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Citokin szintek vizsgalata kronikus idiopatias urticariaban szenvedd
betegekben

Investigation of the cytokine pattern of patients with chronic
idiopathic urticaria
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OSSZEFOGLALAS

Az urticaria egy nagyon gyakran eldforduld bdrbetegség.
Ennel egy specidlis csoportidt jelentik a kronikus idiopd-
tids wrticaridk (KIU}, melyek etioldgidja a részletes ki-
vizsgdlds ellenére ismeretien maradt. Munkdnk sordn cé-
il Hiztiik ki a krénikus idiopdrids urticarids betegekre jel-
lemzd citokin mintdzatok vizsgdlatdt periférids vér in vitre
stimuldlt T limfocitaiban.

Vizsgdlataink sordn nephelometria alkalmazdsdval ha-
téroztuk meg a szérum immunglobulin szinteket. Immunfe-
notipizdlds, valamint intracitoplazmatikus citokin festés és
dramldsi citometria segitségével detektdltuk a sejtfelszini
CD markereket és intracitoplazmatikus citokineket. ELISA
rechnikdval pedig a szolubilis citokinek szérumkoncentrd-
cigjdr hatdroztuk meg.

Eredményeink tiikrében a krénikus idiopdtids urticarids
betegek eseiében az interleukin-10-i {IL-10) termeld
CD4+ és CD8+ T sejtek gyakorisdga szignifikdnsan ma-
gasabb volt, mig az interferon-gammdt (IFN-y) termeld T
heiper (Th) és T citotoxikus (Tc) sejtek gvakorisdga szig-
nifikdnsan alacsonyvabb volt a kontrollokéban mért érté-
kekhez képest. Az IL-4-t termeld CD4+ T sejtek gyakori-
sdga a krdnikus idiopdiids urticarids betegeknél szignifi-
kansan alacsonyabb értéker mutatott, ellenben a CD8+ T
sejiek IL-4 expresszidja magasabb volt, mint az egészsé-
ges koniroll csoportndl. Az IL-13-t termeld CD4+ és
CD8+ T sejtek ardnya nem mutatoit szighifikdns eltérést a
kontroll csoporthoz képest.

Munkdnk sordn elsdként szamolunk be krénikus idiopd-
tids urticarids betegek periférids vérében keringd limfoci-
tainak citokin termelésérdl. Vizsgdlataink sordn szignifi-
kinsan emelkedett [L-10 expressziot tudiunk kimutatni,
mely IL-10 tilsitly nagymértékben magyardzhatja a gdtolt
IFN-y termelést. Egyértelmi Th, vagy Th; irdnyi eltold-
ddist nem tudtunk detekidini.

Kulcsszavak:
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SUMMARY

Chronic wurticaria is a very common dermatologic
disease. A special group of chronic urticaria is the
idiopathic urticaria group, which has an unknown
etivlogy in spite of detailed investigations. The aim of
this study was to investigate the characteristic cytokine
pattern of patients with chronic idiopathic urticaria
(CIU) in the peripheral blood T Ilymphocytes. We
measured the serum immunoglobulin  levels by
nephelometer. We detected the surface CD markers and
intreacytoplasmatic cytokines by cell staining and flow
cytomeiry. We used commercial ELISA sets for the
detection of soluble cytokine levels in the sera of
patients. In patients with CIU the frequency of IL-10
producing CD4+ and CD8+ T cells was significantly
higher, while the frequency of [FN-y producing helper
and cytotoxic T cells was significantly lower then that
from control subjects. The proportion of IL-4 producing
CD8+ T cells was higher than that of the healthy
control group. The ratio of [L-13 producing CD4+
and CD8+ T lymphocyies were higher in CIU patients
than in the conirols, bur this difference was not
significant.

