalt kaszpaz 3
enzimet, mely utdbbi lehasitja az érett fehérjét. Az érett IL-16 sokszorozodik és szekrécids
vezikulumokban tarolodik, ahonnan mitogén ¢és antigén stimulus hatasara felszabadul.
Hasonlé6 mechanizmus jellemzé az eozinofilekre (GM-CSF stimulus) és a hizosejtekre
(phorbol-12-myristate 13-acetate (PMA) C5a stimulus). Ezzel szemben a CD4" T sejtek
antigén stimulus mellett a kaszpdz-3 enzim aktivacidja is sziikséges. Ez jellemzd a
fibroblasztokra (IL-1B, TGFP stimulus) és a DC-kre (IL-4, GM-CSF stimulus) is *.

Az IL-16 citokint epitél sejtek, hizdsejtek, limfocitak, makrofagok, synovialis
fibroblasztok, eozinofil sejtek és keratinocitak termelik “*°%, ugyanakkor megfigyelték, hogy a
CD4+ ¢és CD8+ sejtek is képesek IL-16 termelésre antigén vagy mitogén aktivaciot kdvetden.
Az IL-16 expressziod elsdsorban olyan gyulladasos folyamatokhoz kothetd, mint: az asthma,
rheumatoid arthritis, szisztémas lupus erythematosus, colitis, atopids dermatitis, €s a sclerosis
multiplex.

Az IL-16-ot elsdként a CD4" T sejtek kemoattraktans faktoraként irtak le, késSbb
kimutattak, hogy az IL-16 valamennyi CD4" periférialis immunsejt szamara kemoattraktans,
ilyenek a monocytak, eozinofilek és dendritikus sejtek **°’. A CD4" T sejtek koziil pedig
leginkabb Thl és Treg sejt migraciot indukal, st képes direkt moédon forkhead box P3

(FOXP3) expressziot indukalni, ezaltal emelni az indukalhatd Treg populacio mértékét %8

crer

crcr

sejtek antigén felismerését >

AD-ben kimutattak, hogy az IL-16 szintje emelkedett és bizonyos kutaték munkaja
alapjan felmeriilt, hogy szérum szintje jol korrelal a betegség aktivitasaval és
sulyossagaval. Azonban nem minden Kkutatas tudta ezt alatamasztani és nem allt
rendelkezésiinkre adat arra vonatkozéan sem, hogy van-e osszefiiggés az allergias

szenzitizacio mértéke és az IL-16 szintje kozott.
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2.3.2.2. Dendritikus sejtek szerepe AD-ben

A DC-k a természetes immunvalasz fontos szerepldi, és hidat képeznek a természetes
¢és az adaptiv immunrendszer kozott. A DC-k az antigén prezentacid révén képesek inicialni
az adaptiv immunvalaszt, de képesek meghatarozni annak iranyultsagat is. Az adott DC-re
jellemzé antigént k6t6 PRR-k mindsége, az expresszalt kostimulald molekuldk és az érés
soran termelt citokinek hatarozzdk meg a kialakuldé immunogén Th valasz tipusat (Th1/Th2)
és mindségét vagy adott koriillmények kozott a tolerancia biztositasat ®+%2. A vérben a myeloid
DC-knek (mDC) 2 & tipusat kiilonitjiik el. Az egyik tipus a CD1c"vér dendritikus sejt antigén
(BDCA)1" mDC, mely koexpresszal CD1lc és CDI11b markereket, mig a masik a
CD141'BDCA3" mDC, mely CD11b negativ és kisebb mértékben expresszal CD11c-t és C-
type lectin domain family 9 member A (CLEC9A)-t a sejtfelszinen. ****. A myeloid DC-k
mindkét tipusa negativ CD14-re és CD16-ra, igy kiilonithetéek el a monocita populacioktol.
A bdérben megkiilonboztetiink alap allapotban (steady state) és gyulladaskor megjelené DC
tipusokat. Alap allapotban az epidermiszben talalhatoak a Langerhans sejtek (LC), mig a
dermiszben detektalhatoak a rezidens dermalis myeloid DC-k valamint a plazmocitoid DC-k
(pDC). Ugyanakkor gyulladaskor a LC-k és a rezidens DC-k mellett megjelennek az
inflammatorikus  dendritikus epidermalis sejtek (IDEC) ¢és a myeloid dermadlis
inflammatorikus DC-k. A dermalis DC-knek (dDC) 3 f6 csoportjat kiilonbozteti meg az
irodalom: a CD1a*/CD1a’CD1c*CD14” DC-ket, a CD14" DC-ket és a CD141"CD14" DC-ket
65

A LC-k a bor 6rszem sejtjei, mely kdszonhetd az elhelyezkedésiiknek és a kinyulo
dendritjeiknek. Az LC-k jellemzé sejtfelszini markerei: CD11¢c, CD32, CD45, FceR1, nagy
mennyiségben expresszalt CD1a, CD207/Langerin, E-cadherin, EpCAM, HLA-DR, CD80,
CD86, CD40 ¢és csak erre a sejttipusra jellemzé Birbeck granulumok jelenléte %
Alapéllapotban az LC-k folyamatosan poétlodnak a rezidens prekurzor készletbdl, mig
gyulladasban a forrast a vér prekurzorok jelentik °*®”. Az LC-k képesek Thl, Th2, Thl17 és
Th22 irdnyba polarizalni, de a nyirokcsomodkba vandorolt LC-k leginkabb Th2 iranyt

indukdlnak, kemokinek termelése révén fokozzdk a naiv T sejtek és az IDEC sejtek
63,68,69
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5. abra: Denritikus sejtek tipusai a kiilonboz6 szovetekben. (Forras: Collin M et al. Human dendritic
cell subsets. Immunology. 2013;140(1):22-30).

A CDla’'CD1c'CD14 dermalis DC-k koexpreszalnak még CDI1lc-t, HLA-DR-t és
CD45-t. Megfelel6 stimulus jelenlétében nagy mennyiségben expresszalnak CD80-at és 86-0t,
CD4" és CD8" T sejteket is képesek indukalni, leginkabb Th2 és Th22 iranyba polarizalnak.
A monocitak mellett a vérben keringé DC-krdl is azt tartjak, hogy 6k a bérben vagy egyéb

szdvetekben jelen levé DC-k prekurzorai lehetnek ®4™

, gyakran pre-DC-ként is hivatkoznak
rajuk. Az elmult iddszak in vitro differenciacids és gén expresszid kutatdsai ravilagitottak
arra, hogy a CDlc+ vérben keringd DC-k és a CDlct szoveti DC-k kozott prekurzor
progenikus kapcsolat all fenn *. A CD141* DC-k nagyon kis gyakorisaggal fordulnak el6 a
szovetekben és a vérben, in situ vizsgalatuk nagyon nehéz. Ismert azonban, hogy a CLEC9
markeriik révén képesek felvenni az elhalt vagy nekrotizalé sejteket .

A CD14" dermalis DC-k sejtfelszini molekuldi a CD1c és CD163. Szoros kapcsolatban
allnak a vérben keringd monocitadkkal, mely monocita eredetre utal, mégsem keverenddk
0ssze a monocita eredetli vagy az inflammatorikus DC-kel, mely utobbiak csak gyulladasban
jelennek meg ¢és proinflammatoérikus fenotipus jellemzi Oket. Alacsony mértékben
expresszalnak CD80-at ¢s CD86-ot, bar képesek antigén felvételre €s IL-10 termelésiik révén
képesek Treg sejteket indukalni.

A myeloid eredetii DC-k mellett az elmult évtizedekben keriiltek az érdeklddés

kozéppontjaba az ugynevezett plazmacitoid DC-k, melyek onnan kaptak a neviiket, hogy
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inaktiv allapotban plazmasejt szerti morfoldégiat mutatnak. Egészséges borben nem
detektalhatoak, csak a gyulladas helyén jelennek meg. A periférids vérben ¢és a
nyirokcsomokban egészséges szervezetben is jelen vannak. A pDC-k felsziniikon CD123 (IL-
3R), CD303 (BDCA-2) és CD304 (BDCA-4) molekulakat expresszalnak és megtalalhatoak
mind a vérben, mind a nyirokcsomokban. Legjellemzobb képességiik, hogy viralis
fertdzésekben nagyon gyorsan képesek 1-es tipusti IFN-kat nagy mennyiségben szekretalni.
Stimulacié nélkiil a pDC-k tolerogének, T sejt anergidt indukalnak és Treg iranyban
polarizalnak. Stimulacidét kovetdéen azonban elnyerik DC tulajdonsagaikat, HLA-DR ¢és
7273
AD-ben a gyulladt bérben mind a T sejtek, mind a DC-k szama emelkedett, kiilonosen azon
DC-k szama, melyek CD11c és CDla pozitivak. A 1ézios bérben a LC-k mellett megjelennek
az IDEC sejtek, melyeknek nagy része a dermiszben is megtalalhato, igy gyakran myeloid
inflammatorikus DC-kként is hivatkoznak rajuk. Az IDEC sejtek fenotipusos analizise soran
kimutattdk, hogy ezek a sejtek a kovetkezd sejtfelszini markereket expresszaljak:
CDla",CD1b"",CD1c"™,CD11b*"" CD11c",CD23"™,CD32"™",CD36""™,CD206""",CD209
* FeeRIP™ |gE* HLA-DR9M 63,

AD-s bdrben mind a LC-k, mind az IDEC sejtek nagy mennyiségben expresszalnak
FceR1-et, ugyanakkor nagyon alacsony a CD32/FcyRII pozitivitds, ami csak az AD-S
betegekben volt detektalhatd, més gyulladdasos borbetegségben nem ™ Az AD akut fazisaban
a szervezetbe a nyalkahartydkon, vagy a bdéron at bejutd antigének hatdsara képzd6dd IgE
molekula kotédik a bdrben elhelyezkedd LC FceRI-hez, melynek hatiséra a sejtek CCL2-t,
(monocita kemoattraktans protein 1-t (MCP1)), IL-16-ot és valdszinileg CXCL8-at
szekretalnak "°. Ennek hatdsara monocitk, eozinofilek, az IDEC sejtek eldalakjai és T sejtek
vandorolnak a gyulladas helyére. A karosodott barrierli boron at ismételten bejutd antigént
mar a felszini IgE molekulaval felszerelt LC varja, a kotddés kovetkeztében a sejt aktivalodik
¢s vagy helyileg, vagy a kornyezd nyirokcsomdba vandorolva prezentdlja az antigént az
antigén specifikus T sejteknek, Th2 irdnya polarizaciot generdlva. Az LC-k felszinén nagy
mennyiségben talalhaté a TSLP receptor, melynek ligandjat nagy mennyiségben szekretaljak
a keratinocitak. A TSLP kotodésének kovetkeztében az LC-k éretté valnak, aktivalodnak és a
kovetkez6 kemokineket termelik: CXCL8, CCL17, CCL22, CCL24 és IL-15. Ezek az
agensek hozzajarulnak a Th2 bdérbe vald kivandorlasahoz, ahol aktivaljak Oket a TSLP-

indukalta LC-k ®.
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6. abra: A 1¢ézios bor T sejt Osszetétele akut és kronikus fazisban (Biedermann, Front. Immunol., 13
July 2015)

A subakut ¢és kronikus fazisban a Th2 és Th22 dominancia mellett a Thl iranya
polarizacio is jellemzdévé valik. Ebben az IDEC sejteknek van nagy szerepe, 6k felel6sek a
kronikus 1éziok fenntartasaért. Az antigén aktivaciot kovetéen az IDEC sejtek CCL3-at, I1L-1-
et, IL-16-ot, I1L12p70-et termelnek, az utdbbi kettébnek van szerepe a Thl irdnyu
polarizacidban 6375

AD-ben az epidermiszben részletesen feltart mDC-k mellett a dermalis DC-k szerepe is
kiemelked6en fontosnak tlinik. AD-ben méginkabb jellemz6, hogy a pre-DC-k nemcsak a
dDC-k, hanem a bér gyulladasos DC-k eldalakjai is lehetnek. A dermiszben a dDC-k mellett a
gyulladds folyaman megjelennek az Un. inflammatorikus dDC-k is, melyek a sejtfelszini
FceRI'FceRIT'CD207' CD206°CD1b*CD1a" expresszio alapjan azonosithatoak. Jellemzd,
hogy ezen sejtek CCR7-et expresszalnak a felsziniikon, tehat képesek a kornyezd
nyirokcsomokba kivandorolni, ugyanakkor CCL17 és CCL18 termelésiik révén hozzajarulnak
az atopias borre jellemz6 Th2 dominancia kialakulasaban. Az altaluk termelt citokinek (IL-5,
IL-13, IL-6, TNFa) olyan szoveti mikrokornyezetet teremtenek, mely szintén részt vesz a
betegségre jellemzd Th2/Th22 egyensulyeltolodas fenntartasaban 77,

Jelen tudasunk szerint a pDC-knek nem ismert szerepiik az AD patogenezisében, hiszen
gyakorlatilag hianyoznak a bor 1éziokbol. Ugyanakkor a vérben keringé pDC-k AD-ben

expresszalnak FceR1-et, aktivaciojuk hatisara emelkedik az IL-10 és csokken az IFNa

termelés, mely noveli a betegek viralis fertdzésekre valo fogékonysagat.
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AD-ben 2 f¢le tulérzékenységi reakcid figyelheté meg, az I-es tipust hiperszenzitivitasi
reakciok kialakulasa magas szérum 0Ossz IgE szinttel és gyakori allergén specifikus IgE
termeléssel jar. Az ekzemds bortiinetek kialakulasaért a IV-es tipusu hiperszenzitivitasi
reakcion alapuld gyulladasos folyamatok feleldsek, melynek soran allergén specifikus T
limfocitak vandorolnak a borbe. A két talérzékenységi reakciok kozott a kapcsolatot a borben
elhelyezkedd DC-k képezik, hiszen felszini IgE kotd receptoraik révén képesek az allergének

A kutatasok azt sugalljak, hogy a DC-k jelentésége nem csupan abban van, hogy direkt
modon aktivaljak a naiv T sejteket, hanem abban is, hogy citokin és kemokin termelésiik
révén egy olyan mikrokdrnyezetet teremtenek, mely polarizalja és tovabb stimulélja a bérbe
kivandorlé T limfocitakat. Fontos felismerniink azt is, hogy a DC-k funkcidjat nagyban
befolyasolja az dket ért szoveti stimulus mennyisége €s mindsége.

