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1. ROVIDITESEK

AD
mCD14
sCD14
DM
FITC
GCS
GPI
IFNy
IL
IRF
LBP
LRR
LPS
MAA
MFI
MSA
MyD88
NF-xB
NHS
NK
PAMP
PDM

aPDM

atopids dermatitis

membrén CD14

szolubilis CD14

dermatomyositis

fluorescein isothiocyanate — fluoreszcein-izotiociandt
glikkokortikoszteroid

glikozil-foszfatidil inozitol

interferon-gamma

interleukin

interferon-regulatory factor — interferonregullé faktor
lipopolysaccharide binding protein - lipopoliszacharidk6t6 fehérje
leucine-rich repeat — leucinban gazdag szakasz
lipopoliszacharid

myositissel asszocidlt autoantitestek

mean fluorescence intensity — atlagos fluoreszcencia intenzitas
myositisre specifikus autoantitestek

myeloid differencidlodési 88. faktor

nukledris faktor-kB

normal human serum — normdl humén szérum

natural killer — természetes 610

pathogen-associated molecular pattern — patogén asszocidlt molekuldris mintizat
a poly- és dermatomyositises betegek egyesitett csoportja

aktiv stddiumban 1év6 PDM-es betegek



iPDM
PE
PM
PRR
SLE
SP1,2,3
SRP
Tc
TIR
Th
TLR
TNFa

Treg

inaktiv stddiumban 1év6 PDM-es betegek

phycoerythrin

polymyositis

pattern recognition receptor — mintdzatfelismer6 receptor
systemic lupus erythematosus — szisztémds lupus erythematosus
specificity protein 1,2,3 (transzkripcids faktor)

signal recogition particle — szigndlfelismerd részecske
citotoxikus T-sejt

Toll/IL-1R homology — Toll/IL-1R homolég

helper T-sejt

toll-like receptor — toll-szertli receptor

tumor necrosis factor o — tumornekrézis-faktor o

regulatérikus T-sejt



2. BEVEZETES

Az emberi szervezet folyamatosan ki van téve a kiillonbozd patogén koérokozok
tdmadasdnak. Az ezek elleni védekezés evolicids szempontbdl Osibb formdjat a természetes
immunrendszer biztositja. A természetes immunrendszer effektor elemeinek (fagocitdzis,
antimikrobidlis peptidek termelése, ....) triggerelésében és szabdlyozdsdban kulcsfontossdgu
szerepe van a korokozok konzervélt strukturdlis elemeit (,,patogénhez asszocidlt molekuldris
mintdzat”) azonosité mintafelismerd receptoroknak. Ezek lehetnek szolubilisek és
sejtasszocidltak €s elhelyezkedhetnek a sejtek felszinén és azok belsejében. A sejtasszocidlt
receptorok ligandjuk kotése utdn kiilonb6zd  szignalizacids utvonalakon keresztiil
eredményezik a korokozok elimindlasat el6segitd effektor molekuldk termelodését. Attdl
fliggden, hogy mely receptorok és mely intracelluléris szignalizacids utvonalak aktivalédnak,
tobbé-kevésbé patogén-specifikus immunvélasz generdlédhat.

A sejtasszocidlt receptorok koziil kozponti szerepet toltenek be a toll-like receptor (TLR)
csalad molekuldi és az ezekkel asszociélt fehérjék, mint pl. a CD14 molekula. Ezek nem csak a
természetes immunvdélasz elinditdsdra képesek, de az antigén prezentdld sejtek koreceptor
expresszigjat és citokin termelését befolydsolva szerepiik van az adott mikrobidlis antigénre
specifikus adaptiv immunvélasz reguldlasaban is. A TLR csaldad egyes tagjai képesek
ugyanakkor bizonyos sajat, az emberi szervezetbdl szarmaz6 ligand felismerésére is, és igy az
antigénprezenticié sordn eldsegithetik a latensen jelenlévd autoreaktiv B-sejtek aktivaloddsat,
autoantitest termelését. Ezeknek a molekuldknak, tehat, szerepe lehet az autoimmun
betegségek kialakuldsdban is.

A CD14 molekula expresszidja, a szérumban sCD14 koncentricidja, a CD14 gén egyes
genetikai polimorfizmusai valamint a TLR-ek expresszios és funkciondlis véltozasai

Osszefiiggést mutatnak bizonyos autoimmun és immunmedidlt betegségekkel. Adatok sz6lnak
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amellett is, hogy bizonyos terdpids beavatkozdsok alkalmasak ezen rendszer komponenseinek
modulédldsara. Munkdnk sordn eltér6 patomechanizmusi autoimmun betegségekben
(szisztémads lupus erythematosus, poly- és dermatomyositis) vizsgéltuk meg a CD14 és egyes
TLR-ek expresszidjanak €s funkcidinak valtozdsait. Analizdltuk ezeket a paramétereket a
gyakori bakteridlis bOrfertozésekkel jellemezhetd atOpids dermatitises betegek mintdiban,
tovabba megvizsgaltuk az autoimmun betegségek esetében széles korben alkalmazott szteroid
terapids hatasét is ezekre a molekulékra.
Kisérleteink sordn a kovetkezd konkrét kérdésekre kerestiink vélaszt:

« Hogyan viltozik a periférids leukocitdkon a CD14 molekula és egyes TLR-ek
sejtfelszini expresszidja, a CD14 molekula ligand kotése valamint a szérum sCD14
koncentricidja intrinsic és extrinsic atopids dermatitis-es betegek mintdiban?

« Van-e Osszefiiggés a monocytdk CD14-expresszidja, a szérum sCD14 koncentricidja,
a sCD14 izotipusok megoszlasa és a CD14 gén C(-159)T polimorfizmusa valamint a
betegség klinikai paraméterei kozott a myositises betegpopulédcidban?

« Hogyan befolyédsolja a periférids monocytdk CD14-expresszidjat, a CD14-mediélta
LPS kotését €s az LPS-indukalta sejtaktivaciot az in vivo, szisztémdsan alkalmazott

glikkokortikoszteroid terapia SLE-ben?



3. IRODALMI ATTEKINTES

3.1. A természetes és az adaptivimmunrendszer

Az emberi immunrendszer a szervezetbe keriild6 minden olyan struktira — nem sajat, vagy
megviltozott sajat — ellen immunreakciét indit, amely megzavarhatja a szervezet integritisat,
homeosztazisit. Az immunvalasz kétszint. Az adaptiv (szerzett) immunitds fajlagos
(antigénspecifikus), az egyed élete sordn kialakul6 elemek, a természetes (nativ, velesziiletett)
immunitds nem fajlagos (nem antigénspecifikus), oroklott elemek részvételével valdsul meg.
Az immunrendszer e két része szorosan egyiittmiikodik, egymadsra épiil, funkciondlisan nem
valaszthat6 szét egymdstdl (1, 2, 3, 4).

A természetes immunrendszer filogenetikailag Osibb, valamilyen formdban jelen van
minden tobbsejtli él0lényben, mig az adaptiv immunitds az evolucié sordn késobb, csak a
gerincesekben fejlodott ki. A velesziiletett immunrendszer a védekezés elso vonaldt képezi,
gyors, azonnal miikodésbe 1€ép, elemei (fagocita sejtek, NK sejtek, komplement rendszer,
dendritikus sejtek,...) a kérokoz6 jelenlététdl fiiggetleniil funkcidképes dllapotban vannak jelen
a szervezetben, vagy nagyon rovid idon beliil elérik ezt. A szerzett immunrendszer
klonszelekcioval 1étrejové nagyfoku fajlagossdgot mutaté elemei (T-lymphocytdk, B-
lymphocytdk, ellenanyagok) csak latencidval, a patogén szervezetbe jutdsa utdn 1-2 hét milva
jelennek meg, hatékonyan, specifikusan tdmadjdk a kérokozét, s biztositjdk az immunoldgiai
memoridt (1, 2, 3, 4). Sokdig €It az a nézet, hogy a magasabb rendii él61ényekben a természetes
immunrendszer nem specifikus — leginkdbb a mikrobdk és idegen anyagok fagocitdzisaban,
megemésztésében megnyilvanuld — valasza csak arra szolgdl, hogy gyors, de nem tokéletes
védelmet nyujtson a behatolé patogénekkel szemben a lassibb, de hatékonyabb fajlagos
immunvélasz megjelenéséig. Ma mar nyilvanval6, hogy a velesziiletett immunrendszernek

meghataroz6 szerepe van mind az antigénspecifikus immunvélasz elinditasdban
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(antigénprezentacio, kostimulacid), mind az effektor folyamatok iranyitdsdban. Arra is fény
deriilt az elmult években, hogy a természetes immunvalasz nem teljesen aspecifikus,
kiillonbséget tud tenni a sajit anyagok, és a patogénekbdl szarmazd molekuldk kozott, bar a

felismerés modja alapvetOen kiilonbozik az adaptiv immunrendszerétdl (1, 3, 4, 5)

3.2. A természetes immunrendszer mintazatfelismerése

A természetes immunrendszer elemei nem egy-egy konkrét, j61 meghatarozott struktdrat
ismernek fel, hanem olyan molekuldris mintdzatokat, amelyek azonosak a kiilonbozo
patogénekben, azok tiléléséhez nélkiillozhetetlenek, ezért evoldciésan konzervéltak,
ugyanakkor a gazdaszervezet (magasabbrendiiek) szervezetében nem fordulnak eld. Ezeket a
patogénekre jellemzd molekuldris mintdzatokat nevezziilk PAMP-oknak (,,Pathogen Associated
Molecular Patterns”). Mig az adaptiv immunrendszer T- €s B-lymphocytdi, ellenanyagai foként
fehérjéket ismernek fel, addig a természetes immunrendszer elemei dltal felismert mintazatok
kémiai természetiikre nézve szénhidratok, lipidek, szidlsav, nem metildlt CpG motivum, dupla
szali RNS stb. (1, 3, 6). A természetes immunrendszer felismerd tevékenysége limitdlt szdmu,
a csiravonalban kédolt (nem dtrendez6d6), nem klondlisan megjelend receptorokon alapul.
Ezeket, a tobb géncsaldd 4ltal kddolt receptorokat mintazat felismerd receptoroknak (PRR -
,Pattern Recognition Receptors”) nevezziik. Tobbféle sejten is kifejezddnek, foként azokon,
amelyek elsOként taldlkoznak a szervezetbe behatol patogénnel (epithelsejtek, makrofdagok,
dendritikus sejtek). A kiilonb6z6 PRR-ok kiilonb6z6 PAMP-okat ismernek fel, expresszids
mintdzatuk eltérd, specifikus szignalizacios utvonalakat aktivadlnak, igy kiilonbozd az altaluk
kivéltott, patogén ellen irdnyuld6 immunvalasz is. A PRR-ok a sejtfelszinen kiviil
megjelenhetnek a sejtek belsejében is, és szdmos sejtektdl fliggetlen szolubilis

mintadzatfelismerd receptor is 1étezik (3, 4, 6, 7).