Our study represents the first result on the cyfokine
production of peripheral blood T lymphocytes in CIU. We
could observe neither a dominant Th, nor a dominant Th,
type cytokine pattern. We measured a significant elevation
in the intracellular IL-10 level and this may be cause of
the downregulated IFN-yproduction.
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Az urticaria egy igen gyakran el6fordulé betegségz. A be-
tegség kialakuldsakor a béron szdmos, killénbdzd nagysa-
gd, éles sz8ld, a bor szintjébdl enyhén elSemelkedd csa-
langodhbese, vagyis urticaria jelenik meg erds viszketés ki-
séretében. A tiinetek megjelenése és lefolydsa alapjdn akut
(egy alkalommal jelentkezd és néhdny napig fenndll),
akut intermittdld (révid csalankiiitéses epizédok hosszd
tiinetmentes periddusokkal) és kronikus formakat kiiloni-
tiink el (1), A krénikus urticaria a 6 hétnél hosszabb id6n
keresziiil fennalld, legfeljebb 1-2 napos tinetmentes idé-
szakokkal tarkitott megbetegedés. A tinetek kialakuld-
s4ért szdmos ok tehetd felel@ssé: fizikai vagy kémiat inge-
rek, infekciok, élelmiszer- és gydgyszerallergia, ill. pszeu-
doallergia, pszichés tényez6k és immunolégiai eliérések
(2). Amennyiben a részletes kivizsgdlds ellenére az etiold-
gia ismeretlen marad kronikus idiopdtids urticaridrol
(KIU) beszéliink.

Az utébbi évek kutatdsai alapjan ezen idiopdtids urti-
caridk egy csoportjdnak hétterében autoimmun eredet
valésziniisithetd, mivel autoantitestek mutathatok ki az
Fee receptor L. tipusdnak a ldnca (FeeRIa) vagy IgE mo-
lekuia ellen (3). Sabroe és Greaves a krénikus idiopatids
urticarids betegek 3 csoportjdt azonositotta: 1. akiknek
az emiitett struktirdkkal szemben termelddd, funkciond-
lisan akiiv keringd autoantitestjei vannak, 2. akik hosta-
bil, hizdsejt specifikus hisztamin-felszabadfté aktivitas-
sal rendelkeznek, 3. és akiknek negativ a sajit szérum
teszijiik és nincs keringd hisztamin-felszabaditd faktoruk
sem (4). Az autoimmun hattér megerdsitésére szolgalnak
azok a tények is, miszerint gyakran kimutathaté a HLA-
DR4 asszocidci6, a2 ndi dominancia, mds autoimmun be-
tegségekkel vald egyiittes el6fordulds és az intravénas
immunglobulin kezeléssel vagy plazmaferezissel szer-
zelt meggySz0 terdpids eredmények is ezt tAmaszijak ald
(5,6,7,8).

A keringésben 1évé T limfocitdk mintegy kétharmada
CD4 sejtfelszini markert hordozé T helper (Th) sejt. El-
téré citokin termelésiik alapjin tovdbbi alcsoportokra
(Thy, Th,, Th,) kiilénithetSk el. Mig a Th, sjetek els6sor-
ban IL-2-t, IFN-v-t, ¥.-12-¢ szekretdlnak, addig a Th, sej-
tek IL-4, TL.-5, IL-6, 1L-10 és TL-13 citokineket termelnek.
Egyes tanulmanyok leirtdk, hogy Th, nilsily figyelhetd
meg szerv-specifikus autoimmun betegségekben, mig Th,
dominancia jellemzd példdul a szisztémds sclerosis és az
allergids meghetegedések esetén (9, 10). A jelen munkénk
célja az volt, hogy a krénikus idiopdtids urticarids betegek
citokin mintdzatat tanulményozzuk.

Anyagok és modszerek

A DEOEC Bérgyopyiszati Klinika Allergolégiai szakrendelésén
gondozott 22 kréaikus idiopatids urticarids beteget vizsgdltunk (4
férfl, 18 nd), akik atlagéletkora 40 év (11-76) volt, &s akik bértlinetei
4tlag 16 honapja dlltak fenn. A kivizsgélds sordn részletes anamnézis
feivétel utdn fizikdlis és laboratdriumi vizsgdiatokat végeztiink, ilf.
diétdr alkalmaztunk, melyek segitségével az urticaria vasculitis, a fi-
zikdlis urticarigk, valamint az étel- és gydgyszerallergidk kizdrhatSk
voltak. Bgy betegnél sem talaltunk gécfertdzést, illetve Helicobacter
pylori asszocidlt gastritist. 14 betegnél (63%) pozitiv autoldg szé-
rum tesztet tudtunk detektdlni, 2 betegnél (9%) pedig anti-thyreoid

antitestet talditunk. Kontrollként 22 egészséges dnkéntest vizspdl-
tunk (6 férfi, 16 nd), akik 4tlagéletkora 36 év (15-60) volt és semmi-
lyen b6r-, ill. allergoldgiai betegségben nem szenvedtek,

A laboratériumi vizsgélatok a DEOEC IIL sz. Belgydgydszati
Klinika Regiondlis Immunoldgiai Laboratériumaban torténtek.