Bar a bérbe kivandorlo Th sejtek tipusai és a bérben talalhatéo DC-k jol ismertek
AD-ben, arra vonatkozoan kevés adat all rendelkezésre, hogy a dermalis DC-k hol és
mikor nyerik el T sejt polarizalo képességiiket, illetve ezen sejtek érésérol, vérben

talalhato esetleges eldalakjairdl nagyon kevés az adat.
2.3.2.3. Az INKT sejtek szerepe AD-ben

Az NKT sejtek a T sejteknek egy alcsoportjat képezik. A T sejtekkel kozos
tulajdonsaguk, hogy rendelkeznek T sejt receptorral (TCR), mely egy atrendezddott Voa24-
Jal8 a lancbol és egy VP11 tartalmu B 1lancbol épiil fel 79.80

NK sejtektdl, bar az NKT sejtek is CD161 pozitivak és az NK sejtekhez hasonloan az NKT

. Ez a receptor elkiiloniti dket az

sejtek is képesek citotoxikus granulumokat expresszalni (perforin, granzyme) .

Ugyanakkor a T sejtektdl és Treg sejtektdl is kiilonboznek, mivel az NKT sejtek TCR
receptorai nem képesek az MHCI és II molekuldk altal prezentalt peptid antigéneket kotni,
csak a CD1d molekula altal kozvetitett glikolipideket ismerik fel. Ujabb adatok szerint az
aktivald  antigéneket 2 csoportra lehet osztani: ceramid alapa  glikolipidek
(glikoszfingolipidek) és glicerol alapu lipidek (membran foszfolipidek).

Az NKT sejtek kialakulasa a thymusban torténik, az MHC kapcsolt T sejtekkel kozos
prekurzorbol. Az NKT sejtek a CD4"CD8" dupla pozitiv T sejt csoportbél differencialodnak,
elkiilonithetéek CD4" vagy CD8" egyszeresen pozitiv populdciok és dupla negativ sejtek 8283,
Ezen tul az NKT sejteknek két tipusat kiilonitjiik el, a Val4™ NKT sejtek alkotjak az I-es
tipusu, invaridns NKT (iNKT) sejtek csoportjat, mely csoporton beliil elkiilonithetéek a

CD4", CD8" és a CD4CD8 (dupla negativ, DN) iNKT sejtek . A maésik csoportba a Val4’
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TCR-t expresszalo, Il-es tipusi NKT sejtek tartoznak, melyek jellemzdje, hogy nem ismerik
fel az a-Gal-Cer-CD1d komplexet . Emberekben, a periférids vérben az iNKT sejtek szama
0,01-1% kozodtt van, és nagy egyedi varianciat mutat %, Az elmalt évek vizsgalatai azt
mutatjak, hogy Osszefliggés van a nemek és az iINKT sejtek gyakorisaga kozott. Nokben
magasabb a keringd iNKT sejtek szdma a férfiakhoz képest valdsziniileg a nemi hormonok
hatésa miatt %.

Az INKT sejtek TCR-einek altalanos ligandja egy szintetikus glikolipid, az a-
galactosylceramid (a-Gal-Cer) 8 A kutatasok legfrissebb eredményei alapjan az iNKT sejtek
azonositasara a CD161 marker helyett az a-GalCer-CD1d kapcsolat detektalasa javasolt.

Velesziiletett
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7. abra: NKT sejtek hidat képeznek a velesziiletett €s az adaptiv immunvalasz kozott

Az iINKT sejtek a a-Gal-Cer mellett szamos mas, a CD1d altal kozvetitett ligand felismerésére
képesek: szintetikus ligandok (aGalCer, OHC, C20:2, C-glikozid, fGalCer (C12)), bakterialis
felismerés (a-glukuronozilceramid (GSL-1), a-galakturonozilceramid (GS-1),
foszfatidilinozitol mannozid (PIM)), endogén felismerés (izoglobotrihexozilceramid (iGb3),
dizialogangliozid (GD3), foszfatidilinozitol (PI)) hatasara aktivalédnak a sejtek. Mindemellett
ahhoz, hogy a sejtek aktivacioja teljes legyen, sziikség van citokin stimulacidra is, a TCR
szignal és a citokinek egyiittes jelenléte sziikséges a megfeleld sejtindukcidhoz. A legjobban
tanulmanyozott citokin mediator az IL-12, de az iNKT sejtek felszinén TSLP, IL-18, IL-23 és

IL-25 receptort is azonositottak 8 Az aktivacio hatasara az iNKT sejtek gyors citokin
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termeléssel valaszolnak, ilyen citokinek az IFNy, tumor necrosis faktor (TNF), IL-2, IL-3, IL-
4, IL-5, IL-9, IL-10, IL-13, IL-17, IL-21 és GM-CSF ¥ Az eddigi adatok alapjan
elmondhat6, hogy az iNKT sejteknek kulcsszerepiik van az innate és az adaptiv immunvalasz
Osszehangoldsaban fertdzések esetén, autoimmun betegségekben, allergidban és tumoros
megbetegedésekben 92:94 Osszességében tehat kijelenthetd, hogy o funkcidjuk a citotoxikus
képesség mellett a gyulladasos €s tolerogén valaszt indukalo citokinek termelése.
Ugyanakkor kevés az ismeretiink az iNKT sejtek AD-ben betoltott szerepérol. A
vérben keringé és a 1éziés borben azonosithaté iNKT sejtek szamara vonatkozoé adatok
ellentmondasosak az irodalomban, a funkcionalis vizsgalatok szama pedig kevés. Mivel
az jol ismert, hogy az iNKT sejtek képesek a velesziiletett és az adaptiv immunvalasz
kozott kapcsolatot képezni, az AD kialakulasanak korai fazisaban akar jo terapias
célpontok is lehetnek. Ehhez azonban tovabbi vizsgialatok sziikségesek, hogy minél

jobban feltérképezhessiik ezen sejtek AD-ben betoltott pontos szerepét.
2.3.3. A szerzett immunrendszer szerepe AD-ben

A bor fizikokémiai barrierjének karosodasai és a velesziiletett immunrendszer eltérései mellett
a szerzett immunrendszer diszfunkcidja az AD kialakulasanak harmadik f6 eleme. Erre
leginkabb jellemzd a Th2 és Th22 tipusi sejtek jelentds szambeli és funkcionalis
dominanciaja mind a betegek vérében, mind pedig a 1ézionalis bérben. Ez a dominancia
jellemzi az AD akut fazisat és a kronikus szakban még fokozottabban figyelhetd meg. A Thl
tipusu sejtek akut szakban nem jelennek meg a bdrben, de kronikus fézisban kisebb
populécidjuk infiltralja a betegek boérét. A Thl7 sejtek bdérben vald megjelenésérél nem
egysegesek a kutatasi adatok AD-ben. A helper tipusu effektor T sejtek mellett a betegségre
jellemzé a Treg sejtek funkciondlis karosodasa, bar a sejtek szdmdban nem mutatkozik
csokkenés. Mivel kutatdcsoportunk tobb tagja is foglalkozik és foglalkozott az adaptiv
immunrendszer eltérseivel AD-ben, (lasd Dr. Aleksza Magdolna és Dr. Gaspar Krisztian PhD

feeN . , . 95-97
téziseit) itt most erre részletesen nem térek ki 997,
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3. CELKITUZESEK

Munkénk soran az AD patogenezisében szerepet jatszo velesziiletett immunvalasz 3
fontos elemének vizsgalatat, ezek szerepének jobb megértését tiiztiikk ki célul. Vizsgalataink
elsd részében az IL-16 citokin, mint lehetséges biomarker szerepét tanulmanyoztuk, majd a

vérben keringd mDC-k ¢s iNKT sejtek fenotipusos és funkciondlis elemzését végeztiik el.

3.1. Az IL-16 szerepének vizsgalata AD-ben

Bar az irodalombol mar ismert volt, hogy az IL-16 szérum szintje Osszefiliggést mutat az
AD sulyossagaval, arra vonatkozoan nem allt rendelkezésre adat, hogy milyen kapcsolat van
az IL-16 és az allergias szenzitizacid kozott. Céljainkat az alabbiak szerint hataroztuk meg:

1. van-e eltérés az AD-S betegek szérum IL-16 szintjében az egészséges kontrollokhoz
¢s psoriasisos betegekhez viszonyitva,

2. a szérum IL-16 szint mutat-e Osszefiiggést a betegség sulyossagat jelzd
laboratoriumi paraméterekkel (Scoring Atopic Dermatitis (SCORAD), total IgE, eozinofil
sejtszam),

3. kimutathaté-e Osszefiiggés az IL-16 szintje és az allergias szenzitizacid mértéke
kozott,

4. a szérum total IgE-vel Osszehasonlitva hasznalhato-e az IL-16 a betegség

sulyossagat, és a szenzitizacidé mértékét jol jelzé biomarkerként?

3.2. A vérben keringé mDC-k szerepének vizsgalata AD-ben

A bérben talalhaté DC-K kulcsszerepet jatszanak az atopias bérgyulladas kialakitasaban
és fenntartasaban, tovabba ismert az is, hogy a bérben jelenlévdé DC-k ,,eléalakjai” a periférids
vérben keringenek. Arra voltunk kivancsiak, hogy a keringd mDC-k AD-ben milyen
fenotipusos €s funkcionalis eltéréseket mutatnak az egészséges kontrollokhoz képest:
aktivaltsagi allapotaban a kontrollokhoz képest,

2. milyen citokin expresszios profil jellemzi a periférias vérbol szeparalt mDC-ket
stimulus hianyaban, illetve egy az AD-s borre jellemzé mikrokornyezet (Staphylococcus
enterotoxin B (SEB), TSLP stimulus) jelenlétében,

3. arra is kerestiik a valaszt, hogy hol és mikor nyerik el az mDC-k a T sejt polarizalo

képességiiket?
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3.3. Az iNKT sejtek szerepének vizsgalata AD-ben

Az INKT sejtek nagy mennyiségben képesek mind Thl és Th2 tipusu citokineket
termelni, ami arra enged kovetkeztetni, hogy ezek a sejtek szerepet jatszhatnak az AD
patogenezisében. Azonban kevés €s ellentmondasos adat all rendelkezéslinkre az iNKT sejtek

1. az iNKT sejtek gyakorisaga és abszolut szdma mutat-e eltérést a betegekben a
kontrollokhoz képest,

2. ha az iNKT sejteket a sejtfelszini markereik (CD4, CDS8) alapjan alcsoportokra
bontjuk, van-e eltérés a gyakorisagban és abszolut szdmban a betegek és a
kontrollok kozott,

3. az IFNy ¢és IL-4 termelés alapjan van-e funkciondlis kiilonbség az egyes

alcsoportokban AD-s betegek és kontrollok k6zott?
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4, BETEGEK ES MODSZEREK

4.1. Az IL-16 szerepének vizsgalata AD-ben
Betegek

A vizsgélatban Osszesen 85 AD-s beteg vett részt (46 férfi, 39 no, atlag életkor 18,6
¢v, tartomany 7-49 év). Valamennyi beteg megfelelt a Hanifin és Rajka altal felallitott
diagnosztikai feltételeknek B A tanulmanyt a Debreceni Egyetem Etikai Bizottsdga is
jovahagyta. A betegség sulyossagat a SCORAD indexel jellemeztiik: az atlag SCORAD 32
volt (8-56 kozott). A vizsgalatba bevont betegek nem részesiiltek oralis gliikokortikoszteroid
vagy mas szisztémas immunmodulans kezelésben a vizsgalatot megeldz6 4 hétben. Szintén
nem kaptak antihisztamint vagy topikalis kortikoszteroidot a vérvételt megel6z6 5 napban.
Valamennyi AD-s betegnél meghataroztuk a szérum IL-16 szintet, a szérum total IgE-t és az
eozinofil sejtszamot. Tovabba 48 AD-s betegnél mértiik az allergén specifikus IgE szintet és
végeztiink Prick tesztet. A specifikus IgE alapjan az AD-s betegeket 2 csoportra osztottuk: 1.
csoportban (nem szenzitizalt, n=13) nem volt detektalhat6 specifikus IgE, mig a 2. csoportban
(szenzitizalt, n= 35) 1 vagy tobb specifikus IgE volt kimutathat6. A Prick tesztet egy
standardizalt protokoll szerint végeztiik el. 32 kiilonb6z6 aeroallergént (koztiik perennidlis és
szezonalis allergéneket [hazi poratka (Dermatophagoides pteronyssinus, Dermatophagoides
farinae), nyirfa pollen, macskaszor, fiifélék (Phleum pratense)] és étel allergént teszteltiink. A
Prick teszt eredményei alapjan szintén két csoportot allitottunk fel. Az A csoportba (n=24) a
nem szenzitizalt, Prick teszt negativ betegek keriiltek, mig a B csoport (n=24) volt a
szenzitizalt, Prick teszt pozitiv betegek csoportja. Kontrollként 36 korban sszeilld egészséges
onkéntes €s 20 psoriasisos beteg vérmintait hasznaltuk. A kontroll betegek kronikus plakk
tipust psoriasisban szenvedtek (atlag életkor 28,2 év, Psoriasis Area Severity Index (PASI)