3.3. Szolubilis mintazatfelismero receptorok

A C-tipusd lektinek kozé tartozé kollektinek olyan fehérjék, amelyek hordoznak egy
kollagén-szeri domént €s egy mikrobidlis szacharidok kotésére alkalmas lektin részt.
Opszonizaljék a patogéneket, valamint aktivaljak a komplement rendszert s igy fagocitézisukat
eldsegitve hozzdjarulnak a kérokozok eliminédldsdhoz. A kollektinek csalddjdba tartozik tobbek
kozott a manndzkotd lektin (MBL), MBL-asszocialt proteinek (MASPs), a surfactant protein A
és D (SP-A, SP-D) (3, 6, 8).

A mikrobidlis szacharidokat ismerik fel a fikolinok is. Az MBL-hez hasonléan
kollagénszerli domént tartalmaznak, de a szénhidratok felismerésében fibrinogén domének
vesznek részt. A komplement rendszer lektin fiiggd utjat aktivaljadk a MASP-2 szerin protedz
segitségével (3, 8).

A ciklikus pentamer struktirdval rendelkezé pentraxinok kozé tartozik a C-reaktiv protein
(CRP) és szérum amiloid protein (SAP). Ezek a mdjban szintetizdlod6 akut fazis fehérjék
mikrobidlis poliszacharidokat kotnek meg, opszonizdljak a behatolé koérokozét és az Fcy
receptor segitségével illetve a komplement kaszkdd aktivalasaval el6segitik fagocitézisukat.
Nemcsak a mikrobdk, hanem az apoptotikus sejtek eltavolitdsdban is szerepet jatszanak (3).

A komplementrendszer a természetes immunitds leghatékonyabb humordlis eleme.
Kaszkddszeri aktivacidja harom fobb uton valdsulhat meg, melyek mindegyike egy lizist
okoz6, membrankdrosité multimolekuldris komplex (MAC — membrane-attack complex)
képzddéséhez vezet. A lektinfiiggd utat manndz tartalmi mikrobdk aktiviljak, melyek a
kollektinekhez tartoz6 MBL-hez, vagy MASP-hoz kotddnek. A mann6z komponensek MBL-
hez valo kotodése C4b2a képzodésén keresztiil vezet a C3 hasitdsdhoz, mig a MASP
kozvetleniil is hasitja azt. Az alternativ utat a szidlsavban szegény, szénhidratban gazdag
patogének inditjdk be. A spontén, de kis mértékben keletkezd C3b a B faktorhoz kotddik, majd

a D faktor hasitdsa utdn létrejové C3bBb komplex C3 konvertazként miikddve aktivélja a
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komplement kaszkadot. A gazdasejt szidlsavban gazdag feliiletén a C3b gyorsan inaktivalodik,
meggitolva a sajat sejtek lizisét. Sem a lektinfiiggd Ut, sem az alternativ Uit nem igényli
antigénspecifikus antitestek jelenlétét, a komplementrendszer ezek hidnydban is képes
felismerni a szervezetet veszélyeztetd korokozokat azok jellegzetes, az eukaridta sejtekétdl
eltéré szénhidratkomponenseik alapjdn. A komplement aktivédlds harmadik, ,.klasszikus” utja
az adaptiv immunrendszer miikodésétdl fiigg, mivel az antigén-antitest komplex Clq
komponenshez vald kotodése inditja el a membrinkdrositd komplex kialakuldsahoz vezetd
lancreakciot. Ugyanakkor a C-reaktiv protein is inicidlhatja a klasszikus utat, igy ezen
aktiviciés ut sem feltétlen igényli az antigénspecifikus elemek jelenlétét. A
komplementrendszer C3 komponensének aktivdléddsa utdn létrejové C3bi fragmens a
mikrobdk felszinén jelenlévd fehérje- és szénhidratmolekuldk oldalldncainak hidroxil- és
amino- csoportjaihoz képes kovalensen kotddni, igy opszonizdlja a koérokozét és a
komplementreceptoron keresztiil eldsegiti annak fagocitézisat (2, 3, 8).

A lipopoliszacharidkoté protein (LBP) egy szérumban taldlhatd, endotoxint kot akut
fazis fehérje. A lipopoliszacharid (LPS, endotoxin) a Gram-negativ baktériumok sejtfalanak
legjellemzObb komponense, fontos virulencia faktora, mely a Gram-pozitiv baktériumok
sejtfalabol hianyzik. Szorosan kotddik a bakteridlis sejtfal kiils6 membranjdhoz, de onnan
folyamatosan (kis mértékben) levélik. Mar kis mennyisége is intenziv bioldgiai/élettani hatést
valthat ki. Ha az LPS/LBP ardny kicsi, az LBP 1-2 LPS molekulédt kot meg, ha nagy, akkor
akdr egész aggregdtumokat is. Diszaggregalja az endotoxint, segiti, fokozza annak CD14-hez
valo kotddését. A szolubilis CD14 (sCD14)-hez csak széllitja az LPS molekuldkat, mig a
membrdn CD14 (mCD14)-gyel komplexet képezve segit aktivdlni a szervezet védekezo
(gyulladdsos) folyamatait. Ugyanakkor képes az endotoxin neutralizdlasdra is azaltal, hogy
egymagaban, vagy a sCD14-en keresztiil a HDL részecskékhez széllitja az LPS molekuldkat. A

Gram-negativ baktériumokat is koti és opszonizélja, el0segitve ezzel fagocitézisukat (3, 6, 9).
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A bactericid/permeabilitast fokozé fehérje (BPI) bakteriosztatikus, baktericid hatassal
rendelkez0 LPS-kotd protein, mely elsOsorban a neutrophil granulocytdk primer
granulumaiban taldlhat6. A bakteridlis sejtfal permeabilitdsdt fokozva, a sejtmembrant
karositva a Gram-negativ baktériumok intracelluldris elpusztitisaban jatszik szerepet.
Aggregilja az LPS-t, meggatolja a mCD14-hez jutdsét, neutralizalja az endotoxin bioldgiai
hatasait (6).

A természetes immunrendszer effektor molekuldi kozé tartoznak az antimikrobialis
peptidek (AMP). Olyan oligo-, vagy polipeptidek, melyek amellett, hogy kozvetlen médon
karositjdk a mikrobakat (Gram- pozitiv €s -negativ baktériumok, gombdk, burokkal rendelkez6
virusok), vagy gétoljadk a szaporoddsukat, eldsegitik a fehérvérsejtek kemotaxisat, szerepet
jatszanak a gyulladdsos folyamatok kialakuldsdban, a sejtosztédds szabdlyozdsaban,
epithelizicioban, érképzodésben, sebgydgyuldsban, valamint az adaptiv immunvalasz
1étrejottében. Fontosabb képviseldik a defenzinek, katelicidinek, granulizin, dermicidin
(hisztatinok, lizozim). Altaldban pozitiv toltésti molekuldk, melyeknél az elektrosztatikusan
to1tott molekularész a hidroféb résztdl térben elkiiloniil. Antimikrobidlis hatdsuk egyrészt azon
alapul, hogy kozvetlen kapcsolatba lépve a target sejt membrédnjaval, kdarositjdk annak
membréanfunkcidit. Az AMP-k prokaridta sejtek irdnydban megmutatkoz6 szelektivitdsa,
val6szinlileg membranjuknak az eukari6tdkétdl eltérd lipidosszetételének (eltérd mennyiségli
negativan toltott molekula) koszonhetd. Egyes AMP-k az RNS, vagy a fehérje szintézist is
gatoljak. A defenzinek, katelicidinek az LPS-hez kotddve gatoljdk annak bioldgiai hatésat, s e

kotodés révén ezen AMP-k a target sejtbe is konnyebben bejutnak. (10).
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3.4. Sejthez kotott mintazatfelismero receptorok

3.4.1. Membran asszocidlt receptorok

Szdmos membrdnhoz kotott mintdzatfelismerd receptor taldlhaté a  velesziiletett
immunrendszer sejtjein. Foként a makrofdgokon €s dendritikus sejteken, kisebb mértékben az
epithel sejteken fejezodnek ki. Legfontosabbak a CD14 és TLR-ek, de a tobbi receptor is
hozzdjarul a természetes immunrendszer hatékony milkodéséhez. A scavenger receptorok
trimer szerkezetli transzmembran proteinek, melyek az LDL részecskéken kiviil kotni tudjak az
LPS-t, a Gram-pozitiv baktériumokra jellemz6 teikolsavat, sOt egész baktériumokat is.
Fagocitézist inicialva eldsegitik a korokozok elimindldsat. A mannézreceptor mikrobialis
szénhidratokat (poli-manndz egységeket) felismerd fagocitareceptorként vesz részt a mikrobdk
eltakaritisdban. A komplementreceptorok (CR1, CR2, CR3) a komplement komponensek
altal opszonizalt részecskék fagocitdzisat segitik eld. A formil-peptid receptorok a formil-
metionil-leucil-fenilalanin  kotésére képes receptorok, a monocytdkon és neutrophil
granulocytdkon fejezddnek ki, s részben ezek irdnyitjdk a neutrophilek fertdzés helyére torténo

kemotaxisat (3).

3.4.2. Intracelluldris mintdzatfelismerdo receptorok
Az intracitoplazmatikus TLR-eken kiviil egyéb mintazatfelismerd receptorok is taldlhatok a
citoplazmaban, melyek a sejtekbe bejuté kérokozokat detektaljak.

A NOD-szerii receptorok (NLR-ek, NOD-like receptors, NOD-LRR fehérjék) egy
nukleotid kotd, oligomerizaciot eldsegitd NOD doménbdl (nucleotide-binding oligomerization
domain), egy ligand felismerd és kotd C-termindlis LRR (leucine rich repeat) doménbdl és az
N-termindlison elhelyezkedd, jeltovabbitd, effektor doménbdl épiilnek fel. Ez az effektor

domén rendszerint CARD (caspase recruitment domain) — a NOD receptorok esetében, vagy
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PYRIN domén (PYD) — a NALP csalddndl. A NOD csaldd tagjai (NODI1 és 2) bakteridlis
mintdzatokat ismernek fel, s az NF-xB aktivdldsan keresztiil gyulladdsos citokinek
termelddését indukdljadk. A NALP csaldd receptorai un. ,,inflammoszémak™ kialakitdsaban
vesznek részt és — tobbek kozott — a caspase-1 aktivéldsdval az érett IL-1P és IL18 keletkezését
segitik eld. Ligandjaik bakteridlis eredetli fehérjék €s RNS, a csalad két uj tagja (IPAF és
NAIPS5) az intracellularis patogén Legionella pneumophilia-bél szarmazé flagellin
felismerésére képes (3,4, 7, 11, 12).