Immunblobulin szintek vizsgdlata
A szérum IgG, IgA, IgM és totdl IgE szinteket nephelométer segitse-
gével hatdroztuk meg {Behring nephelométer).

Allergén specifikus IgE meghatdrozdsa
Az inhalativ és étel allergének elleni specifikus IgE szintjéi ,,Aller-
goset-IgE Food” é: ,Allergoset-IgE Inhalant” kitek segitségével

mértik (INTEX Diagrostica, Basel).

A limfocita szubpopuldciok és aktivdlt T sejtek meghatdrozdsa

A sejtfelszini CD markerek meghatdrozdsa heparinnal atvaddsgitolt
vérbdl tortént. A vizsgdlatok sordn fluoreszcens festékekkel konju-
giltatott monoklondlis ellenanyagokat haszndltunk: ant-human
CD3-FITC (Fluorescein Isothiocyanate), anti-human CD4-PE (Phy-
coerythrein), anti-human CDS8-FITC, anti-human CD19-PerCP;
SIGMA, St. Louis. A festés és a fixdlds utdn a mérés COULTER
EPICS XL-4 dramldsi citométeren tortént. A fehérvérsejt szubpopu-
licickat nagysdguk €s granuldlisdguk alapjén kiilonitettiik el. A fel-
tiintetett szdzalékértékek az adott markerre pozitiv limfocitak ard-
nyét mutatjik a mintdnként lemért 5000 limfocitdn beliil.

Intracitoplazmatikus citokinek meghardrozdsa

Az intracelluldris citokinek festését heparinnal alvadisgilolt vérbsl
végeztilk a Becton Dickinson ,Intracellular Staining Procedure” uta-
sitdsai szerint. Mivel a nyugvé limfocitdk citokintartaima alig detek-
talhatd, ezért a sejteket négy ordn keresztiit stimuldltuk 25 ng/mli
phorbol-myristate-acetate-tal (PMA) (SIGMA) és 1 ng/mi lonomy-
cinnel (SIGMA) 37 °C-on 5%-0s CO, koncentricio biztositdsa mel-
lett. A termel6ddtt citokinek kiiiriilését Brefeldin-A-val {10 pg/ml)
(SIGMA) gdtoltuk. A stimuldlast kdvetden eldszér a sejtfelszini
CD4 és CD8 molekuldkat jeloltiik meg specidlis monoklondlis ellen-
anyagokkal (mFa). A sejteket 30 percig szobahdmérsékleten inku-
baltuk 15 p! quantum red-del (QR) konjugdltatott anti-CD4, illetve
CD8 mEa-gal (SIGMA). Ezt kévetden lizdltuk az eritrocitdkat &s fi-
xaltuk a sejteket (Becton Dickinsen FACS lizalé oldat, 19 perc szo-
bahd, stté), majd permeabilizéltuk a sejtmembrant (Becton Dickin-
son, FACS permeabilizdlé oldat, 10 perc, szobahd, sétét). A sejt-
membran dtjarhatdsdga teszi lehetdvé azt, hogy az intracelluldris
IFN-y-t, IL-4-t, 1L-10-t &s IL-13-t specifikus mEa-ok segitségével
azonositsuk (anti-IFN-y-FITC/anti-IL-4-PE mEa, Becton Dickinson,
Mountein View, CA 20 nl; anti-IL-10-PE mEa, Caltag, San Francis-
co CA, 10 nl; anti-1L.-13-FPE mEa, 20 pl; Becton Dicinson, 30 perc
inkubalds szobahdn, s6tétben). Végiil a sejteket 1%-os paraformal-
dehid oldattal fixdltuk,

A mintdkat COULTER EPICS XL-4 dramldsi citométerrel mértiik
le és értékeltiik. A T helper, illetve T ciiotoxikus limfocitdkat fény-
szérasi parameétereik és sejtfelszini CD4, illetve CDB pozitivitasuk
alapjdn azomositottuk. Minden mintibdl legalibb 5000 sejtet vizs-
gdltunk, és meghatdrozva a jeldlt citokineket expresszdld CD4+
vagy CD8+ sejtek szdzalékos ardnydt, kovetkeztettiink a kiilénbtizd
limfocita szubpopuldciék ardnydra.