15,2) és nem kezelték Oket lokalis vagy szisztémas immunmodulans szerekkel.
Laboratoriumi modszerek

Eozinofil sejtszam meghatarozas

A teljes vérben az eozinofil sejtek aranyat €s abszolut szamat egy Advia 120 tipusu
hematologiai analizatorral (Siemens, Deerfield, Ill., USA) hatdroztuk meg a betegek rutin
klinikai kivizsgalasanak részeként. A késziilék az eozinofil sejteket azok ,scatter”

tulajdonsagai és a myeloperoxidadz pozitivitasuk alapjan azonositotta.
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Enzim-kapcsolt immunszorbens vizsgdlat (ELISA)

A mintak szérum IL-16 szintjét szolid fazisu szendvics ELISA (ELISA; Biosource
International Inc., Camarillo, Calif., USA) modszerrel végeztiik a gyarto utasitdsai alapjan. A
vérmintakban ugyancsak vizsgaltuk a szérum total IgE szintjét valamint a gyakori étel és
aeroallergénekre specifikus IgE szintjét. A total IgE szérum szintjét szolid fazisi szendvics
ELISA (Adaltis Italia S.p.A., Bologna, Italy) modszerrel mértiik a gyarté utasitasai alapjan.
Minden mérést duplikatumokban végeztiink. A specifikus IgE szérum szintjét az ALLERgen
Systems kit felhasznalasaval mértiik, mely mérés egy immunoenzim capture rendszeren
alapul (Adaltis Italia S.p.A.).

Statisztikai analizis

A statisztikai elemzéseket SPSS 15.0 software segitségével végeztiik. Nonparametrikus
Mann-Whitney és Kruskal-Wallis tesztet alkalmaztunk az AD-s betegek, az egészséges
egyének ¢€s a psoriasisos kontrollok adatainak 6sszehasonlitdsdhoz az alcsoport analizis soran.
A nonparametrikus Spearman rank korrelacios tesztet hasznaltuk szérum total IgE és szérum
IL-16 szintek; a szérum total IgE €s eozinofil szintek, valamint a SCORAD értékek és a
szérum IL-16 vagy szérum total IgE szintek 0sszehasonlitasdhoz. A p<0,05 értéket tekintettiik

statisztikailag szignifikdnsnak. Az adatokat atlag + standard devidcio formaban abrazoltuk.

4.2. Az mDC-k szerepének vizsgalata AD-ben

Betegek

A vizsgélatban 11 AD-s beteg és 8 korban megegyezd egészséges Onkéntes vett részt
(1. tablazat, 42. oldal). Valamennyi AD-s beteg eleget tett a Hanifin és Rajka altal felallitott
diagnosztikai kritériumoknak *®. A Helsinki deklaracié iranyelveinek megfeleléen a
résztvevok beleegyezd nyilatkozatot irtak ald, és a vizsgalatot jovahagyta a Debreceni
Egyetem Etikai Bizottsadga. A betegség aktivitasat a szubjektiv SCORAD indexel hataroztuk
meg, a szenzitivitds mértékét pedig a total IgE szint alapjan allapitottuk meg (1. tablazat).
Valamennyi betegnél kizartuk a Hiper IgE szindromat a HIES klinikai score hasznalataval %,
A vizsgalatban részt vevd betegeknek stlyos bdrtiinetei voltak, és a vizsgalatot megeldz6 4
hétben nem részesiiltek oralis gliillokortikoid vagy egyéb szisztémds immunmodulans

kezelésben. Szintén nem hasznaltak antihisztamint és topikalis kortikoszteroidot a vérvételt

megelézd 5 napban.
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Sejt szeparalas és tenyésztés

Az AD-s betegek ¢s kontrollok periférias vérébdl Ficoll Paque Plus (GE Healthcare
Bio-Sciences AB, Uppsala, Sweden) gradiens centrifugalassal nyertiik ki a mononuklearis
sejteket (PBMC). Ezt kdvetéen a myeloid DC-ket CD1c (BDCA-1)+ Dendritic Cell Isolation
Kit (Miltenyi Biotec GmbH, Bergisch Gladbach, Germany) hasznalataval izolaltuk a gyarto
kiilonitettiik el a CD1c (BDCA-1)+ sejteket. A tiszta mDC sejtpopulaciot aztan 10% fotalis
borja szérummal (FBS)-sel (Lonza Group Ltd, Basel, Switzerland) és antibiotikummal (PAA
Laboratories GmbH, Pasching, Austria) kiegészitett RPMI- 1640 mediumban (Miltenyi
Biotec GmbH) tenyésztettiik 48 oran at, 30 ng/ml TSLP (eBioscience Inc., San Diego, CA,
USA) és 100 ng/ml SEB (Sigma-Aldrich CO, St Louis, MO, USA) jelenlétében (stimulalt)

vagy ezen agensek hianyaban (nem stimulalt).

Sejtfelszini jelolés és citoplazmatikus citokin festés

Olyan mDC-k altal termelt citokin/kemokin kombinaciokat vizsgaltunk, melyeknek jol
IL-12, mely Thl iranyl polarizaciot indukal; az IL-2, IL-4 és CCL17, melyek Th2 iranyba
polarizalnak; az IL-6 és TNFa, melyek Th22 polarizaciot indukéalnak; a TGFB1, IL-23 ¢és IL-
6, melyek Thl7 irdnyban polarizalnak; és a TGFB1 és IL-10, melyek Treg polarizaciot
indukalnak. A stimulalt és nem stimulalt sejteket a citokin festést megel6z6en, a tenyésztés
utolsé 6 orajaban 3 pg/ml brefeldin A oldattal kezeltikk, hogy megakadalyozzuk a citokin
szekrécidt. Az inkubaciot kovetden a sejteket 0sszegylijtottilk, FACS pufferrel (phosphate-
buffered saline oldat 1% bovine serum albuminnal kiegészitve) mostuk és a citokin/kemokin
kombinacioknak megfeleld szamu csovekbe adagoltuk szét. A sejteket eldszor a sejtfelszini
marker specifikus antitestekkel jeloltiik: anti-CD1c-allophycocyanin  (APC) (L161,
BioLegend, San Diego, CA, USA), anti-CD83- fluorescein isothiocyanate (FITC) (HB15e,
BD, Franklin Lakes, NJ, USA) és anti-CD86-phycoerythrinnel (PE) (IT2.2, BioLegend). A
mintakat 30 percig 4°C-on sotétben inkubaltuk. A jelolt sejteket FACS pufferrel mostuk és
100 pl of IC Fixation Buffer (eBioscience) oldattal fixaltuk 20 percig sotétben,
szobahdmérsékleten (RT). Ezutan a sejteket 1x Permeabilisation Buffer (eBioscience) oldattal
mostuk, és egy centrifugalast kovetéen a pelletet 100 pl of 1x Permeabilisation Buffer
oldatban vettiik fel. Ezt kovetden a sejteket a kovetkezd intracellularis cytokine-specifikus

antitest kombinaciokkal festettiik: anti-1L-10-PE (JES3-19F1), anti-IL-2-PerCP-Cy5.5 (MQ1-
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17H12), anti-1L-4-PerCP-Cy5.5 (MP4-25D2), anti-IL-6-FITC (MAb11), anti-TNFa-PerCP-
Cy5.5 (MQ2-13A5) (BioLegend), anti-IL-23p19-PE (23dcdp, eBioscience), anti-IL-
12(p40/p70)-FITC (C11.5, BD), anti-TGFB1- carboxyfluorescein succinimidyl (CFS) (9016)
¢és anti-CCL17/TARC-PE (54015) (R&D Systems, Minneapolis, MN USA). A mintakat 20
percig inkubaltuk sotétben, szobahOmérsékleten €s mostuk 1x Permeabilisation Buffer
oldattal, majd FACS pufferrel. A centrifugéaldst kovetden a pelleteket 30 ul FACS pufferben
vettiikk fel, és az ibidi pu-Slide VI (ibidi GmbH, Martinstried, Germany) lemez megfelel
csatornajaba toltottiikk. Tarolas eldtt a csatornakba tovabbi 150 pul FACS puffert toltottiink,
majd mérés el6tt 3 pg/ml 4',6-diamidino-2-phenylindole-t (DAPI) (Sigma-Aldrich) adtunk a
sejtekhez, és 20 percig szobahén inkubaltunk. Mivel méréseink soran nem észleltiink
szignifikans eltérést a festett sejtek fluoreszcencia intenzitasaban Fc receptor blokkold (FcR
Blocking Reagent, Miltenyi Biotec GmbH) jelenlétében vagy hidnyaban, igy a festetlen
sejteket tekintettiik negativ kontrollnak.

Lézer pasztazo cytometria

Ahhoz hogy kis sejtszamt mintdn tudjunk multiparametrikus cytometrids adatelemzést
végezni, az iCys Research Imaging Cytometert és a hozza tartoz6 software-t alkalmaztuk
(iNovator Application Development Toolkit and iBrowser Data Integration Software,
Compucyte Corporation, Westwood, MA, USA). A kiilonb6zd fluoroférokkal konjugalt
antitestek egyenkénti gerjesztéséhez a kovetkezd 1ézereket alkalmaztuk ,multi-track”
modban: egy 405 nm-es viola didda 1ézert a DAPI-hoz, egy 488 nm-es kék argon-ion 1ézert a
FITC, CFS, PE és PerCP-Cy5.5 festékekhez, valamint egy 633 nm-es vords hélium-neon
lézert az ACP-hez. A pésztazott teriilet 6x 12x 1024x 768x 0,06125 pm? volt mintinként
(6x12 darab szken-teriilet, 1024x768 pixel szken-teriiletenként, 0,25 pm x 0,245 pm méret
pixelenként), a képeket a cytometer egy Olympus 40x objektiven (0,75 NA) és
fényelektromos sokszoroz6 csdoveken (PMT) csoveken keresztiil gytijtotte be. A megfeleld
emisszios filterek hasznalataval a PMT-k az adott fluoreszcens csatornabol szarmazé adatokat
detektaltak; pl.: a DAPI-t 463+20 nm-en, a FITC —et és CFS-t 530+£15 nm-en, a PE-t 58015
nm-en, mig a PerCP-Cy5.5-t és APC-t 675+25 nm-en detektaltuk. A sejteket kiilon
azonositottuk, fliggetleniil a cytokin termelésre vonatkozé jelektol, amennyiben a sejtek
membranjara vonatkozd ,.scatter” jelek és a nucleust jelold DAPI intenzitdsok egyiittesen
meghaladtdk az eldre bedllitott hatarértéket. Valamennyi fluorokrom fluoreszcencia
intenzitasat és az egyeb sejtes tulajdonsagokat a meghatarozott kontiron beliil detektaltuk és

képek valamint citometriai adatok forméjaban prezentaltuk. A kovetkezd paramétereket
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elemeztiik: az ,,integralt”, mely egy adott esemény pixel intenzitdsainak 0sszege, és a jelolt
fehérje sejten beliili szintjérdl nyujt informacidt; a ,,max pixelt”, mely az adott esemény
mutatja; az ,,area-t” (teriilet), mely a kontarral kériilvett teriilet pm®-ben megadva. Ezekbél a
paraméterekbdl kovetkeztethetiink a citokin termelésre, a sejt és a sejtmag méretére, a
arra utal, hogy hanyszor nagyobb a DNS tartalma a sejtnek a GO/G1 fazist diploid sejt DNS
tartalmahoz képest. A sejtciklus GO/G1 fazisaban a sejtek DI értéke 1. A DNS kondenzacid
mértékét a DAPI fluoreszcencia intenzitdas max pixel értékeibdl szamoltuk ki 100 A nem
relevans események kizarasahoz egy tobb 1épéses kapuzasi metodikat dolgoztunk ki. El6szor
az Osszetapadt sejteket és a sejttormeléket zartuk ki a sejt ,,area” és CD1c pozitivitas alapjan,
¢s ezt a szlirést megerdsitette a sejtek vizualis azonositdsa. Az mDC-k differencidcios
allapotara a DNS kondenzacio mértékébdl kovetkeztettiink. Végiil a cytokin termelést és a
sejtfelszini markerek elemzését legalabb 1000 kapuzott sejt egyenkénti és csoportos
elemzésével vizsgaltuk statisztikai szoftverek (GraphPad Prism és Microsoft Excel)
hasznalataval. A kompenzacidos matrixot az iCys és a BD ajanlasa alapjan végeztiik el BD

CompBeads Set Anti-Mouse Ig, k polystiren mikrogyongyok segitségével (BD Biosciences).
Statisztikai analizis

Az adataink normal eloszlast mutattak, a szignifikdns eltérések detektalasdhoz Student
féle kétmintas t probat hasznaltunk a GraphPad Prism version 5 (GraphPad, San Diego, CA,
USA) szoftver segitségével. Az adatokat atlag + standard hiba (SEM) forméajaban adtuk meg.
A p értékeket akkor tekintettiik statisztikailag szignifikansnak, ha azok kevesebb mint 0,05 (*)
vagy 0,025-nek (**) adodtak.