A RIG-szerii receptorok, CARD-helikaz fehérjék csalddjaba tartozik példaul a RIG I
(retinoic acid-inducible gene 1) és az MDa-5 (melanoma differentiation—associated gene 5).
Két CARD doménbdl és egy helikdz doménbdl épiilnek fel, mely utébbi a virdlis dupla szdla
RNS felismerésére képes. A ligand kotddése az NF-xB, vagy az IRF-3 aktivalddasat véltja ki,

igy gyulladésos citokinek, illetve I. tipust interferonok képzddéséhez vezet (3, 4,7, 11).

3.5. A Toll-like receptor (TLR) csalad

A TLR-ek az evolicié sordn nagymértékben konzervalt szekvencidju és felépitésu
molekuldk. Mar a férgekben (Caenorhabditis elegans) megjelentek €s bizonyos névényekben
is kimutathatéak, de neviiket a Drosophila-kban taldlhat6 analdgjaik alapjan kapték.
Funkcidjukban is hasonlésag taldlhat6, kiilonbozd patogénekre jellemzd mintdzatokat ismernek
fel, s antimikrobidlis vélaszt inditanak el. Napjainkig a humdn TLR csalddnak 10 tagjat
azonositottdk. Az Il.-es tipusd transzmembrdn proteinek csalddjdba tartoznak. Egy
extracelluldris ligandfelismeré LRR (leucine rich repeat) doménbdl, egy transzmembran
doménbdl és egy jeltovabbitd citoplazmatikus TIR (Toll/IL-1R homology) doménbdl épiilnek
fel. Sokféle sejten (sejtben) megtaldlhatdak, epithel sejteken és a legtobb immunsejten,
neutrophil-, eozinofil granulocytikon, hizésejteken, T-, B- és NK- sejteken, monocytdkon,

makrofagokon, myeloid- és plasmocytoid dendritikus sejteken (pDC). Ligandspecifitdsukban,
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celluléris lokalizacidjukban és szignalizacids ttvonalaikban is kiilonbség mutatkozik az egyes
TLR molekuldk kozott. Minden immunsejt egyedi varidciéban fejezi ki a TLR-eket, igy
sokféle, viszonylag specifikus immunvélasz generalédhat (11-17).

A TLR4 a Gram-negativ baktériumok faldban taldlhaté lipopoliszacharidot (LPS-t) és
bizonyos endogén molekuldkat ismer fel, mint pl. a kiilonboz6 hdsokk proteineket, a
fibronectin EDA doménjét és a hialuronsavat. A TLR2 a Gram—pozitiv baktériumok kiilénb6z6
komponenseit koti, dgy mint a peptidoglikdnokat, lipoteikolsavat és lipopeptideket, a
mycobacteriumokbdl szdrmazd lipoarabinomanndnt, valamint a gomba sejtfal egyik fontos
komponensét, a zymosan-t is. Szemben a tobbi TLR-rel a TLR2 heterodimereket alkot a TLR1
és TLR6 molekulakkal, melyek a triacil- és diacil-lipopeptidek megkiilonboztetésében vesznek
részt. A TLRS a Gram-negativ baktériumok mozgaséért felelds flagellum f6 alkot6 fehérjéjét, a
flagellint ismeri fel. A TLR3, TLR7 és TLR8, a virusok detektdldsdban jatszik szerepet, a
TLR3 a virdlis kettdsszald RNS (dsRNA), a TLR7 és TLRS8 az egyszali RNS (ssRNA) kotése
révén. A TLR7 és TLR8 ugyanakkor bizonyos antivirdlis szerek (imiquimod) kotésére is
képes. A TLRO a bakterialis €s viralis metildlatlan CpG DNS felismeréséért felelds. A TLR4—
hez nagymértékben hasonlé LPS felismerd molekula az RP105 (radioprotective 105, CD180),
mely leginkdbb a B-lymphocytakon, kisebb mértékben a makrofagokon, dendritikus sejteken
fejezodik ki. A B-sejtek proliferdcigjat, a CD86 molekula expresszidjanak fokozdodasat
indukdlja, fokozza a sugdrzas 4ltal indukalt apoptozissal szembeni rezisztencidt. Extracellularis
LRR doménnel rendelkezik, de intracellularis TIR domént nem tartalmaz (11-14).

A cellularis lokalizaciot illetdoen a CD180, TLR2, TLR4 és a TLR2-vel asszocialt TLR1és
TLR6 a sejtek felszinén a citoplazma membrdnban helyezkedik el. A TLRS lokaliz4cigja
hasonld, de jellegzetes modon az intestindlis epithel sejtek basolaterdlis felszinén talalhatd, igy

csak akkor medidl sejtaktivaciot, ha a korokozok behatolnak a bél nyalkahartydjdba. A TLR3,
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TLR7, TLRS8, TLRY intracelluldrisan, az endoszomdban/fagoszémaban helyezkedik el, igy
aktivicio csak akkor kovetkezik be, ha ligandjaik internalizalédnak (11-14).

A ligand felismerésben és a szignalizdciéban a TLR-eket bizonyos koreceptor molekulék is
segitik. A TLR4 megtelel6 miikodéséhez sziikséges az MD2 molekula jelenléte, mig a TLR4-
hez sokban hasonl6 CDI180 esetében az MD1 kotddése a receptor komplexhez. A TLR4
medidlta szignalizici6 TRAM/TRIF utvonaldnak inicidlasa CD14-fiiggd. A CD36 molekula
jelenléte sziikséges a TLR2/TLR6 komplex diacilglicerol felismeréséhez. Végiil az
endoplasmaticus  reticulumban elhelyezkedd Unc93bl  molekula esszencidlis az
intracellularisan elhelyezked6 TLR3, TLR7 és TLRY bakteridlis/virdlis eredetli nukleinsav
felismeréséhez. (13)

A szignalizdcié mechanizmusat tekintve is szdmos kiilonbség van a kiilonb6z6 TLR-ek
kozott. A TLR2 (TLRI1 és TLR6) kivételével valamennyi TLR homodimer formdjéban aktiv, a
TLR2 azonban a TLR1-gyel, vagy a TLR6-tal alkot heterodimereket. A szignalizacios utvonal
intracellularis komponensei koziil legjelentdsebb a TIR domént tartalmaz6 adaptor molekula, a
MyD88 (myeloid differencidlodasi 88. faktor), amely a TLR3 kivételével valamennyi TLR
molekula esetében részt vesz a jeltovibbitds folyamataban. A TLR4 és a TLR2/TLR1/TLR6
esetében egy masik adaptor fehérje (TIRAP: TIR associated protein) is része a
szignalizacionak. A MyD88 medidlta folyamat 4&ltaldban 3 transzkripciés faktor
aktivalédasdhoz vezet: az NF-xB, az AP-1 (a MAP kindzok kozvetitésével) és az IRF5
(interferonszabdlyz6 5. faktor). Ezek a molekuldk nukledris transzlokaciéjuk utdn fokozzak az
altaluk regulalt gének — elsdsorban proinflammatérikus citokinek — transzkripcidjat €s igy ezen
citokinek termelddését. A TLR7, TLR8 és TLR9 esetében a MyD88-fiiggd szignalizicid az
IRF3 és az IRF7 transzkripcidos faktor aktivdloddsat is eredményezi, ami 1. tipusd IFN
termel6déséhez vezet. A TLR3 és TLR4 esetében leirtak egy MyD88-t0l fiiggetlen jelatviteli

utat is, mely sordn egy masik TIR domént tartalmaz6 adaptor molekula a TRIF (TIR domain-
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containing adaptor-inducing interferon-f) illetve a TLR4 szignalizicié esetében a TRIF +
TRAM (toll receptor-associated molecule) kdzremiikodésével az IRF3 és az IRF7 aktivalodik,
ami az [. tipusi IFN-ok és az IFN-altal indukalt fehérjék fokozott termelését eredményezi. A
TRIF/TRAM adaptor molekuldk képesek ugyanakkor az AP-1 és az NF-xkB aktivalasdra is

(1.abra)(13, 14).

Citoplazma
membran

PLS

93b.1
Endosoma
]
TRAM A IDNS DNS
TRF @ 1
TIRAP ¥
MyDss @ 1. tipusd IFN Proinflammatérikus 1. tipusu IFN
citokinek

1. abra A Toll-like receptorok szignalizacioja

Egyre tobb adat igazolja, hogy a TLR-ek miikodése kapcsolatot teremt a természetes és az
adaptiv immunvalasz kozott. Az antigénprezentdlé dendritikus sejtek CD80/CD86 koreceptor
expresszidja csak megfeleld TLR szignalizacié utdn né meg olyan mértékben, ami lehetové
teszi az antigén bemutatast. Masrészt a TLR-ek ligandkotése specifikus citokin termelést indit

be. Ezek koziil kiilondsen az IL-6 termelése jelentds, mert a T-helper sejtek aktivalédasat gatld
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T-regulatérikus sejtek hatdsit szoritja vissza és igy elOsegiti az antigénbemutatist. Mads
citokinek mint pl. az IL-12 az ér6 ThO-sejtek polarizdlédasat is befolydsoljak és facilitdljdk a
celluldris immunvélasz kialakuldsét elosegitd Thl-sejtek differencidlodast. (15)

Ahogy a korébbi felsoroldsbdl is kitlint a TLR-eknek egyre tobb endogén ligandja is ismert
mar, melyek koziil talan a TLR3, TLR7, TLR8 és TLRY éltal azonositott sajat RNS és sajat
CpG DNS tartalmu komplexek a legjelentdsebbek. Ezek mennyisége jelentdsen megnohet pl. a
periféridas sejtek fokozott apoptosisa és az apoptotikus testek nem megfeleld eltakaritdsa
esetében. Az antigén prezentdld sejtek TLR-jeinek sajat ligand kotése eldsegitheti ezen sajat
molekuldk bemutatisat és igy az autoreaktiv T majd B-sejtek aktivaloddsat. Kisérletes
rendszerekben mar sikeriilt igazolni DNS vagy snRNP tartalmi immunkomplexek TLR9
illetve TLR3/TLR7 medidlta bemutatdsit, ami autoantitest termeld autoreaktiv B-sejtek
aktivdlédasdhoz vezetett. Ez alapjdn, bizonyos patolégids koriilmények kozott a TLR-ek

mikodésének szerepe lehet az autoimmun betegségek kialakuldsdban is. (15, 16)

3.6. A CD14 molekula

A CDI14 molekula a természetes immunrendszer egyik kozponti mintazatfelismerd
receptora, az egyik legjelentdsebb LPS kot fehérje, amely patofizioldgiailag relevéns
koncentracidji (<10 ng/ml) LPS kotésére képes. A CDI14 egy 356 aminosavbodl és egy 19
aminosav hosszisdgi N-termindlis leader peptidbdl 4ll6 membrin glikoprotein. Transzlacié
utdn a C-termindlis vég utolsé 28-30 aminosava lehasad és helyére egy glikozil-foszfatidil-
inozitol (GPI) farok keriil. A CD14 molekula molekulatomege glikozilaci6 utan 56 kDa. Nem
transzmembréan fehérje, a GPI-farkon keresztiil illeszkedik a sejtmembranba, mely nagy
laterélis mobilitdst biztosit a receptor molekulanak (9, 17, 18).