Szalubilis citokin szintek vizsgdlata

ELISA technika segitségével hatdroztuk meg a szérumban keringé
citokinek (IL-4, TL-10 és IFN-y) kencentraci6jat (Pharmingen, anti-
human OptEIA ELISA setek).

Starisztikai analizis
A szignifikancia szintek meghatdrozdsira kétmintds T-probit alkal-
maziunk.

Eredmények

Szérum immunglobulin szintek
A szérum immunglobulin szintjeit vizsgalva az IgM, TgA,
IgG esetén nem tapasztaltunk eltérést a kontroll csoport



értckeihez képest. Az IgE szintje a } }

krénikus  idiopatids  urticaridban
renvedd  betegekben mérsékelten

:melkedett volt, de ez az eltérés
rem volf szignifikdns (1. tdbldzar).

G | rea | 1em | BE ]
Kontrollok (g/1) ] 11,223 1,8 +0,7 0,9 +0,3 96,8 £21
atlap + sz0ras
KIU (g/1) 10,6+24 2,0+0,8 1,3+0,6 146 + 111
itlag + szérés '

Limfocita szubpopuldciok meghata-
rozdsa

A sejtfelszini CD markerek vizsgé-
lata sordn a CD3+, CD4+, CD8+, 1l-

1. tabldzaf

Szérum immunglobulin szintek a krénikus urticarids betegekben Gsszehasonlftva

az egészséges kontroflokéval

letve CD19+ sejtek esetén jelentds

eltérést nem tudtunk detektalni az 70
egészséges és beteg populicio éré-
kei kéztt. 60 |

A CD3+ T limfocitakon beliil az &
aktivilt T sejtek szdzalékos ari- S50
nyat is vizsgaltuk. A HLA-DR-t g
(kési aktiviciés marker) exp- | § 40
resszdlé T limfocitdk ardnyanak &
szignifikdns emelkedését tapasz- % 30 ]
taltuk a krémikus urticarids beteg- g
csoportban a kontroll csoporthoz T 29
képest, mig a korai aktivdcids mar- %
ker (CD69) esetén nem tapasztal- & 10 |
tunk eltérést. '
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Intracitoplazmatikus citokinek

A limfocitak intracellulars citokin-

KIU (n=22) Kontrallok (n=22) KIU (n=22)

Kontrollok (n=22)

CD4+IFN-y+ sejiek CD8+IFN-y+ sejtek

jeinek vizsgdlata sordn elsként az
IFN-v expresszigjat  hataroztuk
meg. Mind CD4+, mind CD8+ T
sejtek esetén szignifikdnsan csok-
kent expressziot tapasztaltunk a KI-
U-s betegekben (1. dbra). Az IL-10
expressziéjdt tanulminyozva a kro-

. nikus idiopdtids urticarids betegek- :
ben a T helper és T citotoxikus sejtek szignifikdnsan
emelkedett IL-10 expresszidjat detektiltuk a kontroll
csoportban mért expresszidkhoz képest (2. dbra). Tovab-
bi vizggdlataink sordn a CD4+ T limfocitdk szignifikdn-
san csOkkent [L-4 expressziot mértilk, mig a CD8+ T sej-
tek emelkedett IL-4 expresszidja volt kimutathaté a be-
tegcsoportban az egészséges kontrollokhoz képest, mely
eltérés azonban nem volt szignifikdns (2. tdbldzat).
Ugyanakkor a CD4+ T limfocitdk és CD8+ T limfocitak
IL-13 expresszidja a betegesoportban nem szignifikdns
emelkedést mutatott a kontroll csoporthoz képest (2. tdb-
ldzat).