4.3. Az INKT sejtek szerepének vizsgalata AD-ben
Betegek

A vizsgalatba 41 AD-s beteget (16 né és 25 férfi, atlag életkor 18,59+8,9 év) és 16
egészséges, nem atopias Onként jelentkez6t (HC) (11 nd és 5 férfi, atlag életkor 18,9+5,9 év)
vontunk be. Az AD-s betegek megfeleltek a Hanifin és Rajka altal felallitott diagnosztikai
kritériumoknak . Valamennyi résztvevO alairta a beleegyezd nyilatkozatot a Helsinki
deklaracid iranyelveinek megfelelden. A betegség sulyossagat a SCORAD indexel hataroztuk
meg. Az atlag objektiv SCORAD 26,7+13,1 volt. A szubjektiv SCORAD-t is figyelembe
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véve, az atlag SCORAD 41.2+14.6. A szérum total IgE median értéke 584.3 kU/L volt
(251.3-1245.0 kU/L kozott), mig a szérum laktat dehidrogenaz (LDH) medianja 475 U/L volt
(268.1-732.4 U/L kozott), referencia érték: 230—460 U/L. A betegek a vizsgalatot megel6z6 4
hétben nem kaptak ordlis gliikokortikoszteroid vagy mas szisztémas immunmodulans
kezelést, és a vérvételt megel6z6 5 napban nem hasznaltak antihisztamint vagy topikalis

kortikoszteroidot.

Periféridas vér mononuklearis sejt (PBMC) izoldcio

A heparinnal alvadasgatolt vérmintakat Histopaque-1077 (Sigma-Aldrich Chemie
GmbH, Steinheim, Germany) oldatra rétegeztiik és centrifugaltuk 700xg 30 percig, majd a

mononukledris sejtréteget 0sszegytjtottiik.

Az iNKT és CD4/CDS8 iNKT sejtek szamanak és gyakorisaganak meghatarozasa aramlasi
citometridaval

Az iINKT sejtek szamat dramlasi citometriaval hatdroztuk meg 41 AD-s beteg izolalt
PBMC mintaibol anti-CD3 ¢és 6B11 (a T sejt receptor Vo24 lancanak CDR3 loopjara
specifikus) monoklonalis antitestek (mAb) hasznalataval. A jelolést megel6zden a sejteket
(1x10°% 100 pg/mL tisztitott huméan IgG-vel (Sigma) inkubéltuk 20 percig jégen, hogy
megakadalyozzuk a nem specifikus Fc receptor kotédést. A festé pufferrel (foszfat puffer
oldat (PBS), 5% fotalis borju szérum és 1% borju szérum albumin, Sigma) torténd 2 mosast
kovetden, a sejteket anti-CD3-FITC-cel, 6B11-PE (BD Pharmingen, San Jose, CA, USA),
anti-CD4-PE-Texas Red-del (ECD) és anti-CD8-PE-Cyanine7-tel (PC7) (Immunotech,
Marseille, France) jeloltiik 45 percig jégen. A festést kdvetden a sejteket mostuk és mértiik
négyszinli dramlasi citometria modszerrel egy Beckman Coulter FC500 dramlési citométeren
CXP szoftverrel. Valamennyi jeloléses kisérletnél hasznaltunk izotipus kontrollt. Az abszolut
szam meghatarozasdhoz a kétplatformos modszert alkalmaztuk a limfocita szadmot

felhasznalva.

Az iNKT sejtek és CD4/CDS8 alcsoportjainak funkcionalis vizsgalata intracellularis citokin
analizissel

10 AD-s beteg és 10 HC PBMC mintait elemeztiik. Az iINKT sejtek és CD4/CD8
alcsoportjainak intracellularis citokin szintjeit Otszinli aramléasi citometria modszerrel
hataroztuk meg. A PBMC mintakat 25 ng/mL PMA-val és 1 pg/mL ionomycinnel (Io)
stimulaltuk 10 pg/mL Golgistop Brefeldin A (Sigma) jelenlétében. Ezt kdvetden a sejteket
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mostuk és elvégeztiik a sejtfelszini jelolést anti-CD3 (FITC-konjugalt az 1L-4-APC jeloléshez
¢s APC-konjugalt az IFNy-FITC festéshez, BD Pharmingen), anti-6B11, anti-CD4 ¢és anti-
CDS8 antitestekkel. A sejtek fixalasat kovetden elvégeztiik a permeabilizalast IntraprepTM
permeabilizacios reagenssel (Immunotech) a gyart6 utasitdsai szerint, majd az intracellularis
citokinek jeloléséhez a sejteket anti-IFNy-FITC vagy anti-IL-4-APC mAb-kel (BD
Pharmingen) inkubaltuk 30 percig. A mintakat kétszer mostuk festd pufferrel és a sejteket egy
Beckman Coulter FC500 tipusu aramlési citométerrel mértilk és CXP szoftver segitségével
elemeztiik. Minden mintdban legalabb 300 000 sejtet szamoltunk le. Izotipus kontrollt minden
mérésnél alkalmaztunk. A PMA/Io stimulaciora adott specifikus sejtvalaszt ugy hataroztuk
meg, hogy a nem stimuldlt mintak pozitiv eseményeinek szazalékat kivontuk a stimulalt
mintdk pozitiv eseményeibdl. Az eredményeket a citokin pozitiv sejtek net szazalékaban

adtuk meg.

Statisztikai analizis

Az eredményeket medianban, IQR-ben (interkvartilis terjedelem (IQR 25-75
percentilis), és range-ben (5-95 percentilis) adtuk meg. A statisztikai elemzést SigmaPot v.
11.0 szoftver segitségével végeztiik (SyStat Software Inc, USA). Nem parametrikus Mann—
Whitney rank-sum tesztet vagy Student féle t probat alkalmaztunk. A korrelacios elemzéseket
Spearman's rank teszttel végeztik el. A 0,05-nél alacsonyabb p értéket tekintettiik

statisztikailag szignifikdnsnak.
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5. EREDMENYEK

5.1. IL-16 szerepének vizsgalata AD-ben

Szérum IL-16 szintek AD-s betegekben, egészséges és psoriasisos kontrollokban

A szérum IL-16 szinteket 0sszehasonlitottuk AD-s és psoriasisos betegekben, valamint
egészséges kontrollokbdl szarmazo mintakban. Az atopias mintak szérum IL-16 szintje
szignifikansan magasabbnak adodott (median 206,8 pg/ml; minimum 1,4 pg/ml; maximum
839,4 pg/ml) az egészséges kontrollokhoz (median 62,8 pg/ml; minimum 1,7 pg/ml;
maximum 540,1 pg/ml) és psorisasisos betegekhez (median 69,45 pg/ml; minimum 3,1 pg/ml;
maximum 277,9 pg/ml) (p = 0,013 and p =0,005) viszonyitva.
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8. abra: Szérum IL-16 szint AD-s betegekben (n=85) Gsszehasonlitva az egészséges
kontroll (n=36) és psoriasisos mintakkal (n=20). A szignifikans kiilonbségeket csillag
jeloli (*<0,05; **<0,025).

Osszefiiggés a szérum IL-16 és az AD sulyossdgit jelzé paraméterek kozott (SCORAD, a
szérum totdl IgE és az eozinofil sejtszdam)

Az AD-s betegek tiineteinek sulyossagat jol jelzd klinikai index a SCORAD index.
Laboratoriumi paraméterek koziil, az extrinzik AD-s betegeknél rendszerint a sulyossaggal jol

korrelal a szérum total IgE és eozinofil sejtszamanak értéke.
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A teljes vizsgalt beteg populacié (n=85) bevonasaval vizsgaltuk a szérum IL-16 kapcsolatat a
betegség sulyossagat jelzd paraméterekkel (SCORAD index, szérum totdl IgE, abszolut
eozinofil sejtszdm). A SCORAD index esetében nem volt Osszefliggés a szérum IL-16 és a

SCORAD kozott, bar az r érték 0,27-nek adodott, ami nagyon kozel van a szignifikancia érték

hatarahoz.
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9. abra: Osszefiiggés a szérum IL-16 és a SCORAD index kozott AD-ben. A vizsgalt
betegek szama n=85, a nonparametrikus Spearman rank korrelacids tesztet hasznaltuk

a korrelacié mértékének megallapitasahoz, r értéke 0,27.

Ugyanakkor szignifikans 6sszefliggést talaltunk a szérum IL-16 és a szérum total IgE szintek
kozott (r =0,425; p = 0,002).
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10. dbra: Osszefiiggés a szérum IL-16 és a szérum total IgE kozott AD-ben.
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Nem volt kimutathat6 0sszefiiggés a szérum IL-16 és az abszolut eozinofil sejtszam
kozott (r=0,218, p=0,150).
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11. dbra: Osszefiiggés a szérum IL-16 és az abszolut eozinofil sejtszam kozott.

Az eredmények azt mutatjadk, hogy az IL-16 a sulyossagi paraméterekkel csak kisfoku
Osszefliggést mutat.

Ezzel szemben pozitiv korrelaciot talaltunk a szérum total IgE és a SCORAD érték (r =0,444;
p =0,091) kozétt.
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12. abra: Osszefiiggés a szérum total IgE és a SCORAD index kozott.

Szignifikans 0sszefliggést talaltunk a szérum total IgE és az eozinofil sejtek szama kozott (r =
0,364; p = 0,007).
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13. abra: Osszefiiggés a szérum total IgE és az abszollt eozinofil sejtszam kdzott.

Az eredményeink azt mutatjak, hogy a szérum total IgE jobban jelzi a betegség sulyossagat,

mint az IL-16.

Osszefiiggés az IL-16 és a betegek szenzitizdltsaga kozott

A Dbetegek allergias szenzitizaltsagat 2 modszer szerint vizsgaltuk, részben Prick
borteszttel, részben IgE szérum szint vizsgalattal. A specifikus IgE (1. és 2. csoport) és a Prick
teszt (A és B csoport) eredményei alapjan az AD-s betegeket két csoportba osztottuk, igy
szenzitizalt (2. és B csoport) és nem szenzitizalt (1. és A csoport) alcsoportokat képeztiink. A
szérum IL-16 ¢és a szérum total IgE szintjét tovabb elemeztiilk az alcsoportokon beliil. A
szérum IL-16 szintje szignifikdnsan emelkedett volt a 2. csoportban az 1. csoporthoz
viszonyitva (1. csoport: median 10,5 pg/ml; minimum 1,4 pg/ml; maximum 255,0 pg/ml; 2.
csoport: median 149,9 pg/ml; minimum 5,4 pg/ml; maximum 540,4 pg/ml; p =0,038). Nem
volt azonban szignifikans eltérés az A és B csoportok kozott (A csoport: median 112,25
pg/ml; minimum 2,6 pg/ml; maximum 540,4 pg/ml; B csoport: median 172,25 pg/ml,;
minimum 1,4 pg/ml; maximum 659,3 pg/ml). A szérum total IgE szint mindkét szenzitizalt
csoportban szignifikdnsan emelkedett volt a nem szenzitizalt csoportokhoz képest [1. csoport:
median 185,0 U/ml; minimum 1,3 U/ml; maximum 1279,0 U/ml; 2. csoport: median 1160,0
U/ml; minimum 50,8 U/ml; maximum 22,791 U/ml; p=0.0001; A csoport: median 606,2
U/ml; minimum 1,3 U/ml maximum 7170 U/ml; B csoport: median 1158,5 U/ml; minimum
50,8 U/ml; maximum 22,791 U/ml; p = 0,021].
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14. abra: Szérum IL-16 és szérum total IgE szintek a specifikus IgE altal meghatarozott szenzitizalt (2.
csoport, n=35) alcsoportban a nem szenzitizalt (1. csoport, n=13) alcsoporthoz képest. A szignifikans

kiilonbségeket csillag jeldli (*<0,05; ***<0,001).
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15. abra: Szérum IL-16 és szérum total IgE szintek a Prick teszt negativ (B alcsoport, n=24) és Prick

teszt pozitiv (A alcsoport, n=24) alcsoportokban. A szignifikans kiilonbséget csillag jeloli (* <0,05).