A membrin-expresszalt formdn (mCD14) kiviil szoldbilis formdja (sCD14) is létezik,

melynek két f6 tipusa kiilonithetd el a humén szérumban: egy 56 kDa-os és egy 48 kDa-os

18



izoforma, melyeknek eredete eltér6. A 48 kDa-os izoforma kiilonb6z6 stimulusokra a
membrén-expresszalt CD14 molekuldk sejtekrdl vald lehasaddsa sordn keletkezik, mely
folyamatban szerin-protedzok szerepét igazoltdk. Az 56 kDa-os izoforma direkt mdédon
szekretdlodik, megtartja C-termindlis végét s elkeriilli a GPI-farok kotodését. Ezen forma
valdszintlileg intracellulédrisan raktarozddik, s szekrécidjat szerin-protedzok nem befolydsoljdk

(2. 4bra) (17, 19, 20, 21).

Jj Kézvetlen
Ujonnan tler
szintetizalédott szekrécio 56 kDa
CD14 g@
molekula MONOCYTA

i°

ag—’g 5:6 kDa Transzport
o Y- ~. 54 kDa a plazma-
Glikozilacio Hasitést %@ membranbz

GPI farok
. , GPI-farok
illesztése

2. abra A sCD14 izoformainak keletkezése

A mCD14 myeloid differencidl6dasi marker, elsdsorban érett myeloid sejtek expresszéljak.
A monocytdkon megkozelitoleg 110000 molekula, mig a granulocytdkon 3000-5000 molekula
taldlhato sejtenként, makrofagokon szoveti lokalizacidjuktol fiiggden valtozik a sejtenkénti
CD14-szdm. Kisebb mennyiségben kimutathaté B-lymphocytdkon, dendritikus sejteken,
bazofil granulocytdkon, trofoblaszt sejteken és gingivalis fibroblasztokon is. A sCD14

termeléséhez a hepatocytdk is nagymértékben hozzajarulnak (17, 18, 22).
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A CD14, mint LRR-eket tartalmazé mintazatfelismerd receptor jelentds szerepet tolt be a
korokozokkal szembeni védekezésben, ugyanis az LPS-en kiviil szdmos egyéb, Gram-negativ,
Gram-pozitiv baktériumokbdl, gombdkbodl szarmazéd konzervativ struktirat képes felismerni.
Ilyen molekulédk példdul a peptidoglikén, lipoteikolsav, a mycobacterialis lipoarabinomanndn,
vagy a Pseudomonas eredetli poliuronsav (17). A CD14 legfObb sajatsaga, hogy a Gram-
negativ baktériumokbdl szdrmaz6 endotoxin (LPS) nagy affinitdsti kotésére képes. A mCD14
onmagaban is meg tudja kotni az LPS-t, de az LPS kotd fehérje (LBP) jelenléte az interakcid
érzékenységét 100-1000-szeresére fokozza. Az LPS el0szor a vérplazméban jelenlévé LBP-hez
kapcsolddik, majd ennek kozvetitésével jut a sejtek membranjahoz rogzitett CD14-hez, ami ezt
kovetden megkoti. Mivel a CD14-nek nincs intracellularis doménje, nem indithat el
onmagaban jelatviteli folyamatokat, ehhez szignalizidciés molekuldk kozremiikodésére van
sziiksége. A CD14-hez kotott LPS az MD2-TLR4 komplexhez kapcsolédva azonban mar
képes a sejtaktivalds medidldsara, ami az NF-kB aktivdloddsan keresztiil proinflammatérikus
citokinek termelodéséhez vezet (3. abra)(5, 9, 13, 14, 17).

A szoluibilis CD14 az egészséges emberi szérumban 1-5 pg/ml koncentracidban taldlhatd,
de akut gyulladds esetén 3-4-szeresére emelkedik a szintje (17, 23-26). A sCDI14 molekula
LBP jelenlétében alacsony koncentracidju LPS kotésére is képes. A sCD14-LPS komplex a
CDI14 molekuldt nem expresszdl6 sejtek (pl. endothel-, epithel-, simaizom sejtek)
membréanjdhoz tud kotddni, €s ilyen mdédon képes ezeket aktivalni (3. dbra)(17, 27, 28).
Masrészt a nagy mennyiségben jelenlévd sCD14 verseng a myeloid sejtek mCD14-ével az LPS
kotéséért, igy nagy koncentracioban az LPS bioldgiai hatdsat neutralizalni tudja (17). A sCD14
az LBP-vel egy effektiv foszfolipid transzfer-protein part alkot, gyorsitja az LPS transzportjat a
HDL részecskékhez, ezaltal eldsegiti az endotoxin detoxifikdldsat, elimindcidjat (29). A CD14

molekula képes a keringd apoptotikus testek kotésére és ezek celluldris felvételének

20



medidldsdra anélkiil, hogy ekdzben gyulladdsos folyamatokat indukdlna (17). Szerepe lehet a

Gram-negativ baktériumok kotésében és fagocitdzisdban is (17).
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3. abra Az LBP, a mCD14/sCD14 és a TLR4/MD2 komplex szerepe a CD14-pozitiv és
CD14-negativ sejtek aktivaciojaban

Tobb olyan fertdzéses, kronikus gyulladdssal jard, autoimmun €s atopids-allergids betegség
is ismeretes, ami a mCD14 és a szérumban talalhaté sCD14 szintek megvaltozasdval jar (17,
23, 24, 30-36).

A CD14-et k6dol6 gén proximdlis prométer régidjdban taldltak egy funkciondlisan jelentds
polimorfizmust, mely a transzkripci6 kezdOpontjadhoz képest a -159-es pozicioban C-T
tranziciot eredményez (37). Kimutattdk, hogy azokban a sejtekben, amelyekben a gatlé hatdsu
SP3 transzkripcids faktor szintje alacsony (pl. monocytédk), a T allél fokozott transzkripcids

aktivitdst mutat, mig az SP3-ban gazdag hepatocytidkban a T és a C allél transzkripcids
21



aktivitadsa kozott nem taldltak kiilonbséget (37). Az is ismert, hogy a T/T homozigétik szérum
sCD14 szintje jelentdsen magasabb, mint a C/C, vagy C/T genotipusiaké. Bar az adatok
helyenként ellentmondéak, a T/T genotipus asszocidciét mutat a szepszis, kiillonboz6 kronikus

gyulladasos és kardiovaszkuléris betegségek megjelenésével (32-34, 38, 39).

3.7. A vizsgalt atopias és autoimmun betegségek
3.7.1. Atopids dermatitis

Az atépids dermatitis (AD) gyakori, multifaktoridlis, rendszeresen visszatérd, vagy
kronikus lefolyasu, erds viszketéssel jaré gyulladdsos bdrbetegség. Tiinetei az esetek 60-65%-
aban mar az elsd életévben, 85-90%-4ban az elsé 6t évben megjelennek, de felndtt korban is
kialakulhatnak. Az atépidra vald hajlam 6roklodik, az AD gyakran mdés atopids betegségekkel
(allergids rhinitis, asthma) jar egyiitt, illetve azokat megelézve jelenik meg. Gyakorisdga
emelkedd tendencidt mutat, kiilondsen az iparilag fejlett orszdgokban, ahol prevalencidja a
gyerekek korében 10-20% (40-42).

Az AD legaltaldnosabban elfogadott diagnosztikus kritériumrendszerét Hanifin és Rajka
fogalmazta meg, ami a csalddi anamnézist, jellegzetes bor- és szemtiineteket €s bizonyos
laboratériumi eltéréseket vesz figyelembe (43).

Az atdpids dermatitises betegek bdre igen szdraz, viszketd, a gyakori dorzsolés, vakar6zas
kovetkeztében az érintett borfeliilet kipirosodik, duzzadttd, repedezetté, nedvedzdvé valik,
majd hamlo és kérges lesz. CsecsemOknél ezek a bdortiinetek elsdsorban az arcon jelennek meg,
majd ahogy novekszik a gyermek, az érintett teriilet kiterjed a kézre, karra, 1abra, nyakra, mig a
felndtteknél a testfeliilet barmely része érintett lehet (40, 41, 44). Az AD-ben szenvedd betegek
fogékonyabbak bizonyos kutdn virusos (poxvirus vacciniae, Herpes simplex 1, HPV,
molluscum virus), bakteridlis (Staphylococcus aureus) és gombds (Candida albicans,

Malassezia furfur) fertdzésekre (44-47).
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Az atépids dermatitis pontos oka nem ismert, valésziniileg az egyén genetikai adottsdgai,
immunrendszerének dllapota, a bOr barrier funkcidjdnak sériilése, bakteridlis és virdlis
infekcidk, valamint kornyezeti tényezdk egyiittes hatdsa vezet a betegség kialakuldsdhoz. Az
AD fontosabb provokdld faktorai az infektiv dgensek, a kornyezeti allergének (haziporatka,
pollen, dallati szdr), élelmiszer-antigének, irritdl¢6 faktorok (gyapju, szintetikus anyagok,
detergensek, dohanyfiist), de a betegség tiineteinek a kivaltasdhoz hozzéjarulnak az iddjarasi,
hormondlis és pszichés tényezOk is (40, 42, 44, 48). Az AD patogenezisében valdsziniileg
legjelentdsebb tényezd az immunrendszer Th1/Th2 egyensilydnak a Th2 irdnyba vald
eltolodasa és részben ennek kovetkeztében a bOr védekezd funkcidjanak meggyengiilése. A
betegség kezdeti szakaszdban tapasztalt Th2 dominancia pontos oka nem ismert. A
higiéniahipotézis szerint a Th1-stimuladcidval jaré mikrobidlis expozicié gyerekkori elmaradasa
lehet az oka az atopids betegségekben tapasztalt Th2 tdlsilynak, de a mucosalis tolerancia
fenntartdsaban fontos szerepet betoltd szabdlyozé T-sejtek (Treg-sejtek) nem megfeleld
mikodése is eredményezheti ezt az eltérést (40, 44, 45, 48, 49).