Szolubilis citokin szintek

A szérumban ELISA technika segitségével hatdroztuk
meg a keringd IL-4, IL-10 és IFN-y koncentraciéjat. Vala-
mennyi citokin esetén emelkedett szérum koncentriciét
mutattenk ki, de az eltérések nem voltak szignifikdnsak az
egészséges kontroll csoporthoz képest,

1. dbra

T helper és T citotoxikus sejtek [FN-y expresszioja a krénikus idiopdtids
urticariés és kontroll populdciéban. Minden egyes pont egy-egy beteg
eredményét reprezentdlja. A vizszintes vonal minden csoportban

az eredmények dtlagit mutatja

Megheszélés

A krénikus urticarids betegek egy specifikus csoportjdt
képezi az tigynevezett krénikus idiopdtids urticaria (KIU).
Az utébbi évek kutatdsai alapjdn az idiopatids urticaria
egy részének hdtterében autoimmun eredet mutathaté ki, a
betegek 27-50%-4nak szérumdban IgE receptor « ldnc
(FceRIo) ellenes autoantitestek detektdlhaték (11). Ezen
antitestek jelenlétére az autoldg szérum teszt pozitivitisa
utal. Ma miér az autoimmun KIU klinikai diagnézisdnak
felallitdsdhoz ez a teszt nélkillozhetetlen (12). Tobb meg-
figyelés is aldtdmasztja a Th, dominancidt bizonyos szerv-
specifikus autoimmun betegségekben, mig Th, tilsily jel-
lemZi az allergids megbetegedéseket. Jelen tanulma-
nyunkban arra kerestiink valaszt, hogy kimutathatd-e jel-
legzetes Thy vagy Th, tilsdly a krénikus idiopdtids urtica-
rids betegekben.

A szérum immunglobulin szinteket vizsgalva megallapit-
hatd, hogy az IgG, IgA és IgM szintek esetén nem taldltunk
kiilonbséget a betegesoport és az egészséges kontrollok ké-



A IL-4/CD4 (%) | IL-4/CD8 (%) |IL-13/CD4 (%)|IL-13/CD8 (%)| DR-t expresszdld T limfocitdk ard-
Kontrollok nyanak szignifikdns emelkedését ta-
(n=22) | L1+071% | 059+072 | 014009 | 017+03 | Pasztaluk a beteg populdcidban az
KIU (n=22) | 0,5:0,86% | 122404 | 021%0,31 | 043045 | ©8cszséges kontrollhoz képest, mig
Szignifikancia a korai aktivacidés marker esetén
st 0,03 e e ns nem taldltunk eltérést.

2. tablazat

A krénikus idiopatids urticarias betegek CD4+ és CD8+ T himfocitdinak IL-4 €s
IL-13 expresszidja. (n.s. = nem szignifikdns)

A limfocitdk intracelluldris cito-
kinjeinek vizsgdlata sordn a CD4+
és CDB+ T sejtek szignifikdnsan
magasabb [L-10 expresszidjdl de-

30

tektdltuk. Ezzel szemben a T helper

p=0,01
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Fozitiv sejtek szdzalékos ardnya (%)

- & ..0.* > L ) * * +

Lo

p=0,001
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és T citotoxikus sejtek [FN-y exp-
resszidja a Kill-s betegekben szig-
nifikdnsan alacsonyabb volt, mint
az egészséges alanyokndl. Megmér-
tiik a CD4+, illetve a CD8+ T sejtek
intracellularis IL-4 és IL-13 ardnyat
is. Eredményeink azt mutattak,
hogy az IL-4-t termeté CD4+ T lim-
focitdk szdma szignifikdnsan ala-
csonyabb volt a betegesoportban,
mint az egészséges kontrollokban.
A CD8+ T limfocitdk IL-4 termelé-
se, illetve a CD8+ és CD4+ T limfo-

. citdk IL-13 termelése nem mutatott

: szignifikans eltérést a betegek és a
4 kontrollok kozott.

KIU (n=22) Kontroliok (n=22)

IL10+/CD4+ sejtek

KIU {(n=22) Kontroilok (n=22)

[L10+CD8+ sejtek

A citokin termelés alapjan megat-
lapithatd, hogy a CD4+ T helper,
mind a CD8+ T citotoxikus limioci-