Eredményeink alapjan megallapitottuk, hogy a szérum IL-16 bizonyos koriilmények
kozott ugyan mutat Osszefliggést a beteg stlyossagaval €és a szenzitizaltsag mértékével,
mégsem tlinik olyan megbizhatd6 markernek a betegség allapotanak eldrejelzésében, mint a

szérum total IgE szintje.
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5.2. Az mDC-k szerepének vizsgalata AD-ben

1. tablazat: Az AD-s betegek klinikai adatai

Nem atopias 6nként . .
jelentkezs (HC) Atopic dermatgls betegek (AD) ’ P’
- (n=11) érték
(n=8)

Kor (év) 244371 19,8 £5,44 NS
Nem

N6 5 (62,5%) 5 (45,4%) -

Férfi 3 (37,5%) 6 (54,6%) -
A betegség kialakulasa

2 éves kor el6tt - 4 (36,4%) -

2 éves kor utan - 7 (63,6%) -
SCORAD - 5249 -
Serum total IgE (KU/L) i i
(Ref.: >87 KU/L — >9 év) 2002,21984,5
LDH (U/L) i
(Ref.: 135220 U/L) <220 U/L 480,3+138,1
Eozinofil szam (G/L) )
(Ref.: 0,01-0,6 G/L) <06 G/L L16x1.4
Asthma, allergias rhinitis - 7 (63.6%) -

Az AD-s betegek mDC-inek morfologiai és fenotipusos jellemzdi

Az AD-s betegek periférias vérébol izolalt mDC-ken a sejtfelszini és citoplazmatikus
citokin festéssel parhuzamosan sejtmag morfologiai vizsgalatot is végeztiink DAPI festéssel.
Mind stimulacié nélkiil, mind stimuldcié utdn az atopids betegeknél jellemzden nagyobb
mennyiségben figyeltink meg aktivabb, nagyobb méretli, dekondenzalt sejtmaggal
rendelkezd sejteket, mint az egészséges egyéneknél. Ezeket a sejteket az alacsony DAPI
intenzitas alapjan azonositottuk (16. abra, a és d plot). Alapvetdéen a megfigyelt citokin
profilok is csak ezekhez a dekondenzalt sejtmaggal rendelkez6 sejtekhez voltak kapcsolhatok
(16/c abra, sotétsziirke populacid). Stimulacié hianyaban az aktivaciés markerek esetében
nem volt kimutathat6 kiilonbség az AD-s betegek €s a kontroll egyének kozott. A stimulaciot
kovetéen az AD-S betegek sejtjeinél szignifikansan emelkedett a CD83 és CD86 érési és
kostimulacios markerek expresszioja, és tovabbi kromatin dekondenzéciot detektaltunk a nem

stimulalt sejtekhez képest, mig az egészséges kontrollok kozott nem volt szignifikdns
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emelkedés (2. tablazat, 16/b és e abra). Annak ellenére, hogy ezek a sejtmagi eltérések nagy

valosziniiséggel megndvekedett transzkripcids aktivitasra utalnak, az atopids donorokbol és a

kontrollokbol szarmaz6 valamennyi mDC a sejtciklus GO/G1 fazisaban maradt. (16/f abra).

2. tabldzat: Erési és aktivdcids markerek
HC (n=8) HC (n=8) AD (n=11) AD (n=11) P érték
Nem stimulalt| Stimulalt P |Nem stimulalt| Stimulalt P
CD86 (% pozitiv sejt) 63,5+4,7 72,343,5 NS| 36,5+8,3* 70,5+3,0* *0,0153
CD83 (%) 42,5+3.9 48,3+11,4 |NS| 46,5+9,8%* 75,8+£2,6** [ **0,0286
(a) (b) (c)
Nem stimulalt HC Stimulalt HC Nem stimulalt AD
P 3 : PR e 18%
Al e , %
* Tk = = nia
o el Nl .!
=) < a a ]
8 8 ‘
& S - ! S 1% 38%
. Sejtméret 0 0 Sejtméret 20 Sejtméret 250
(d) (e) ()
Nem stimulalt AD Stimulalt AD Nem stimulalt AD
e 1 < = ] :
Z N i -4 DI=1.00  DI=2.00
2 2 S
2 2 |
I
5‘ :.E . M‘w L | 4‘2’"1 '
250 0 250 0 4

Sejt méret

Sejt méret

DNS tartalom (D1)

16. abra: A sejtmag morfologia elemzése a DAPI fluoreszcencia intenzitasa alapjan stimulalt és nem

stimulalt AD-s mintakban (b, €) és kontrollokban (a, d).

(c, f) A DNS tartalom meghatarozasa a sejtmag fluoreszcencia integralja alapjan (DNS index, DI). Az

egyes sejtek DNS tartalmat a GO/G1 fazisban 1év6 sejtek DNS tartalmaval normalizaltuk. A DNS

kondenzacio mértékét egy elfogadott 1ézer pasztazo citometria (LSC) modszerrel segitségével itéltiik

meg, a magi DAPI fluoreszcencia max pixel intenzitasa alapjan. Az mDC aktivacido nem igényelt

sejtosztodast: a nem stimulalt, kis sejtek DI-je (vilagossziirke, gl kapu, a fels6 baloldal a ¢ panelen) 1-

nek adodott (f panelen jeldltiik); a nem stimulalt, nagy mDC-k Dl-je (s6tét sziirke, g2 kapu, jobb alsd

rész a ¢ panelen) 1,21 volt (f panel). Egyetlen mDC sem volt G2/M fazisban (DI = 2). A kontrollok
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(n=8) és az AD-s betegek (n=11) adatait atlag + SEM értékben adtuk meg. Az egy és két-paraméteres
hisztogram plotok egy kivalasztott beteg és egy kontroll egyén adatait mutatjak.

Az AD-s betegek és kontrollok nem stimuldlt mDC sejtjeinek citokin profilja

A DC-k altal termelt citokineket ismert T sejt polarizalé tulajdonsagaik alapjan
csoportositottuk. Box 1: IL-2, CCL7, IL-6 és TNFa, melyek Th2 és Th22 polarizaciot
indukalnak; Box 2: IL-12p40/p70, mely Th1 iranyba polarizal; és Box 3: IL-10, TGFbl és IL-
23p19, melyek Th17 és Treg iranyt indukalnak. Stimulaci6é hianyaban az AD-s betegek CD1c
(BDCA-1)" mDC-i képesek voltak valamennyi altalunk vizsgalt T sejt polarizald citokin
termelésére, kivéve az IL-4-et. Az egészséges kontrollokkal dsszehasonlitva az atopias mDC-
k esetén nagyobb mennyiségii IL-2, CCL17, IL-6 és TNFa expressziot detektaltunk (17. dbra,
a, box1). A CCL17 és a TNFa esetén a kiilonbség statisztikailag szignifikdnsnak adodott. Az
IL-12p40/p70 (17. abra Box2), IL-10, TGFB1 és IL-23p19 (17. abra a/Box3) esetén nem volt
kiilonbség a két vizsgalt stimulalatlan csoport kdzott. Az eredmények alapjan elmondhato,

hogy a 3 boxos felosztds az expresszids mintdzat szempontjabol is megfeleld volt.

100+ Box 1 Box 2 Box 3
w
9 80 [ HC nem stimulalt
] 4
© : - AD nem stimulalt
w
N < 60+
® P
x =
& & anl ccL17 | 0,0265
=, 40
¢ T
2 TNFa | 0,0489
= 20
N
O
[~ 8
1 e

Th2 Th22 Th1 Treg Th17

17. abra: AD-s betegekbdl (n=11) és egészséges kontrollokbdl (n=8) szarmazé stimulalatlan mDC-k
intracellularis citokin termelése. Az eltérések elemzéséhez Student féle kétmintas t probat hasznaltunk.

Az adatokat atlag + SEM formajaban adtuk meg. A szignifikans kiilonbséget csillag jeloli (* <0,05).
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Az atopidas borhoz hasonlo koriilmények hatasa az mDC-k T sejt polarizalo citokin
termelésére

Ebben a kisérletben az volt a célunk, hogy megvizsgaljuk, vajon az ,éretlen” mDC-kre
miként hat az, ha egy, az atopids borre jellemzé mikrokdrnyezetbe (SEB- és TSLP egyiittes
jelenléte) helyezziik Oket. A stimulaciot kovetden szintén 3 citokin termelési mintazatot
figyeltiink meg az AD-s betegek sejtjeinél a kontrollokhoz viszonyitva. Elséként azt
tapasztaltuk, hogy a korabban emelkedettnek talalt Th2/Th22 polarizal6 citokinek szintjei (IL-
2, CCL17, IL-6, TNF-a) tovabb emelkedtek, ¢és a kiilonbségek statisztikailag
szignifikansaknak adodtak, kivéve a CCL17 esetén, mikor az AD-s betegek és a kontrollok
adatait Osszevetettiik (18. abra a-d, f/Box1). Masodszor, az AD-s betegek mDC-inek IL-
12p40/p70 termeld képessége, mely Thl irdnyt polarizaciora utal, szignifikansan csokkent az
egészséges kontroll sejtekéhez képest (18. abra e, f/Box2). Harmadszor, az IL-10, TGFB1 és
IL-23p19 expresszids szintjeiben nem tapasztaltunk kiilonbséget a beteg és egészséges sejtek
kozott (18. abra f/Box3).
[I-4 expressziot nem detektaltunk egyik vizsgalt csoportban, egyik tenyésztési koriilmény

esetén sem.

(a) (b)
HC AD HC AD
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. | | o -:, ‘ 3 it
1L-6 MaxPixel J ‘LGIM.lrlPAixe‘IV” ¢ 0" TnFa MaxPixel ¢ W TNFa MaxPixel
(e)
HC AD (f) 100 Box 1 Box 2 Box 3
i i [} HCstimulalt
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18. abra: (a—e) SEB- és TSLP-stimulalt mDC-K intracellularis citokin termelése AD-s betegekben és
kontrollokban. A vizsgalt citokinek/kemokinek fluoreszcencia intenzitast abrazold scattergram-jei
stimulalt AD-s mintakban a kontroll sejtek intenzitasahoz viszonyitva. A sejt fehérjetartalmat (y

tengely) az integral intenzitds alapjan hataroztuk meg, mely egy adott sejtes esemény pixel

crer

feltintetett max pixel mutatja, mely az adott esemény legmagasabb pixel értéke. (f) Oszlopdiagram az
intracellularis citkoinek/kemokinek valtozasairdl SEB és TSLP stimulaciot kovetéen AD-s mintakban
¢s a kontrollokban. A kétparaméteres plotok egy kivalasztott AD-s mintat és egy kontroll mintat
reprezentalnak. Az eltérések detektalasahoz Student féle kétmintas t probat hasznaltunk. Az adatokat
atlag + SEM formajaban adtuk meg. A p értékeket akkor tekintettiik statisztikailag szignifikansnak, ha
azok kevesebb, mint 0,05 (*) vagy 0,025-nek (**) adodtak.

5.3.  AzIiNKT sejtek szerepének vizsgalata AD-ben
A totdal iNKT sejtek szdzalékos ardnya és szama AD-s betegekben

Az atopias betegek és egészséges kontrollok periférias vérébol nyert PBMC mintdkban
a CD3+6B11+ sejteket azonositottuk a keringd iNKT sejtekként. Az 4ramlasi citometrias
kapuzasi stratégiat a 19. dbran az a-c panelek mutatjadk. A CD3+6B11+ iNKT sejtek szdma
szignifikans csokkenést (p=0,003) mutatott az AD-s betegekben (0,07%; IQR 0,040-0,155%)
a kontrollokhoz képest (0,295%; IQR 0,125-0,430%) (19/d abra). Emellett a keringé iNKT
sejtek szamanak medidn értéke szintén szignifikansan csokkent (p<0,001) az atopias
betegekben (0,394 sejt per mikroliter; IQR 0-2,029 sejt per mikroliter) a kontrollokhoz képest
(4,921 sejt per mikroliter; IQR 2,856-11,076 sejt per mikroliter) (19/e abra). Mivel a T sejtek
szdmanak eltérései érinthetik az INKT sejtek szdmat is, meghataroztuk a CD3+ T sejtek,
CD4+, CD8+ T sejt csoportok szdzalékos aranyat valamint a CD4/CD8 aranyt mind az AD-S
betegek, mind a kontrollok PBMC mintéiban. Ebben az 6sszehasonlitdsban az AD-s mintak
nem kiilonboztek szignifikdnsan a kontroll mintdktol (nincs dbrazolva). Nem talaltunk
Osszefiiggést az iINKT sejtek szdzalékos ardnya €és szdma valamint a betegek kora, neme, a

betegség sulyossdga (SCORAD index alapjan) vagy a total IgE és LDH szintek kozott.
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CD3'6B11* iNKT sejtszam (%)

—_

CD4/CD8 iNKT alcsoportok (%)

19. abra: iNKT sejtek és alcsoportok aramlasi citometras analizise AD-s betegekben és egészséges
kontrollokban. A PBMC mintakat festettiik anti-CD3-FITC és 6B11-PE mAb-kel. (a) A kikapuzott
limfocitak a forward scatter (FSC) — sidescatter (SSC) dot ploton. (b) A limfocita populacion beliil a
CD3+6B11+ dupla-pozitiv sejtek az iNKT sejtek. (¢c) Az iNKT sejtek fenotipus elemzését CD4/CD8
festéssel, anti-CD4-ECD ¢és anti-CD8-PC7 mAb-k hasznalataval végeztiik el. (d) Az iNKT sejtek
szazalékos aranya (p=0,003) és (e) abszolut szama (p<0,001) szignifikdnsan csokkent AD-S
betegekben (n=41) a kontrollokhoz képest (n=16). Az eredményeket median, IQR, és range értékekkel
abrazoltuk (5th és 95th percentilis). A szignifikancia értékeket Mann—Whitney U teszt segitségével
szamoltuk ki. (f és g) A CD4/CDS8 iNKT alcsoportok (y-tengely) korrelaciot mutatnak a total iNKT

sejtek (x-tengely) csokkenésével mind a szazalékos aranyra (f), mind az abszolit szamra nézve (g). A
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legerésebb korrelacio a total iNKT sejtek és a DN (dupla negativ) alcsoport kozott volt. A Spearman
korrelacio szignifikans, ha p<0,05, kivéve DP (dupla pozitiv) iNKT sejtek szazalékos aranyat.
*p<0,05; **p<0,001; ***p<0,0001. A korrelacidos koefficiens (r) értékei az iNKT alcsoportok
szazalékos aranyat/abszolut szamat illetden  rpn=0,741/0,929; lcparcns-=0,631/0,922;
I'eps-cps+=0,452/0,856; rpp=n.s./0,392.