A bor meggyengiilt védekezoképességére utal, hogy az AD-ban szenvedd betegek bore
kiilonosen fogékony bizonyos mikrobidlis infekcidkra, a Staphylococcus aureus példaul a
betegek tobb mint 90%-4anak borén detektalhat6. Az AD-s betegek keratinocytdinak csokkent
ceramid termelése a bOr permeabilitdsdnak novekedéséhez, transzepidermdlis vizvesztéshez
vezet, mely a koOrnyezeti allergének, irritdnsok, mikrobdk konnyebb behatolasat
eredményezheti. Mind a konstitutivan szekretdléd6 (dermicidin), mind pedig a gyulladds
hatdsdra fokozottan termelédd antimikrobidlis peptidek (B-defenzinek, katelicidin) szintje
alacsonyabb az AD-s betegek borében, mint az egészségesekében. A természetes
immunrendszer mintdzatfelismerd receptorainak mennyiségi és szerkezeti vdltozdsai is

hozz4djarulhatnak a csokkent védekezdképességhez: megfigyelték MBL deficiencia, csokkent
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L-fikolin szérumkoncentracio, NODI ¢és TLR2 polimorfizmusok valamint az AD

Az atépids dermatitisnek két f0 varidnsat ismerjiik. Az extrinsic (allergids) AD, melyet a
kornyezeti-, és/vagy ételallergénekkel szembeni fokozott specifikus IgE-termelés, pozitiv
prick- és intrakutdn teszt jellemez, a betegek 70-80%-andl fordul eld. Az intrinsic (nem
allergids) varidns esetében, mely a betegek 20-30%-at érinti, nem mutathaté ki IgE-medidlt
szenzitiz4cid, a szérum IgE koncentracidja nem emelkedett (40, 42, 49).

Az atépids dermatitises betegek tiinetmentes borében nagyszamu dendritikus sejt és
aktivdlt, kutan lymphocyta antigént (CLA) hordoz6 T-sejt mutathat6 ki. Az antigénprezental6
dendritikus sejtek extrinsic AD-ban nagy, mig intrinsic AD-ban kisebb mennyiségii, az IgE
nagy affinitdsi kotésére képes FceRI-et hordoznak a fesziniikon. Allergids (extrinsic) AD
esetén az akut léziokban a CLA™ T-sejtek Th2 tipusd citokineket, IL-4-t, IL-5-t és IL13-t
termelnek, majd a gyulladds késObbi, kronikus szakaszdban, feltehetden mikrobidlis
stimuldciok hatasdra megjelennek az IFNy-termeld Thl-sejtek is. (Az IL-4 és a TLR szignédlok
egyiittesen hatva IL-12 termeléshez és Thl-sejtek keletkezéséhez vezetnek). A nem allergids
(intrinsic) AD-ben szenvedd betegekben a bdr CLA'-T-sejtjei az extrinsic AD-ban
tapasztalthoz hasonlé mennyiségii IL-5-t és IFNy-t, de kevesebb IL-4-t és IL-13-t termelnek.
Az IL-5 az eozinofil granulocytdk termel6dését fokozza, az IL-4 és IL-13 pedig az IgE
szintézisét. Az at6pids dermatitis mindkét formdjadban nagy szdmban fordulnak eld eozinofil
granulocytdk a tiinetes borben és szérumkoncentricidjuk is magas (40, 45, 49).

Az extrinsic varidns esetében, tehdt, a kornyezeti- és/vagy ételallergének 4ltal kivéltott, 1.
tipusd, IgE-medialt tulérzékenységi reakci6 megy végbe, amit a kronikus szakaszban
mikrobidlis infekcidok 4ltal kivaltott Thl aktivitds kisér €s sulyosbit (40, 49). Az intrinsic
formédban a mikrobdk elleni meggyengiilt védekezoképesség kovetkeztében gyakoriak a kutdn

infekcidk. A mikrobidlis toxinok, amellett, hogy egyesek szuperantigén hatasuk kovetkeztében
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aktivaljak a T-sejtek képzodését, klasszikus allergénként viselkedve specifikus IgE képzddést
indukdlnak. Igy a mikrobidlis komponensekkel szembeni hiperreaktivitds vezet a betegség
tiineteinek a kialakuldsahoz (49, 52).

Az atopias dermatitises betegek kezelésekor fontos az egyénekre specifikus provokald
faktorok elimindldsa, a borszdrazsag csokkentése. A gydgyszeres terdpia sordn leggyakrabban
helyi kortikoszteroidokat alkalmaznak, melyek gyulladdsgitld, immunszupressziv és
antiproliferativ hatasdak. A helyi kalcineuringitlok gétoljdk a Thl és Th2 citokinek
termel6dését, valamint a hisztamin felszabaduldsat a hizdsejtekbdl. Gyakran alkalmaznak
szisztémas HIl-receptor antagonista antihisztaminokat, leginkdbb a viszketés csokkentése
céljabol. Siulyos, helyi kezelésre nem reagdlé AD-s betegek esetén szisztémads

immunszupressziv terdpia alkalmazhat6 (40).

3.7.2. Szisztémads lupus erythematosus (SLE)

Az SLE ismeretlen eredett, tobb szervet érintd, valtozatos tiineteket okozd, altalaban
hullamzo6 lefolydsu szisztémads, gyulladdsos autoimmun betegség. Kezdeti tiinetei, a 14z, rossz
kozérzet, faradékonysag, gyengeség, fogyads nem specifikusak, mas betegségre is jellemzdek. A
legédltalanosabban elfogadott kritériumrendszer — melyet az Amerikai Reumatologusok
Kollégiuma 1982-ben Adllitott Ossze, s 1997-ben kissé moddositott — szerint SLE akkor
diagnosztizalhaté egy betegnél, ha az alabbi kritériumok koziil legalabb négy jelen van:
pillangészarny-erythema, discoid jellegli bdrjelenség, fényérzékenység, ordlis fekélyek
arthritis, serositis (pleuritis €s/vagy pericarditis), vesebetegség, neuroldgiai rendellenesség
(epilepszia, vagy pszich6zis), hematoldgiai eltérések (hemolitikus anaemia, vagy leukopenia,
vagy lymphopenia, vagy thrombocytopenia), immunolégiai eltérések (anti-DNS antitest-, anti-
Sm antitest-, antifoszfolipid antitest pozitivitds), antinukledris antitest pozitivitds. A betegség

aktivitdsdnak mértéke tobbek kozott a SLEDAI (SLE Disease Activity Index) értékkel is
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kifejezhetd, melyet a kiilonbozden sulyozott klinikai tiinetek szambavételével kalkuldlnak (40,
53, 54).

Az SLE prevalencidja atlagosan 50/100000, incidencidja pedig 5-10 1j beteg/év/100000
lakos). Nokben 9-10-szer gyakoribb, mint férfiakban. Multifaktoridlis betegség. A csalddi
halmozddas, a tiinetmentes rokonokban észlelt gyakoribb immunoldgiai eltérések, az afrikai és
azsiai rasszokban észlelt gyakoribb eldfordulds, a HLA asszocidcid genetikai prediszpoziciora
utal. A hormonilis tényezdk jelentdségét bizonyitja a kifejezett néi dominancia, valamint az a
tény, hogy a betegség elsdsorban a reproduktiv kord ndket érinti, s a terhesség alatt gyakran
fellangol. A kornyezeti tényezok — infekcidk, ultraibolya sugdrzds, emociondlis stressz,
kiilonboz6 gydgyszerek — is hozzajarulhatnak a betegség kialakuldsdhoz, sulyosboddsahoz (40,
53).

SLE-ben az immunrendszer regulacidéjanak komplex zavara alakul ki. A patomechanizmus
lényeges elemei a sajat antigénekkel szembeni tolerancia attdrése, az autoantigén kindlat
novekedése, a sejttormelékek eltakaritisdnak zavara, melyek autoreaktiv T-sejtek
képzddéséhez, majd T-sejt dependens, illetve T-sejt independens mddon (toll-like receptorokon
keresztiil) poliklondlis B-sejt aktivacidhoz és autoantitestek széles skdldjanak nagyardnyu
termeléséhez vezetnek. Nagyon jellemz6 SLE-ben a sejtmagalkotorészek ellen irdnyuld
autoantitestek, mint az antinukledris antitestetk (ANA), vagy az anti-DNS antitestek
termelddése. Az autoantitestek egy része direkt mddon is kdrosithatja a sejteket, szoveteket, de
a patogenezis szempontjabol leglényegesebb mechanizmus az antigén-antitest komplexek
képzddése €s lerakdddsa, ami az érintett szervekben gyulladast idéz el6. Az immunkomplexek
csokkent elimindcidja miatt a gyulladds tartéssa vélhat, ami szovetdestrukciéhoz vezet (II1.
tipusu tulérzékenységi reakcid, immunkomplex betegség) (40, 54, 55).

Az SLE terdpidjanak célja az autoimmun jelenségek szupresszidja, az inaktiv stddium

elérése, fenntartdsa, a szervkirosodasok megel6zése, mérséklése. A kezelés agresszivitasit a
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betegség aktivitdsa és a potencidlisan legsilyosabb szervi tiinet hatdrozza meg. Enyhe tiinetek
esetén elegendd lehet nem szteroid gyulladascsokkentok (NSAID), bdortiinetek esetén helyi
kezelés és fényvédok alkalmazdsa. Aktiv stddiumban viszonylag agressziv kortikoszteroid
terdpia javasolt, ami inaktiv stidiumban mérsékelhetd, illetve elhagyhatd. Sulyos esetekben,
illetve a szokdsos kezelésre nem reagdlé betegeknél 10kés szteroid terdpia hasznélhatd.
Citosztatikumokkal (pl.: bolus cyclophosphamid, methotrexat) vald kezelés sulyos vese- illetve

idegrendszeri érintettség esetén javasolt (56).

3.7.3. Polymyositis/Dermatomyositis

A polymyositis (PM) és a dermatomyositis (DM), az ismeretlen eredetli gyulladdsos
izombetegségek kozé tartozd szisztémads autoimmun koérképek, melyek kozos jellemzdje a
proximélis végtagizmok immunmedidlt kronikus gyulladdsa, amely progressziv, szimmetrikus
izomgyengeséghez vezet. A dermatomyositises betegeken tipusos, gyulladdsos bdrelvéaltozdsok
is megfigyelhetdk (40, 57).