2. dbra

A betegek és egészséges kontrollok CD4+ és CD8+ T sejtjeinek 1L.-10
expresszioja szignifikdnsan kiillonbozik egymdstél. Minden egyes pont egy-egy
beteg eredményét reprezentilja. A vizszintes vonal minden csoportban

az eredmények atlagdt mutatja

zott. Az osszlgE szintje a krdnikus idiopdtids betegeknél
kissé magasabb volt, mint a kontroll populdcidban, de ez a
kiilsnbség nem volt szignifikdns. Allergén specifikus IgE
nem volt megfigyelhetd a KIU-s betegeinkben. Sarboe és
munkatdrsai sajat eredménytinkhoz hasonldan normdl totdl
IgE szintet mutattak ki krénikus idiopdtids urticarids bete-
gek~szérumdban. Alacsonyabb szérum IgE szintet taldltak
azokndl a betegeknél, akiknek keringd anti-FceRlo-juk
vagy anti-IgE antitestjeik voltak, szemben azokkal a bete-
gekiel, akik autoantitesttel nem rendelkeztek (13).

Sejtes vizsgdlataink sordn eldszir a limfocita szubpopu-
laciok meghatdrozdsat végeztiik el periférids vérbdl. A be-
teg populdcidban nem volt kiildnbség a CD3+, CD4+,
CD8+ és CD19+ T és B sejtek eloszldsdban a kontroll
egyénekhez képest. Malet és munkaidrsai szignifikdnsan
csikkent CD8+ T limfocita szamot detektdltak a KIU-s
betegek periférids vérében (14), valamint Barlow és mun-
kacsoportja a KIU-g betegek szévettant mintdinak T sejt-
jeiben CD4+ dominancidt mutatott ki, a CD8+ sejtekkel
szemben (15). Ezt kovetden a CD3+ T limfocitdkon belil
az aktivalt T sejlek szdzalékos ardnydt vizsgdltuk. A HLA-

tdk IL-10 termelése jelentdsen
emelkedett a krénikus idiopétids ur-
ticarids betegekben. Az IL-10 egy
immunregulalé citokin, melyet a
Th, és Th, sejtek egvardnt termel-
nek és elsdsorban gatld hatdst fejt ki
ezen sejtek proliferacidiara és cito-
kin termelésére. Eredményeink birtokdban elképzelhetd,
hogy a fokozott IL-10 termelés kivetkeztében valt mind a
T helper, mind a T citotoxikus [imfocitdk IFN-y termelése
nagymértékben gitoltd. Az IL-10 gitld hatdsa a Th, sej-
tekben is csokken az intracelluldris IL-4 expresszid. A
CD8+ sejtek IL-4 expresszidjinak emelkedése talin a
cstkkent IFN-y szinttel magyardzhatd, hiszen az IFN-y
kédpes gitolai a Th, citokinek expresszidjat, de egy csok-
kent IFN-y szint ezt a gitlé hatdst nem képes kifejtent.
Irodaimi adatok szerint az IL- 10 g4dtld hatdsa az [1.-13 ter-
melddésére nem jelentds, ez a tény lehet magyardzata az
emetkedett IL-13 szintnek.

Az irodalombdl ismert, hogy az IL-10 regulatorikus ciro-
kinnek gdtlé hatdsa mellett immuanstimuldlé hatdsa is meg-

figyelhetd kiilondsen a B sejiekre. Ezen stimuldld hatas

hozzdjarulhat a K{U-s betegekben megfigyelt autoantitest
termel&déséhez, Vizsgalr betegeink mindegyikében az au-
toantitestek jelenlétének igazoldsara az autoldg szérum
tesztet végeztiik el. A 22 betegbGl 14 betegnél tapasztaltunk
pozitiv s negativ autoldg szérum teszttel rendeikezd beteg-
csoportok adatait. Az igy dsszevetett eredmények tanulmd-




H
b

nyozdsa sordn nem taldltunk lényegi eltérést a két csoport-
ban mért immunglobulin szintek, CD marker értékek és ci-
tokin expresszi6 érték tekintetében, bar a két csoport beteg-
szdma nem volt elég nagy szignifikancia szémoldsra,

Munkénk elsSként szdmol be a krénikus urticarids bete-
gek periférids limfocitdinak citokin mintazatérél. Tovabb;
kutatds szitkséges még a KIU-s betegek bSr 1ézidiban
megjelend citokin mint{zatok vizsgélatdhoz. A kérdés
megvilaszoldsa, vajon van-e kiitdnbség a KIU-s betegek
periférids vérének, ifletve bértiineteinek citokin mintdzata
kOzdtt, még vdrat magdra.
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