Az INKT sejtek alcsoport analizise AD-s betegekben

A CD3/6B11 dupla-pozitiv total INKT sejtek kozott 4 iNKT alcsoportot azonositottunk
a CD4 és CDS8 expresszio alapjan (19/c abra). Eredményeink azt mutattak, hogy a CD4-
alcsoport (DN és CD4—CD8+) szazalé¢kos aranya szignifikansan csokkent AD-ben (p=0,016 a
DN; p=0,03 a CD4—CD8+ csoportban) a kontrollokhoz képest. Az abszolit szdm esetében az
eredmények még kifejezettebb csokkenést mutattak az atopias betegek CD4/CD8 iNKT
alcsoportjaiban a kontrollokhoz viszonyitva (p<0,001 minden esetben). Az eredmények
részleteit az 5. tablazatban foglaltuk Gssze. Pozitiv korrelaciot talaltunk a total iNKT sejtek
gyakorisaga €s az alcsoportok gyakorisaga kozott AD-ben (p<0,01 minden esetben) kivéve a
DP iNKT sejteket (19/f abra), és ezek az Osszefiiggések még kifejezettebbek voltak (p<
0,001), ha az abszolit szamot vizsgaltuk (19/g abra). Az iNKT alcsoportok szazalékos
aranyainak korrelacios koefficiensei: tDN=0,741; rCD4+CD8—= 0,631; rCD4-CD8+=0,452;
and rDP=n.s, az abszolut szamok r értékei: rDN=0,929; rCD4+CD8-=0,922; rCD4-CD8+=
0,856; and rDP=0,392. Mindkét vizsgalt paraméter tekintetében a legerdsebb Osszefliggést a
total iNKT és a DN iNKT alcsoport értékeinél tapasztaltuk.

3. tablazat: iNKT sejtek és iNKT alcsoportok AD-ben.

iNKT alcsoport  Gyakorisag (%) Abszohit sejtszam (sejt/pl)

AD Kontroll AD Kontroll

Median  IQR Median IQR p érték  Median IQR Median IQR p érték
Total 0.070 0,040-0,155 0,295 0.125-0.430 0,003 0,394 0-2,029 4,921 2,156-11,076  <0,001
CD4°CD8" 0.030 0,020-0,085 0,090 0.020-0.150 0,090 0,181 0-0,722 2,120 0,875-3,508 <0,001
DN 0.030 0,010-0,070 0,090 0.060-0.190 0,016 0,163 0-0.943 1,533 0.892-5,111 <0,010
CD4-CD8* 0.010 0-0,035 0,070 0.020-0.100 0,030 0 0-0495 1.330 0,632-1,882 <0,001
DP 0 0-0,015 0,010 0,008-0,020 0,052 0 0-0 0,325 0-0,444 <0,001

Az iNKT sejtek szazalékos aranyanak ¢€s abszolut szamanak medidn és IQR értékei. Az AD-s
betegek szam n= 41, kontrollok szama n=16. Nem parametrikus Mann—Whitney rank-sum
tesztet vagy Student féle t probat alkalmaztunk a kiilonbségek elemzéséhez. A 0,05-nél

alacsonyabb p érteket tekintettiik statisztikailag szignifikansnak.
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Az INKT sejtek funkcionalis vizsgdlata AD-ben

Az iNKT sejtek AD-ben mutatott effektor funkciojanak vizsgalatahoz meghataroztuk a
totdl INKT sejtek ¢és az alcsoportok intracellularis IFNy és IL-4 tartalmat. Amikor
Osszehasonlitottuk 10 AD-s beteg és 10 kontroll adatait, azt talaltuk, hogy az intracellularis
IFNy expresszid csokkent (20/a, b abra), mig az IL-4 expresszidé emelkedett az AD-s betegek
total iNKT sejtjeiben a kontrollokhoz képest (21/a, b. abra), bar ezek az eltérések nem érték el
a statisztikai szignifikancia hatarat. Ezutan meghataroztuk az iNKT sejtek alcsoportjainak
funkcionalis tulajdonsagait. A DN iNKT alcsoport esetén szignifikdnsan alacsonyabb IFNy
szinteket (p<0,05; 20/c abra) mértiink és szignifikdnsan magasabb intracellularis 1L-4
értékeket detektaltunk (p<0,01; 21/c abra). A masik 3 alcsoportot illetbéen nem talaltunk

szignifikans eltéréseket a mért citokinek esetében AD-s betegek és kontrollok kdzott.
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20. abra: Az INKT sejtek intracellularis IFNy expresszidja. (a) A limfocita kapukat és az iNKT
kapukat abrazolo scatter plotok AD-s betegek és kontrollok nem stimulalt és PMA/Io aktivalt mintain.
(b) Az intracelluldris IFNy-pozitiv sejtek szdzalékos aranya csokkent a totdl CD376B11" iNKT
sejtcsoportban AD-ben a kontrollokhoz képest. (c) Az intracellularis IFNy szazalékos aranya a
CD4'CD8", DN (CD4 CD8), és a CD4 CD8" iNKT alcsoportokban AD betegekben a kontrollokhoz
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viszonyitva. A DN iNKT csoportban az eltérés szignifikins volt (p<0.05; Mann—Whitney U test). Az
IFNy-pozitiv sejtek net szazalékos aranyat ugy hataroztuk meg, hogy a nem stimulalt mintak pozitiv

eseményeit kivontuk az aktivalt mintak pozitiv eseményeibol.
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21. abra: Az intracelluaris IL-4 expresszid az iNKT sejtekben. (a) A limfocita kapukat és az iNKT
kapukat abrazolo scatter plotok AD-s betegek és kontrollok nem stimulalt és PMA/Io aktivalt mintain.
(b) Az intracellularis IL-4 pozitiv sejtek szdzalékos aranya emelkedett a total CD3"6B11" iNKT
sejtcsoportban AD-ben a kontrollokhoz képest. (¢) Az intracellularis IL-4 szazalékos aranya a
CD4'CD8’, DN (CD4 CD8), és a CD4 CD8'iNKT alcsoportokban AD betegekben a kontrollokhoz
viszonyitva. A DN iNKT csoportban az eltérés szignifikans volt (p<0.05; Mann—Whitney U test). Az
IL-4 pozitiv sejtek net szdzalékos aranyat ugy hataroztuk meg, hogy a nem stimulalt mintak pozitiv

eseményeit kivontuk az aktivalt mintak pozitiv eseményeibdl.
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6. MEGBESZELES

Az AD az egyik leggyakoribb kronikus gyulladasos bdrbetegség, melynek komplex
patogenezisében a karosodott bor barrier és velesziiletett immunvalasz mellett a tulaktivalt
szerzett immunvalasznak van kritikus szerepe. A betegség kialakuldsa és fejlodése soran a
fent felsorolt rendszerek egymast is jelentdsen befolyasoljak, egy 6rdogi korként sulyosbitva
az eltérések, karosodasok és funkciondlis zavarok sorat, mely egyre stlyosabb klinikailag is
lathaté gyulladast eredményez. Jelen kutatasaink a harom rendszerbdl elsGsorban a
velesziiletett immunvalasz eltéréseinek tanulmanyozasdra iranyultak. Ennek is harom f6
elemét szerettem volna elemezni. Els6ként az IL-16 szerepét tanulmanyoztuk, melyet szamos
innate immunvalaszi sejt termel, majd a DC-k és az iNKT sejtek szambeli ¢s funkcionalis
eltéréseit vizsgaltuk AD-s betegek periférias vérében.

IL-16 szintézisre szamos innate sejttipus képes, mint az eozinofilek, hizosejtek, a
légutakban talalhato epitél sejtek, dendritikus sejtek és a keratinocitak, de T és B limfocitak is
termelhetik %, Egyik legf6bb hatisa, hogy kemoattraktansként hat valamennyi CD4-et

17 Ry . e oy , .l . . 7.108.1
expresszald periférias T limfocitara, de monocitékra és dendritikus sejtekre is °7108199,

Emellett az IL-16 pro-inflammatoérikus citokintermelést indukal *°*

. Tobb adat is utal ra, hogy
AD-ben patofiziologiai szerepe lehet a borgyulladas kialakulasdban, hiszen AD-ben az
allergén aktivalt Langerhans sejtek IL-16-ot termelnek, melynek szerepe lehet a DC-k, T
sejtek és eozinofil sejtek toborzasdban és aktivalasdban, igy hozva létre egy lehetséges
kapcsolatot az IgE-medialt, I-es tipusu, azonnali immunvalasz és a T sejtes, kés6i tipusu
immunvalasz kozott, mely immunvalaszok AD-ben kiemelt szerepet jatszanak '*. AD-ben
kimutattak, azt is, hogy az egyik mechanizmus, mely a betegség progresszidjahoz vezet, az az
eozinofil sejtek allergén indukalt IL-16 termelése, mely tovabbi IL-4 termeld eozinofil sejtek

10710111 Mind akut, mind krénikus bér léziokban kimutattak, hogy az

epidermalis keratinocitdk és a dermalis T sejtek IL-16 mRNS expresszioja megemelkedett 107,

megjelenéséhez vezet

Az IL-16 mRNS" sejtek szdma szignifikinsan magasabbnak mutatkozott az akut 1éziokban a
kronikus 1ézidkhoz viszonyitva, és korrelalt a CD4" sejtek szamaval mind az epidermiszben,
mind a dermiszben, alatamasztva, hogy az IL-16-nak mind az atopias bdrgyulladas
kialakitasaban, mind annak fenntartdsdban kiemelkedd szerepe van 108 Az IL-16 és az AD

108’112, ezért a szérum [L-

stlyossaga kozotti kapcsolatot szamos klinikai vizsgélat bizonyitja
16 szint megfelel6 markernek tiinhet a betegség aktivitasanak mérésére. Ugyanakkor a szérum
IL-16 szint és az allergias szenzitizacid mértéke kozotti kapcsolatot AD-ben kordbban még

nem irtak le.
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Vizsgalatainkban az volt a cél, hogy megvizsgaljuk ennek az AD-ben kevéssé ismert,
kevéssé alkalmazott biomarkernek az értékét és gyakorlati hasznat. Célunk volt meghatarozni
a szérum IL-16 szintjét AD-s betegek és egészséges kontrollok periférids vérében, és elemezni
a lehetséges korrelaciot a szérum IL-16 és szamos, a betegség sulyossagat €s az allergias
szenzitizacid mértékét jelzé marker kozott. Tudnunk kell, hogy az AD diagnosztikaja mai
napig csak klinikai és anamnesztikus adatokon alapul, nincs olyan megbizhatd laboratoriumi,
szOvettani vagy képalkotd diagnosztikai marker, melyet a betegeknél hatékonyan lehetne
alkalmazni.

Tanulmanyunkban elsé 1épésben kimutattuk, hogy AD-s betegekben a szérum IL-16
szint szignifikdnsan magasabbnak adodott az egészséges kontrollokhoz viszonyitva. Sot
szignifikans kiillonbség volt az AD-s betegek és a psoriasisos betegek kozott is. Eredményeink
Osszecsengenek Masuda és munkacsoportja 110 eredményeivel, mivel 6k is azt talaltdk, hogy
az AD-s betegek szérum IL-16 szintje szignifikdnsabb magasabb a psoriasisban mért
értékekhez  képest. Ok arra a kovetkeztetésre jutottak, hogy a kifejezettebb
monocita/makrofag infiltraci6 az atopias betegek dermiszében az egyik lehetséges oka a
magasabb szérum IL-16 szintnek. Ezen til a Th1/Th2 egyensuly kozotti kiillonbség a két
betegségben szintén hozzajarulhat az eltéré szérum IL-16 szintekhez **°.

AD-ben széles korben vizsgaltak a magas szérum IL-16 szint és a kiillonbozo klinikai és
laboratériumi paraméterek kozotti Osszefliggéseket. Bar az IL-16 altalaban jol korreldl a
betegség  stilyossagat jelzd SCORAD indexszel %8012 a7 eoyéb laboratoriumi
paraméterekkel valo dsszefliggésekrdl kapott eredmények ellentmondasosak az irodalomban.
Frezzolini és munkacsoportja Y2 hem talalt Osszefiiggést a szérum total IgE és a szérum IL-16
szintek kozott, mig Masudaék ' pozitiv korrelaciot mutattak ki az IgE és az IL-16 kozott,
valamint az IL-16 és az AD-s erupcios index kozott.

Sajat vizsgalatainkban, amikor a szérum IL-16 szint és a stlyossagi paraméterek kozotti
Osszefiiggést vizsgaltuk, gyenge korrelaciot allapitottunk meg a szérum IL-16 szint és a
SCORAD index kozott, bar az r koefficiens értéke 0,27-nek adodott, ami nagyon kdzel van a
statisztikai hatarértékhez. Ezt az eredményt az esetszdm emelése valdsziniileg pozitiv
iranyban modositotta volna. Szignifikans korrelaciot talaltunk a szérum IL-16 és a szérum
total IgE szintek kozott, mig a szérum IL-16 szint és az eozinofil sejtszdm kozott nem volt
detektalhatd Osszefiiggés. A betegek tlineteinek sulyossagdt a SCORAD index jol tudja
jelezni, az IgE szint és az eozinofil sejtszam ennél sokkal gyengébb jelzdje a betegség

stlyossaganak. A szérum total IgE vizsgalata soran megallapitottuk, hogy pozitiv, bar nem
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szignifikans korrelacié all fent a szérum total IgE és a SCORAD index kozott, ugyanakkor
szignifikans Osszefiiggést detektaltunk a szérum total IgE és az eozinofil sejtszam kozott.