A PM/DM ritka megbetegedés, 100000 lakosbdl 1-6 embert érint. A DM gyermek- és
felndttkorban is eléfordulhat s kétszer annyi not érint, mint ahdny férfit, a PM gyermekkorban
igen ritka, 30 éves kor felett jelentkezik azonos ardnyban mindkét nemben (40).

Bar a két betegség patomechanizmusa eltérd, a kéros immunfolyamatok mindkét esetben
az izmok krénikus gyulladdsdhoz, az izomrostok pusztuldsahoz, fibrézishoz vezetnek. Az
altaldnos tiinetek hasonléak a két betegségnél, jellemzd a rossz kozérzet, hdemelkedés, 1z,
gyengeség, fogyds s a betegeknek nehézséget okoznak a proximdlis végtagizmokat igénybe
vevO mindennapi tevékenységek, mint fésiilkodés, borotvalkozas 1€pcson jaras, székrdl vald
felallds. A szem- és arcizmok érintetlenek maradnak, de silyos esetben a garat- és 1égzdizmok
karosodhatnak, ami fatdlis komplikaciokhoz vezethet. A belsd szerveket érintd tiinetek kozott

gyakori a myocarditis, az interstitidlis alveolitis és pulmonalis fibrézis (40, 57).
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A dermatomyositisben fellépd bortiinetek koziil pathognomikusak (a betegségre
specifikusak) a Gottron papuldk, melyek vordses drnyalatd papuldk a kéz MCP-és 1P-iziiletei
felett, valamint a Gottron-jel, ami az iziiletek feszitd felszinén Odémaval, vagy anélkiil
megjelend hamlo jellegli, lilasvoroses macula. A DM-re karakterisztikus, de mds betegségben
is megjelend tiinet a felsd szemhéj 6démadja és lilds elszinez8dése, amit heliotrép rash-nek is
neveziink, valamint a vords erythema az arcon, a nyakon és a ruhakivdgdsnak megfeleld
helyeken (V-tiinet). A bdrelvaltozasokat gyakran kiséri intenziv viszketés, fotoszenzitivitas
(57).

A PM/DM diagnosztikai jellemzdi Bohan és Peter jelenleg is elfogadott kritériumrendszere
alapjan (58):

1. a proximalis végtagizmok szimmetrikus gyengesége,

2. a harantcsikolt izomzatra jellegzetes enzimek — elsdsorban CK, valamint az aldolaz,

GOT, GPT, LDH - szérumszintjének emelkedése,

3. pozitiv izombiopszia (mononukledris sejtes infiltracid, nekrdzis, izomrost degeneracid /

regeneraciod, kotdszovet felszaporoddsa, kapillariselzarddas),

4. myopathidra jellemz0 electromyographids kép,

5. DM esetén karakterisztikus bortiinetek.

Az els6 négy diagnosztikai kritérium fenndallasakor definitiv PM-et, az 6todik és hdrom maésik
esetén definitiv DM-et lehet megallapitani.

A PM/DM etiolégidja még ma sem teljesen ismert. A betegség autoimmun eredetére utal az
izomszovetet infiltrald mononukledris gyulladdsos sejtek jelenléte, kiilonb6zd autoantitestek
megjelenése, asszocidcidja mas autoimmun betegségekkel €s az immunszupressziv terdpidra
adott pozitiv vélasz is (57, 59). Valésziniileg genetikailag fogékony egyénekben kiilonb6zo
kiils6 kornyezeti és bels6 hatdsok kéros immunoldgiai folyamatok aktivalédasat eredményezik,

ami myositis kialakuldsdhoz vezet (57). PM-ben a celluldris immunités jatssza a f6 szerepet a
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gyulladds fenntartidsdban, az endomysedlisan, fasciculdkon beliil megjelend gyulladdsos
infiltratum két f6 sejtje a makrofdg és a CDS8" citotoxikus T-sejt (Tc-sejt). A makrofagok
proinflammatérikus citokineket termelnek. Valdsziniileg ez is hozzdjarulhat ahhoz, hogy az
infiltralt, de még a tdvolabbi izomrostokon is az MHC I molekuldk expresszidja fokozddik. A
kostimulatérikus molekulak (CD80, CD86, ICOSL, CD40) szintén megjelennek az izomsejtek
felszinén, az infiltrdl6 Tc-sejteken pedig az ezekkel reagdld ligandumok, receptorok (CD28,
CTLA4, 1COS, CD40L). Az ilyen médon antigénprezentdlé sejtekké valé izomrostokkal
immunoldgiai  szinapszisba 1ép0 autoinvaziv  Tc-sejtek  aktivdlodnak, klondlisan
felszaporodnak, s perforint termelve kérositjadk az izomsejteket. Az MHC-I molekuldk altal
prezentdlt izom autoantigén egyeldre ismeretlen. A polymyositises betegek periférids vérében a
Th1-Th2 egyensuly a Th1-sejtek iranyaba tolddik el (40, 57, 59).

Dermatomyositisben a koéros, foként humordlis immunfolyamatok az intramuscularis
mikrovasculatura endotheliuma ellen irdnyulnak. A perivascularisan, illetve perifascicularisan
megjelend gyulladdsos infiltradtumban Th-sejtek, B-lymphocytdk, makrofidgok, pDC-sejtek,
neutrophil sejtek fordulnak el6. Koros autoantitestek aktivaljak a komplementrendszert és a
kapillarisok faldban litikus hatdsi C5b-9 MAC komplex rakddik le, ami a kapillarisok
pusztuldsahoz, izomischemidhoz, majd perifascicularis atr6fidhoz vezet. Az endothel sejtek
koros folyamatokat kivalté autoantigénje még nem ismert. DM-ben a Th1-Th2 egyensily a
Th2-sejtek irdnydba tolddik el (40, 57, 59).

Jellegzetes koros autoimmun jelenség PM/DM-ben a kiilonboz0 autoantitestek jelenléte,
melyek lehetnek myositisre specifikusak (MSA) és myositissel asszocidltak (MAA). Az MSA-
k a myositises betegek egyharmaddban jelennek meg, valamilyen citoplazmatikus, vagy
nukledris antigén ellen irdnyulnak. Egy adott beteg esetében csak egy MSA van jelen, melynek
sz€rumszintje korrelal a betegség aktivitdsaval. A myositis kialakuldsdban fontos, bar pontosan

nem ismert szerepiik lehet. A myositisre specifikus autoantitestek alapjan klinikailag
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homogénebb alcsoportok képezhetdk az egyébként vdltozatos megjelenési PM/DM-ben. A
leggyakrabban el6fordulé MSA-k: az aminoacil-transzfer RNS szintetdzok ellen termel6do
antiszintetdzok (koziiliik a legfontosabb az anti-Jo-1), a signal recognition particle (SRP) ellen
iranyul6 anti-SRP €s a nukledris protein komplex ellen irdnyul6 anti-Mi-2 (40, 57).

A myositis kialakuldsdban a genetikai tényezok jelentdségét tdmasztja ald a tobb esetben
leirt csaladi halmoz6dds, bizonyos etnikai csoportokban val6é gyakoribb eléfordulés, a betegség
HLA-asszociacidja (57). A myositis tiineteinek szezondlis, akut megjelenése, melyet gyakran
virusos fertdzés eloz meg, az Uj esetek egyes foldrajzi teriileteken megfigyelhetd halmozdédasa
pedig az infektiv dgensek szerepére utal (57, 60, 61).

A PM/DM gyégyitasiban fontos a betegek korai, esetenként agressziv kezelése. A
gyogyszeres kezelés mellett fontos a kiegészitd fizioterapia. Az elsOvonalbeli terdpia alapja a
kortikoszteroidok (prednisolon, methylprednisolon) alkalmazdasa. Sulyosbodd tiinetek, illetve a
szteroid-terdpia hatdstalansdga esetén alkalmazandék a madsodvonalbeli immunszupressziv
szerek (pl. azathioprin, cyclosporin A, methotrexat, cyclophosphamid), illetve intravénds

gammaglobulin (40).
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4. BETEGEK

4.1. Atépias dermatitis

Munkdnk sordan a DEOEC Borgydgyaszati Klinikdjanak allergologiai szakrendelésén
gondozott 30 atdpids dermatitisben szenvedd beteg (12 nd, 18 férfi, atlagéletkoruk 19,7+9,3
év), valamint 56 korban és nemben illesztett egészséges személy mintdit vizsgéltuk. A
diagnozist Hanifin és Rajka kritériumrendszere alapjdn éllitottuk fel. Az intrinsic AD
csoportjdba azt a 10 beteget soroltuk, akiknek bOrprobdja, allergén specifikus IgE tesztje
negativ, a sz€rum 0ssz IgE koncentracigja 120 kU/L alatti, atlagban 45,6+36,6 kU/L volt. A
tovabbi 20 beteg — akiknek 0ssz IgE koncentricidja dtlagosan 2788,2+3512,6 kU/L volt —
alkotta az extrinsic AD csoportjat. A betegség stlyossiagit a SCORAD (SCORe Atopic
Dermatitis) index alapjan hatdroztuk meg, ennek atlagértéke az Osszes AD-s betegre
vonatkoztatva 39,8+16,7 volt. Az intrinsic AD-s csoportra (36,4+15,1) és az extrinsic AD-s
csoportra (41,5£17,6) kalkuldlt SCORAD index nem tért el szignifikdnsan egymastol. A
betegek a vérvételt megel6zden legalabb négy hétig nem kaptak szisztémds immunmoduldléd
gyogyszereket és UV-fény terdpidban sem részesiiltek. Az egészséges kontrollok allergids

betegségektdl mentesek voltak, szérum IgE koncentracidik a normdl tartoményba estek.