Miutén a betegség sulyossagat uigy tlint, hogy az IL-16 szint nem tudja megfelel6en
jelezni, megvizsgaltuk, hogy a betegek allergias szenzitizaltsagat képes-e jelezni. Specifikus
IgE méréssel és Prick teszttel hataroztuk meg az allergias szenzitizacié mértékét, és ez alapjan
az AD-s betegeket szenzitizalt és nem szenzitizalt alcsoportokra osztottuk. Az alcsoportokban
tovabb elemeztiik a szérum IL-16 és a szérum total IgE szinteket. Eredményeink szerint a
szérum IL-16 szintje szignifikansan emelkedett volt a szenzitizalt alcsoportban a nem
szenzitizalt csoporthoz képest, de csak abban az esetben, ha a szenzitizaciot a specifikus IgE-
vel hataroztuk meg. Amikor a Prick teszt alapjan alkotott két csoportban vizsgaltuk a szérum
IL-16 szinteket, nem talaltunk eltérést a szenzitizalt és nem szenzitizalt alcsoportok kozott. A
szérum totdl IgE szintje mindkét mddszerrel mért szenzitizidlt alcsoportban szignifikdnsan
emelkedett volt a nem szenzitizalt alcsoportokhoz képest. Eredményeink azt mutatjdk, hogy
bar a szérum IL-16 mutat osszefliggést az allergids szenzitizacid mértékével, ez a kapcsolat
nem olyan erds, mint ahogyan a szérum total IgE esetében lattuk.

A szérum IL-16-hoz viszonyitva a szérum total IgE szintek jobban korrelalnak azokkal
a markerekkel, melyek az atopia aktivitasat (SCORAD, eozinofil sejtszam) és az allergias
szenzitizacid mértékét jelzik. Az a tény, hogy a total IgE szérum szintje pontosabb markere a
betegség aktivitasanak és a szenzitizacid mértékének valdsziniileg azzal magyarazhatd, hogy
az IL-16 szerepe az AD patogenezisében igen Osszetett. Az IL-16 a gyulladas kialakitasaban
¢s fenntartdsdban nem csupan, mint proinflammatérikus citokin €s kemoattraktansvesz részt,
hanem immunregulatorként is. AD-ben leirtak, hogy az IL-16 gatld hatast is gyakorol az IgE
termelésre, emelett az IL-16 stimuldcio a CD25 citotoxikus T-lymphocyta asszociélt protein 4

crer

Osszefoglalva, kimutattuk, hogy bar a szérum IL-16 szint mutat némi Osszefiiggést a
szenzitizacid mértékével AD-ben, Ggy tlinik, hogy a szérum total IgE-hez képest kevésbé
alkalmas marker a betegség sulyossaganak €s az allergias szenzitizacio mértékének jelzésére.
A kordbbi tanulméanyok leirtik, hogy AD-s betegek periférids vérében mind a CD4", mind a
CD8" T sejtek Thl tipust citokin termelése karosodott és a Th2/Th22 tipust citokinek
dominalnak. Akut bér 1éziokban a korabban leirt Th2 dominancia mellett a Th22 sejtek
jelenlétét is leirtdk, mely T sejt eloszlas a kronikus 1éziokban is fennmarad. Ugyanakkor a
bdérben ezzel egy idodben megfigyelhetd a Thl tipust sejtek infiltracidja is 113 Ezen jellegzetes

T sejt megoszlasért a DC-k felelések. A DC-k azonban nem csupan a T sejt polarizald
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képességilikkel, hanem sajat jelentdés proinflammatérikus citokin termelésiikkel is
hozzajarulnak az AD-s bdrben zajlé gyulladéds létrejottéhez. A DC-k érése és funkcidja,
vagyis T sejt alcsoportokat differencialé és citokin termeld képessége alepvetden fiigg DC
szoveti mikrokornyezett6l. Ennek a szoveti mikrokornyezetnek AD-ben fontos eleme a
Staphylococcus aurcus kolonizacié, mely a betegek 80-100%-ara jellemz6 és korrelal a
betegség sulyossagaval 2. A SEB superantigénként viselkedik, képes penetralni az
epidermiszbe és a dermiszbe, ami poliklonalis T sejt aktivaciohoz és professzionalis illetve
nem professzionalis antigénprezentald sejtek (APC) indukalasdhoz vezet. A SEB jelenlétében
tenyésztett human DC-k Th2 polarizaciot indukalnak, valamint a SEB serkenti a CD4" T

iojat MM A szoveti kornyezet egy masik karakterisztikus vonasa
mind az akut, mind a kronikus ADs bdrben, hogy a keratinocitak fokozottan termelnek TSLP-
t, koszonhetden a diszfunkciondlis barriernek és a proinflammatorikus citokinek jelenlétének
" A TSLP stimul4cio f6 hatasa, hogy Th2 immunvélaszt valt ki és hozzajarul az APC-k
tiléléséhez és éréséhez oM,

mellett a vér CD1c” DC-k is lehetnek a szoveti CD1c” DC-k elalakjai (preDCk). AD-ben sok

Az utdbbi évek kutatdsai megerdsitették, hogy a monocytak

adat ismert a borben elhelyezkedd DC-krdl, de vérben kering6 eldalakjaikrol igen kevés.

Tanulméanyunknak ebben a részében célunk volt, hogy feltérképezziik a periférids
vérben keringd mDC-k citokin expressziés profiljat AD-s betegekben és egészséges
kontrollokban de novo. Arra voltunk kivancsiak, hogy mar a vérben lathato-e a DC-k
Th2/Th22 polarizalo képessége, vagy csak késobb, a borben nyerik el ezt a tulajdonsagukat.
Tovéabbi célkitlizésiink volt, hogy megvizsgaljuk az AD-s bdrre jellemzé mikrokdrnyezet
hatasat az mDC-k T sejt polarizald képességére atopids mintdkban ¢€s kontroll mintdkban
egyarant.

Eredményeink alapjan a kovetkez6 harom kovetkeztetést vontuk le: Az atopiéds betegek
nem stimulalt, keringd mDC-i képesek az Osszes altalunk vizsgalt T sejt (Thl, 2, 17, 22)
polarizalé citokin termelésére hasonldan a kontroll sejtekhez, bar az atopias mDC-k a Th2
(IL-2, CCL17) és Th22 (IL-6, TNFa) iranyba polarizalo citokineket mar a keringésben is
nagyobb mennyiségben expresszaltdk a nem atopids mDC-khez képest, st a CCL17 és a
TNFa esetében a kiilonbségek szignifikdnsnak adodtak. Azt is megfigyeltiik, hogy az atopias
mDC-k nagy szdzalékban tartalmaztak dekondenzalt sejtmagot az egészséges egyénekhez
képest, és altalaban elmondhatd, hogy a citokin termelésben megfigyelt valtozasok is ezekhez
a megnagyobbodott, dekondenzalt kromatin tartalmt sejtekhez voltak kothetéek. Ez alapjan

mi ugy gondoljuk, hogy ezek a sejtek Un. ,,preaktivalt” allapotban vannak.
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Maisodszor, tanulmanyunkban kimutattuk, hogy az AD-s betegekbdl szdrmazo6 és a
kontroll mDC-k eltéréen reagalnak a specifikus, AD-s boérre jellemzd szoveti
mikrokornyezetre. Amikor az mDC-ket SEB és TSLP jelenlétében tenyésztettiik, mellyel egy
AD-re jellemz6 szoveti kornyezetet modelleztiink, az atopids mintdkban a Th2- és Th22-
polarizal6 citokinek szintjeinek emelkedése statisztikailag szignifikanssa valt az egészséges
kontrollokhoz viszonyitva. Fujita és munkatarsai W7 szintén megerositették a frissen izolalt
bor eredetii rezidens és inflammatorikus DC-K pluripotens Th-sejt (Thl, Th2, Thl7, Th22)-
polarizalo kapacitasat, és kiemelték, hogy a betegség-specifikus Th sejt alcsoportok
megjelenését a bdérben elsddlegesen a kronikus gyulladasra jellemzd szoveti kornyezet
hatdrozza meg. Egy hasonlé kisérleti rendszerben, Reefer és munkacsoportja **® kimutatta,
hogy a DC-T sejt kokultarakban TSLP, allergén vagy SEB stimuldcié hatasara az AD-S
mintdkban a Th2-tipust citokinek jellemzdek, bar ebben a tanulmanyban nem vizsgaltdk a
Th22 citokin expressziot. Kisérleteinkben tovabba megfigyeltiik, hogy a nem stimulalt mDC-
k mind az AD-s mintakban, mind a kontrollokban képesek Thl iranyban polarizalni, azonban
ez a képesség az atopias mDC-k esetén karosodik stimulaciot kovetden. Hasonldan a mi
eredményeinkhez, Lebre és munkatarsai 19 azt talaltak, hogy a CDIlc¢" DC-k funkcidja
karosodott AD-ben, mivel ezen sejtek nem képesek Thl immunvdalaszt indukdlni, még
erdteljes Thl stimulus jelenlétében sem. Nehéz azonban 6sszehasonlitani eredményeinket mas
munkacsoportokéval, mivel a mDC-k citokintermelésének mérése eltéré modszerrel tortént. A
legtobb korabbi tanulméanyban in vitro kokultirdkat alkalmaztak, ahol egyiitt tenyésztettek
kiilonboz6 vér- vagy bdreredetli DC-ket naiv T sejtekkel és a polarizalt sejtek alcsoportjait a T
sejtek citokintermelése alapjan azonositottak, vagy monocita eredetli DC-ket vizsgaltak 117120
Ezek az eredmények a T sejtek elkotelezddésének iranyat adjak meg, a ,,hol” és ,,mikor”
kérdésekre a pontos valaszt csak a DC-k és a szoveti kornyezet adhatni meg.

Az mDC-kel val6 kisérletezés nehézsége, hogy nagyon kis szdmban fordulnak el a
vérben, mégis e vizsgalatok eredményei talan jobban reflektdlnak a fiziologids feltételekre.
Ebbdl kiindulva, kisérleteinket frissen izolalt periférias vér eredetii CD1c (BDCA-1)+ mDC-
ken végeztiik targylemez-alapu citometria segitségével. Ez a technika lehetdvé teszi a kis
sejtszamu mintak statisztikailag értékelheté elemzését. Igy egy 5-szinii jeloléssel meg tudtuk
hatdrozni az intracelluldris citokin mintazatot egy mintan beliil, és informaciét kaptunk a
sejtek aktivacios allapotarol is a sejtmag morfologia alapjan. Harmadik megallapitasunk az
volt, hogy az LSC egy hasznos eszkdz az mDC direkt funkcionalis vizsgalatara in vitro. Mivel
az mDC-k alacsony szdmban fordulnak eld a periférias vérben, és limitéalt a rendelkezésre allo

vérmennyiség, kiilonésen gyermekkorban, ezért kihivas ezeknek a sejteknek a direkt
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funkciondlis vizsgélata a betegekben. Tudomasunk szerint, mi vizsgaltuk eldszor direkt
modon a keringd mDC-k intracellularis citokin profiljat és aktivaciojat AD-s betegeken egy
multiparaméteres 1ézer pasztazd citométer hasznalataval. Ezzel a targylemez alapu
technikaval lehetové valik kis sejtszami mintak (105 vagy kevesebb) vizsgalata statisztikailag
relevans eredményekkel.

Mivel az mDC-k bdér immunrendszerében fontos és komplex szerepet toltenek be,
szamos terapids fejlesztés célsejtjei. Kordbban kimutattdk, hogy az AD kezelése topikalis
szerekkel, kalcineurin inhibitorokkal és kortikoszteroidokkal az inflammatoérikus epidermalis
sejtek szamanak csokkenéséhez vezet €s a Langerhans sejtek éretlen allapotban maradnak, igy

képesek regulitoros T sejteket indukalni 2%

. Ezért nagyon fontos olyan moddszereket
kidolgozni, melyek alkalmasak az Gjonnan kifejlesztett terapidk direkt hatdsdnak vizsgélatara
DC-ken.

Bar szamos bizonyiték van az iNKT sejtek autoimmun betegségekben és fertdzésekben
betegségekben. Humdan asztmdban az iINKT sejtek szerepére vonatkozd adatok
ellentmondasosak, mivel néhany kutaté szerint az iNKT sejtek alacsony szamban vannak
jelen az asztmds egyének légutjaiban, mig masok ennek az ellenkezdjét allitjak 123124 p7
iINKT sejtek nagy mennyiségben képesek Thl és Th2 citokineket termelni stimulaciot
kovetden, mely arra utal, hogy szerepet jatszhatnak mas atopias betegségek patogenezisében
is, pl.: AD-ben. Eddig kevés és ellentmondé adat van az iNKT sejtek szerepérél AD-ben; az
ellentmondasos eredmények a sejtek azonositdsara hasznalt kiilonb6zé metodikak eltérd
érzékenységébdl ¢és specificitasabdl adodhatnak. Jelenleg a CD1d multimereket vagy az
invarians TCRa lanc specifikus 6B11 monoklondlis antitesteket tartjdk a legmegfelelobb
markereknek az iNKT sejtek flow citometrids azonositasara 87.90.125

Tanulmanyunk célja az volt, hogy megallapitsuk, vajon a periférids iNKT sejtek és
kiilonbozd alcsoportjaik gyakorisdga €s abszolut szama mutat-e eltérést AD-ben a periférias
vérben; tovabba, hogy az effektor funkcidjukat is megvizsgaljuk a sejtek intracellularis 1L-4
¢s [IFNy termelését detektalva.