4.2. Szisztémas lupus erythematosus

A DEOEC III. sz. Belgyogyészati Klinikdjdnak jarobeteg szakrendelésén gondozott
betegek koziil 18 SLE-ben szenvedd beteget (16 nd, 2 férfi, atlagéletkoruk 38,8+11,7 év)
vontunk be a gliikokortikoszteroid terdpidnak a monocytdk CD14 expresszidjdra, valamint
CD14 fiiggd aktivdlhatésdgéra gyakorolt hatdsat vizsgdlé6 munkankba. A betegek az Amerikai
Reumatolégusok  Kollégiuma dltal  Osszedllitott SLE-re vonatkoz6é  diagnosztikus

kritériumrendszer legaldbb négy kritériumanak megfeleltek. A vizsgéalat ideje alatt 10 beteg (10
31



nd, atlagéletkoruk 40,6+14,3) volt inaktiv stddiumban (SLEDALI: 0,9+1,29), 6k a mintavételkor
mar legaldbb hidrom hoénapja nem kaptak semmiféle szisztémds kezelést. Ezek a személyek
alkottdk a ,,szteroidmentes” csoportot. A masik csoportba 8 olyan beteg (6 nd, 2 férfi,
atlagéletkoruk 36,5+7.5, betegségiik 4dtlagos idotartama 9,2+5,5 év, SLEDAIL 8,5+1,93)
tartozott, akik fenntarté terdpiaként kis doézisu  kortikoszteroidot (4-16 mg
methylprednisolon/nap) kaptak. A vizsgélat id6tartama alatt betegségiik silyos mértékii
fellangoldsa miatt mindegyikiik atesett egy révid pulzus (16kés) szteriod kezelésen (1 g/nap,
harom napig). A pulzus szteroid kezelés eldtt vett mintdjuk szolgéltatta a ,kis dozisu szteroid”
csoport adatait, a pulzusterdpia utols6 adagjdnak beaddsa utdn 24 éraval vett mintdjuk pedig a
»pulzus szteroid” csoport adatait. A kontroll csoportot 11 korban és nemben hasonl6

egészséges személy képezte.

4.3. Polymyositis/dermatomyositis

Vizsgdlatainkba a DEOEC III. sz. Belgy6gyaszati Klinikdjanak jarébeteg szakrendelésén
gondozott 76 polymyositises (60 n6 és 16 férfi, atlagéletkoruk 54,0+12,1 év), valamint 34
dermatomyositises beteget (27 nd, 7 férfi, atlagéletkoruk 53,1£13,9 év) vdlogattunk be.
Diagnézisuk egyértelml volt, mindannyian megfeleltek a Bohan és Peter altal felallitott
kritériumrendszernek. A PM-ben szenvedd betegek koziil 23 volt aktiv, 53 pedig inaktiv
stidiumban. 14 DM-es beteg volt aktiv, 20 pedig inaktiv stddiumi a vizsgilat idején. A
betegség aktivitdsdt a klinikai tiinetek, leginkdbb az MMT (Manual Muscle Testing)
segitségével jellemzett izomgyengeség, valamint az izomenzimek (kreatin kindz, laktét
dehidrogendz) emelkedett szérumkoncentracidja alapjan hataroztuk meg. Aktiv bortiinetek és
extramuscularis tiinetek esetén a betegeket szintén az aktiv csoportba soroltuk. Az inaktiv

stidiumban a betegek mar remisszioba Kkeriiltek, amit az izomerd stabil javuldsa, az
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izomenzimek szérumkoncentridcidjdnak normalizdléddsa, a bOrtiinetek eltlinése és az
extramuscularis tiinetek javuldsa jelzett.

A betegség korlefolyasit a betegek kovetésének ideje alatt jelentkezd aktiv fazisok szdma
alapjan hataroztuk meg. Monofédzisos koérlefolyds esetén a beteg kdvetése sordn csupédn egy
aktiv periddust észleltiink, és az alkalmazott terdpia segitségével sikeriilt elkeriilni a relapszust
(53 beteg). A policiklusos myositises betegeknél egynél tobb aktiv fazis jelentkezett a kdvetés
folyamédn és ezek kozott inaktiv szakaszokat lehetett megfigyelni (40 beteg). A kronikus
betegek esetében hullimzo erdsségli, de folyamatos betegségaktivitdst tapasztaltunk (17 beteg).
A betegekre jellemzd korlefolyast legaldbb két éven 4t tarté kovetés utdn hatdroztuk meg. A
vizsgdlat idején 71 beteget kortikoszteroiddal, 27 beteget mdsodvonalbeli immunoszuppressziv
szerekkel kezeltek és tizenketten semmilyen szisztémds terdpidban nem részesiiltek. A
vizsgalatban kontrollként 35 egészséges személy vett részt. A C(-159)T genotipizdlas esetében
az eredményesebb statisztikai analizis érdekében a kontrollok szdmét 110-re noveltiik.

Irodalmi adatok alapjdn egy nagyobb, virtudlis kontroll csoportot is 1étrehoztunk. A C(-
159)T polimorfizmus megoszlasat egészséges személyekben is vizsgdld publikdcidk kozott
nyolc olyan kozleményt taldltunk, melyekben a kontroll személyek a kaukdzusi rasszhoz
tartoztak és a nOk ardnya vagy egyenld, vagy nagyobb volt a férfiakéndl, csakigy, mint a mi
myositises betegcsoportunkndl. Ezen kozlemények adatai alapjan Osszegeztiik a C/C, C/T és

T/T genotipusu kontrollok szdmat.
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5. MODSZEREK

5.1. A sejtfelszini receptorok jelolése, kvantitalasa

A sejtfelszini receptorok mennyiségi meghatarozasdhoz direkt €s indirekt médon jelolt
monoklondlis ellenanyagokat, valamint ezek izotipus kontrolljait hasznéltunk.

A kovetkezd antitesteket alkalmaztuk:

Direkten jelolt receptor-specifikus antitestek:

Anti human CD14 mEa LeuM3-PE és anti human CD16 mEa B73.1-PE (Becton-Dickinson,
Mountain View, CA, USA) valamint anti humédn CD14 mEa Tiik4-FITC (Caltag, Burlingame,
CA, USA)

Jeloletlen receptor-specifikus antitestek:

Anti human CD180 mEa és anti human TLR4 mEa (Becton-Dickinson), anti humin TLR2
mEa (Serotec, Raleigh, N.C., USA) valamint anti humdn CD14 mEa 26ic (Dr. Jos A.G. van
Strijp és Dr.Kok P.M. van Kessel bocsitotta rendelkezésiinkre — Eijkman-Winkler Institute,
Utrecht University, Utrecht, Hollandia)

A jeloletlen antitestek kimutatasahoz haszndlt ,,2.” antitest:

Anti egér IgG-FITC és anti egér IgG-PE (DAKO, Glostrup, Denmark)

Izotipus kontroll antitestek:

Egér IgG2a-PE, 1gG2a-FITC és IgG1-PE mEa (Becton-Dickinson) valamint jeloletlen egér
IgG1, IgG2a és IgG2b mEa (Serotec)

100 pL alvadésgatolt teljes vérmintdt 10 ug/mL koncentraciéju monoklonalis antitesttel
inkubéltunk 30 percig jégen. Indirekt jelolés esetében, a mosasi 1épések utdn a ,,2.” antitesttel is
inkubdltuk a mintdkat. A vorosvértestek ammonium-kloridos lizdldsa utdn a fehérvérsejteket
1%-os paraformaldehiddel fixaltuk. A mintdk fluoreszcencia intenzitdsit Coulter EPICS XL,

illetve FACSCalibur é4ramlési citométerrel mértiik le. Legaldbb 5000 monocyta, 20000
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lymphocyta €s 50000 granulocyta adatait gyiijtottik be. A monocytdkat, lymphocytdkat,
granulocytdkat fényszordsi paramétereik, granuldltsaguk (side scatter — SSC) és méretiik
(forward scatter — FSC) alapjdn valasztottuk el egymastdl. A receptor specifikus antitestet
tartalmazé mintdk 4tlagos fluoreszcencia intenzitdsdbol (MFI), mint hétteret kivontuk a
megfeleld izotipus kontroll esetében mért MFI-t. Egyes vizsgalatok sordn a receptorok abszolut
szamat is meghatdroztuk a sejtek felszinén, monoklondlis antitesttel fedett standard bead-ek
(Qifikit; DAKO) segitségével. A bead-ek egy-egy csoportja kiilonb6z6 €s ismert mennyiségli
anti-human CDS5 monoklondlis ellenanyagot hordozott a felszinén. Ugyanannyi ideig és
ugyanolyan koncentracioju ,,2.” antitesttel inkubaltuk a bead-eket, mint a sejteket tartalmazé
mintdkat. Egy mosési 1épés utan 50000 bead fluoreszcencia intenzitdsat mértilk meg a sejteknél
is alkalmazott protokollt haszndlva. A bead-ek MFI-jét az egy bead-en taldlhat6 antitestek
szdmanak fiiggvényében dbrazoltuk (log/log skdldn). Az igy nyert standard gorbe segitségével
hataroztuk meg az egy sejtre jutd receptorok szdmat.

A sejtfelszini receptorok vizsgalatakor dltaldban egyszeres jelolést alkalmaztunk, egyediil a
CD14%™/CD16* és CDI14"™/CD16" monocyta szubpopuldcick ardnydnak a
meghatdrozasakor hasznaltuk egyszerre, egy tesztcsOben két direkten jelolt antitestet, illetve

izotipus kontrolljaikat.

5.2. A CD14 medialta LPS kotés

A monocytédk és granulocytdk CD14 medidlta LPS kotésének vizsgalatahoz a betegek és a
kontrollok heparinnal alvaddsgatolt, mosott teljes vérét, illetve izoldlt mononukledris sejtjeit
hasznéltuk fel. 3x10° mononukledris sejtet, illetve 80 pL, 5x10°/mL leukocytét tartalmaz6
mosott, higitott vért 30 percig +4°C-on eldinkubdltunk 10 pg/mL blokkolé anti-CD14
monoklondlis antitesttel (60bca, Dr. Jos A.G. van Strijp ajdndéka), vagy anélkiil. Ezutén 10,

vagy 1000 ng/mL FITC-LPS-t (FITC-cel jelolt Salmonella minnesota Re 595), illetve 100
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ng/mL bodipy-LPS-t (bodipy-vel jelolt Salmonella minnesota Re 595, mindkét LPS Dr. Jos
A.G. van Strijp ajandéka) adtunk 4% normal humdn szérummal (NHS) egyiitt a sejtekhez. A
sejteket tovabbi 30 percig inkubdltuk 37°C-on. Ezt kovetden a teljes vérbdl kiindulé mintdk
esetén a vorosvértesteket lizédltuk, végiil a fehérvérsejteket 1%-os paraformaldehiddel fixaltuk.
A mintak értékelése Coulter EPICS XL, illetve FACSCalibur aramlasi citométeren tortént. A
monocytdkat és a granulocytdkat fényszorasi paramétereik alapjan kapuztuk. A jeldletlen sejtek
fluoreszcencia intenzitdsat, mint hatteret minden minta MFI értékébdl levontuk. A CD14-fiiggd
modon kotddott LPS mennyiségének a meghatdrozasdhoz az anti-CD14 antitest nélkiil inkubalt
sejtek fluoreszcencia intenzitdsdbol (ami a Ossz LPS kotés mértékét mutatja) levontuk a
blokkol6 antitest jelenlétében inkubdlt sejtek fluoreszcencia intenzitdsit (CD14 fiiggetlen

kotodés).