A jelen vizsgalatban anti-CD3/6B11 mAb kombinaciot hasznaltunk az iNKT sejtek
azonositasara, és kimutattuk, hogy ezen sejtek szézalékos ardnya és szama szignifikdnsan
csokken az AD-s betegek periférids vérében az egészséges kontrollokhoz viszonyitva. A mi
vizsgalatainkban az iNKT sejtek szama a kontrollokban magasabbnak adodott, mint a mas

csoportok altal kozolt adatok. Nalunk az egészséges egyének atlagéletkora 18 év volt, ezért

ugy gondoljuk, hogy a kontroll populécio fiatal kora magyarazat lehet az iNKT sejtek
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126,127

emelkedett szamara Masrészrol a magas egyéni variancia az iNKT sejtek

gyakorisagaban szintén magyarazat lehet 128,129

. Nem taléltunk eltérést a total T sejtek és a
CD4/CD8 alcsoportok szamaban AD-ben, ezért az iNKT sejtek csokkent gyakorisaga nema T
sejt populéciok eltéréseibdl adodott. Az eredményeinkkel 6sszhangban 4 korabbi publikacid
kozolt adatokat az iINKT sejtek csokkent szamardl AD-ben, és 2 csoport talalta emelkedettnek

- . .. 45120-133
ezen sejtek szamat

. Ezek az ellentmondasos eredmények arra utalnak, hogy tovabbi
vizsgalatok sziikségesek, mivel nemcsak az alkalmazott mddszerek kiilonbozdsége okozhat
eltér6 iNKT szamadatokat, de a kivalasztott betegek (extrinzik-intrinzik AD, enyhe-
kozépsulyos-sulyos AD) kozotti eltérések is. Fontos hangstlyozni, hogy a fent emlitett
tanulmanyok koziil csak egy alkalmazta ugyanazt a médszert, mint mi.

Az iNKT sejtek CD4/CD8 alcsoportjainak fenotipusos elemzésével parhuzamosan azt
vizsgaltuk, hogy melyik alcsoport a f6 oka a csokkent iINKT sejtszamnak AD-ben. Az
egészséges kontrollokban azt talaltuk, hogy a CD4'CD8 és a dupla negativ (DN) a
leggyakoribb iNKT alcsoport, és a két tipus egyforma aranyban fordul elé; a CD8'CD4
iINKT sejtek kdzepes aranyban talalhatéak meg, mig a dupla pozitiv (DP) sejtek fordultak el
a legkisebb szamban. Montoya és munkatarsai egészséges kontrollokban hasonl6 eloszlasokat
kozoltek az iNKT alcsoportokat vizsgalva, ugyanakkor olyan tanulmanyok is késziiltek, ahol

az alcsoportok eltéré gyakorisagban fordultak els 1313 AD-

s betegek periférias vérében a
legnagyobb eltérést a DN iNKT alcsoport esetén figyeltiik meg. Bar AD-ben minden iNKT
alcsoport csokkent szamban fordult eld, csak a CD4~ (DN and CD4 CD8") iNKT alcsoportok
értékei voltak szignifikansan alacsonyabbak. A legerdsebb pozitiv korrelaciot a DN iNKT és a
total iINKT sejtek kozott talaltuk. Ezek az eredmények dsszecsengenek a korabbi tanulmanyok
eredményeivel. Takahashi és munkacsoportja vizsgalataiban a CD4 CD8" és a DN iNKT
alcsoportok szdma csokkend tendencidt mutatott, mig Oishiék nagymértékli csokkenést
detektaltak a DN iNKT alcsoport szamat vizsgalva asztmas és AD-s betegekben 39132 Ezen
eredményekkel szemben néhany kutatocsoport szignifikdnsan csokkent CD4" iNKT
Osszetételt taldlt az AD-s betegek periférids vérében 3¢ A fent felsorolt ellentmondé
eredmények oka ismeretlen, de egyrészt adodhat az eltérd betegcsoport valasztasbol, masrészt
az eltéré kapuzasi technikabol, mellyel a CD4" és CD8" iNKT alcsoportok el lettek valasztva,
nevezetesen, hogy a kis mértékben pozitiv sejteket is kapuztak-e.

Az iNKT alcsoportok elkiilonitése azért nagyon fontos, mert a kiilonbdz6 alcsoportok
eltérd funkcioval rendelkezhetnek %°%*"'%; tovabba a kiilonboz6 alcsoportok kozotti

keresztszabalyozas nagyban befolyasolja a sajat és idegen antigénekre adott immunvalaszt 139
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Egészséges egyénekben a keringd CD4" iNKT sejtek mind Th1, mind Th2 citokineket (IFNy,
IL-4, és IL-13) képesek termelni, mig a DN iNKT alcsoport sejtjei féleg Thl citokineket
(IFNy, TNFa) expresszalnak %', A patogének eliminacidjat és a tumor rezekciot 4ltalaban a
Thl-es immunvalaszhoz kotik, mig az iNKT sejtek altal kozvetitett Th2 valaszok kozé a
tolerogén mechanizmusok tartoznak 1 Mivel az iNKT sejtekre vagy €ppen az alcsoportok
sejtszamara vonatkoz6 adatok funkcionalis vizsgéalatok nélkiil hidnyosak, igy intracellularis
IFNy és IL-4 citokin méréseket is végeztiink. Az 6ssz IFNy expresszidja csokkent, mig az IL-
4 termelést emelkedettnek adodott AD-ben az egészséges kontrollokhoz viszonyitva, bar ezek
az eltérések nem voltak szignifikdnsak. Masrészrol, ezek a funkciondlis -eltérések
szignifikansnak adodtak, ha a DN alcsoportot vizsgaltuk. A DN iNKT sejtek AD-ben
szignifikansan kevesebb IFNy-t és szignifikansan tobb IL-4-t termeltek a kontrollokhoz
viszonyitva. Legjobb tudomasunk szerint, ez az elsé kozlemény, mely kimutatta, hogy a DN
iNKT sejtek citokintermelése eltér AD-s betegekben. Az iNKT sejtek csokkent szamara és
eltér6 funkcidjara vonatkozd eredményeink jo 0Osszhangban vannak a korabbi
tanulmanyokkal, melyek azt talaltak, hogy az atopias betegek emelkedett plazma IL-18 szintje

1 3¢, Lind és munkatarsai azt

korrelal az iNKT sejtek csokkent szamdaval és diszfunkcidjava
talaltdk, hogy a megemelkedett plasma IL-18 gatolja az iNKT sejteket, és hogy ez a
diszregulacio szerepet jatszhat az AD patogenezisében.

Az tovabbra is megvalaszolandd kérdés, hogy a total iNKT sejtek vagy az alcsoportok
szdmanak és citokin expresszidjanak eltérései elsddleges patogenetikus faktorok az AD
kialakuldsdban vagy a betegség a periférias vérben megemelkedd Th2 tipust citokinek
kovetkezménye. Az iINKT sejtek csokkent szama és eltérd citokin termelése a tovabbiakban
vezethet a kdrosodott immunregulatoros kapacitasukhoz, mely hozzajarul az AD-re jellemzd
karakterisztikus citokin mili6 és a kronikus gyulladas kialakulasahoz.

Osszefoglalva, AD-ben az iNKT sejtek szignifikdnsan eltéré szama és citokin termelése

arra utal, hogy ezeknek a sejteknek fontos szerepe lehet a betegség patogenezisében.

7. OSSZEFOGLALAS

Jelenleg szamos bizonyiték van arra vonatkozodan, hogy AD-ben a velesziiletett
immunvalasz tobb komponense is karosodott, példaul az antimikrobialis peptidtermelés
csokkenése, a Toll-like receptorok alacsonyabb expresszidja, az epitelialis barrier karosodasa

¢és az innate immunsejtek csokkent megjelenése a bérben.
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Munkank elsd részében az innate immunvalasz egyik kulcsmolekulajanak, az 1L-16-
nak, mint lehetséges biomarkernek a szerepét tanulmanyoztuk AD-ben. Eredményeink szerint
a betegek szérumaban az egészségesekhez és a psoriasisos betegekhez képest a szérum IL-16
szint szignifikansan magasabbnak adddott. Amikor az IL-16 szint és a sulyossagi paraméterek
(SCORAD, total IgE, eozinofil sejtszam) kozotti Osszefiiggést vizsgaltuk, ugy tiint, hogy az
IL-16 szint nem tudja megfeleléen jellemezni a betegség aktivitasat, ezért megvizsgaltuk,
hogy a betegek allergias szenzitizaltsagat képes-e jelezni. Azt talaltuk, hogy bar a szérum IL-
16 mutat Osszefiiggést az allergias szenzitizacio mértékével, kevésbé alkalmas marker a
betegség sulyossaganak ¢€s az allergias szenzitizacido mértékének jelzésére.

A DC-kel végzett kisérleteink eredményei alapjan harom kovetkeztetést vontunk le: Az
atopias betegek nem stimulalt, keringd mDC-i képesek az 6sszes altalunk vizsgalt T sejt (Th1l,
2, 17, 22) polarizal¢ citokin termelésére, azonban a jellegzetes Th2/Th22 polarizald képesség
mar ekkor felismerhetd és a sejtek egy csoportja pre-aktivalt allapotban van a vérben. Egy
AD-re jellemz6 szoveti kornyezetben az atopias mintakban a Th2/Th22 polarizald képesség
tovabb fokozodott, a Th1 polarizald képesség karosodott. Harmadik megallapitasunk az volt,
hogy az altalunk hasznalt LSC egy hasznos eszk6z az mDC direkt funkcionalis vizsgalatara in
vitro.

Az INKT sejtekkel végzett kutatasaink alapjan megallapitottuk, hogy ezen sejtek
szazalékos aranya €s szama szignifikansan csokken az AD-s betegek periférids vérében az
egészséges kontrollokhoz viszonyitva. Az iNKT sejtek CD4/CDS alcsoportjainak fenotipusos
elemzésével kimutattuk, hogy a CD4'CD8" és a DN a leggyakoribb iNKT alcsoport. Ezen
sejtek funkciondlis vizsgalata alapjan megallapitottuk, hogy az iNKT sejtek 0ssz IFNy
termelése csokkent, mig az Ossz IL-4 termelése emelkedett AD-ben a kontrollokhoz
viszonyitva, ugyanakkor ezek a funkciondlis eltérések csak akkor adddtak szignifikdnsnak,
amikor a DN alcsoportot vizsgaltuk.

Jelen vizsgalataink tehat hangstlyozzak, hogy a velesziiletett immunvalasz kifejezetten
karosodott AD-ben, melyrdl korabban azt gondoltdk, hogy fdleg az adaptiv immunvalasz

elemei befolyasoljak.
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SUMMARY

Nowadays many evidences exist related to the fact that in AD, several components of
the innate immune system are damaged, for example decrease of the production of AMPs,
less expression of TLRs, epithelial barrier dysfunction, decreased presence of innate immune
cells in the skin.

The first part of our work we investigated the role of 1L-16 — one of the key molecule of
the innate immune system, as a possible biomarker in AD. We demonstrated significantly
higher serum IL-16 levels in AD patients compared to those in healthy controls and in
psoriatic patients. When we studied the association between high serum IL-16 levels and
different severity parameters of the disease we found that IL-16 is not suitable for characterize
the activity of AD, therefore we investigated whether it can indicate the allergic sensitisation
of the patients. We demonstrated that although serum IL-16 levels showed some correlation
with the degree of sensitization in patients with AD, it is less accurate marker of disease
activity and sensitivity.

Based on the results from DC experiments we made three conclusions: first,
unstimulated, circulating mDCs from AD patients seem to have the ability to produce all the
investigated Th-cell-polarising cytokines, similar to control cells, but the Th2/Th22 polarizing
capacity seems to be over activated even in the blood. We suggest that these cells are in a
preactivated state. Second, when mDCs were cultured in a model of an AD tissue
microenvironment, Th2- and Th22-polarising cytokines became statistically significant in
cells from atopic patients relative to those from healthy controls. Third, we would like to
emphasise that LSC is a useful technigue to monitor mDC functions in vitro.

According to our results with INKT cells we were able to show that both the percentage
and the number of INKT cells were significantly decreased in the peripheral blood of patients
with AD compared with HCs. Using phenotypic analysis of the CD4/CD8 subsets of
iNKTcells, we found CD4 CD8" and DN subpopulations of iNKTcells were the most frequent
subpopulations. After the functional analysis of iINKT cells we have found that the overall
IFNy production by iNKT cells was decreased, whereas the I1L-4 production was increased in
AD patients; however, these alterations were not significant. On the other hand, these
functional alterations were significant when the DN subgroup was investigated.

The present work emphasizes the possible role of innate immune system in AD which
was considered as a disease primarily influenced by the element of the adaptive immune

system.
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