5.3. A monocytak, granulocytak CD14-medialta fagocitozisanak jellemzése

A betegek és kontroll személyek EDTA-val alvaddsgatolt vérmint4jat kétszer mostuk Ca®*
mentes PBS-sel, majd a leukocytdk koncentricidjit 5x10°/mL-re allitottuk be. 50 pL mosott,
higitott vérmintat 10% EDTA-plazma jelenlétében bodipy-vel jelolt Escherichia coli (K-12-es
torzs, Molecular Probes, Eugene, Oreg., USA) baktériumokkal inkubdéltuk 37°C-on 30 percig.
A sejt/baktérium ardny 1:8 volt a kisérleti rendszerben, az EDTA plazmét 10 egészséges donor
normdl plazmdjanak Osszekeverésével készitettik. A vorosvértestek lizaldsa utdn a
fehérvérsejteket 1%-os paraformaldehiddel fixaltuk. A mérés és kiértékelés FACSCalibur
aramldsi citométerrel tortént. Megmértiik a fagocitald, a nem fagocitéld sejtek €s kiilon csOben
a baktériumok FL1-bodipy fluoreszcencia intenzitdsit, meghatidroztuk a fagocitdlo sejtek
ardnyat és kiszdmoltuk az egy sejt altal dtlagosan felvett baktériumok szdmat, vagyis a

»fagocitdzis index”-et:
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Fagocitézis index = fagocital6 sejtek %-a x (( MFI-MFI"")/MFI")/100
Az MFI', MFI", MFI" a fagocitdld sejtek, a nem fagocitdlé sejtek és a baktériumok FL1

csatornan mért atlagos fluoreszcencia intenzitasa.

5.4. Az LPS indukalta sejtaktivaciéo mérése

A sejtaktiviaci6 mértékét a sejtek TNFa termelésének mérésével hatdroztuk meg.
Mononukledris sejteket izolédltunk ficoll stirliséggradiens segitségével. Mind az izoldlds, mind a
tovabbi 1épések steril koriilmények kozott torténtek. Az 5x10° sejtet tartalmaz6é mintdkat 96
lyukd mikrotiter lemez vdlydiba mértiik duplikdtumban és 60 percig 37°C-on, 5% CO,-t
tartalmaz6 termosztatban inkubdltuk. A le nem tapadt sejteket mosdssal eltavolitottuk. A
letapadt monocytdkat 10 pg/mL anti-CD14 monoklondlis antitesttel (60bca), vagy antitest
nélkiil djabb 60 percig inkubdltuk. Ezutdn 4% NHS-sel egyiitt 10, vagy 1000 ng/mL LPS-t
(S.minnesota Re595) mértiink a megfeleld lyukakba. A mintdkat tovabb inkubdltuk még 16
oran keresztiil, majd a feliildszokat leszivtuk és -70°C-on taroltuk a tovabbi felhasznalasig. A
feliiliszok TNFa koncentracidjdnak meghatarozdsat egy kereskedelmi forgalomban kaphatd
citokin ELISA kit (OptEIA™ system, Pharmingen, San Diego, CA) segitségével végeztiik, a
gyarté utmutatdsai alapjan. Az LPS és NHS nélkiil inkubdlt sejtek TNFa termelését, mint
hatteret levontuk minden egyes mintdhoz tartoz6 TNFa értékbdl. A sejtek CD14-fiiggd
aktivalédasat ugy kalkuléltuk ki, hogy a blokkol6 anti-CD14 antitest hidnydban mért TNFa
mennyiségébdl (ami a 0ssz aktivacié mértékét jelzi) kivontuk a gétld antitest jelenlétében mért

TNFoa mennyiségét (ez a CD14-fiiggetlen aktivacié mértékére utal).

5.5. A szolibilis CD14 mérésére alkalmas moédszer kifejlesztése
A humén plazma és szérum sCD14 koncentriciéjanak mérésére egy egyszerii, dramlasi

citometrids modszert dolgoztunk ki. A kimutatds a szérumban taldlhaté sCD14 molekuldknak
37



és az izolalt monocytakon kifejez0d6 membran CD14 (mCD14) molekuldknak egy CD14
ellenes monoklondlis antitesthez valé kotddéséért folyd versengésén alapul. A sejtekhez
kotodott fluoreszcensen megjeldlt antitest mennyiségét dramlasi citométerrel hatdroztuk meg.
A fluoreszcens szignal nagysaga forditottan ardnyos a szérum sCD14 koncentracidjaval. Ismert
sCD14 koncentracidji standard szérumbdl higitdsi sort, majd a fluoreszcencia intenzitdsok
meghatdrozdsa utdn kalibracids gorbét készitettiink, melynek segitségével a mintdk MFI
értékének ismeretében a tesztelendd szérumok sCD14 koncentracidjat meghatdroztuk (4. abra).
A sajat modszeriinkkel kapott adatokat Osszevetettiik egy kereskedelmi forgalomban kaphat6
ELISA-val (Enzyme-linked immunosorbent assay, Quantikine, R&D systems, Minneapolis,
MN, USA) kapott eredményekkel. A moédszer bedllitdsanal kétféle CD14 ellenes antitestet,
tobbféle antitestkoncentracidt, szérumkoncentraciét €és mononukledris sejtkoncentraciot

teszteltink le. Az aldbbiakban csak a kimutatds eredményessége szempontjabol

legoptimélisabb paraméterek szerepelnek.
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4. abra A sCD14 meghatarozasahoz hasznalt kalibracios gorbe. A fluoreszcens
hisztogrammok felett lathat6 szamok a standard szérum higitasat (%) jelzik. (100% = higitatlan
szérum)
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A kompetici6hoz sziikséges mononukledris sejteket egészséges donorok heparinnal
alvaddsgétolt vérébdl ficoll-stirliséggradiens (Histopaque-1077, Sigma) segitségével izoléltuk,
majd a sejtszdmot 5x10°/mL-re 4llitottuk be. A mononukledris sejtek 10-25%-ban tartalmaztak
monocytdkat. A meghatdrozds tovdbbi lépései alatt a mintdkat jégen tartottuk, valamint
enzimblokkolé hatdsu Na-azid tartalmu oldatokat haszndltunk, hogy meggétoljuk a CDI14
membrén turnoverét a monocytakon. 2,5x10° mononukledris sejtet (50 pL) 6,4 mg/mL humén
IgG-vel (Human, Go6doll6, Magyarorszag) inkubdltunk 30 percig, hogy blokkoljuk a
monocytdkon 1év6 Fc-receptorokat. Ezt kdvetden 50 pl 16-szoroséra higitott szérumot mértiink
a sejtekhez. A standard szérum higitasi sordhoz ELISA-val mar meghatarozott, ismert sCD14
koncentraciéja (1969,3 ng/mL) kevert szérumot (NHS) hasznéltunk, 64-, 32-, 16- és 8-szoros
higitdsban. A mintdkat 15 percig inkubaltuk, majd 1 pg/mL anti-CD14 mEa 60bca hozzdadasa
utdn djabb 30 perces inkubdci6 kovetkezett. Kétszeri mosds utdn a sejteket 30 percig 100 uL
1:20 aranyban higitott FITC-jelolt, kecskében termeltetett anti-egér IgG-vel ((Fab), fragment;
Dako, Glostrup, Denmark) inkubdltuk. Mosds utdn a sejteket 1%-os paraformaldehiddel
fixaltuk. A mintakat Coulter EPICS XL, illetve FACSCalibur aramlasi citométeren mértiik és
analizaltuk. A monocytdk elkiilonitéséhez elsé korben a mononukledris sejtek FSC értékeit
(linedris skélan) abrazoltuk az SSC értékek (linedris skdlan) fiiggvényében. Az igy nyert dot
plot-on a sejtpopuldciok atfedonek bizonyultak, igy egy udjabb kapuzédssal, ahol az FLI1
(logaritmikus) értékeket dbrazoltuk az SSC (linedris) értékek fiiggvényében, kijeloltik a
monocytdk egy homogén, magas SSC értékli populacidjat, és ezzel a kapuzdssal el tudtuk
kiiloniteni a monocytdkat a lymphocytdktol. 5000 monocyta atlagos fluoreszcencia intenzitasat
mértiik meg, s a kalibraciés gorbe alapjan kiszdmoltuk a mintdk (53 egészséges kontroll
személy és 23 SLS-s beteg) sCDI14 koncentracidéjat. A 60bca mEa segitségével a fenti
protokollal végzett kimutatds esetében a legkisebb, még detektdlhaté sCD14 koncentracié 30

ng/mL volt.
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Meghataroztuk a mérés intraassay és interassay varidcios koefficiensét (CV). Az intraassay
CV a kontrollok esetében 3,2%, az SLE-s betegek esetében 3,4% volt. Az interassay CV a
kontrolloknédl 13,3%, az SLE-seknél 11,5% volt. Ismert sCD14 koncentriciéji minta
visszamérhetOségét ugy vizsgdltuk, hogy Osszemértiink egy ELISA-val mar meghatdrozott
koncentraciéji (1660,1 ng/mL), 1:32 ardnyban higitott kontroll szérum mintdt és 80 ng/mL
koncentraciéji rekombindans sCD14-et (rsCD14, az ELISA kit komponense) 1:2 és 2:1
ardnyban. Mind a kiilonall6 komponensek, mind a keverékek esetében a visszanyerés 100-
115% kozott volt. Az uj, aramldsi citométeres modszerrel és az ELISA-val mért
koncentraciéértékek Pearson regresszidval vald dsszevetése azt mutatta, hogy a két modszer jol
korreldl egymassal (r=0,92). Mivel korédbbi tanulményok az SLE-s betegekben az egészséges
személyekhez képest magasabb sCD14 koncentraciét mutattak ki, a sCD14 koncentracié mérés
diagnosztikai haszndlhatésagat ROC analizissel vizsgdltuk SLE-s betegekben. A két mddszer a
ROC analizis alapjin sem tért el szignifikdnsan egymastdl (a ROC gorbe alatti teriilet: ELISA:
A=0,854; aramldsi citometrids moddszer: A=0,838). Bar az ) moddszer szenzitivitdsa kissé
alulmidlja az ELISA mddszerét, mégis megbizhatd, konnyen elvégezhetd, olcsé eljardsnak
bizonyult. Az dramlési citometrids mddszer egyszeriisitése és gyorsitdsa végett a késObbiekben
a direkten, phycoerythrinnel jelolt CD14 ellenes antitest, az anti CD14 mEa MY4-PE (Coulter,

Hialeah, Fla., USA) hasznalatét vezettiik be, a kétlépéses indirekt jelolés helyett.

5.6. A CD14 izoformak mennyiségi meghatarozasa Western blot-tal

A szolubilis CD14 56 ¢és 48 kDa molekulatomegli izoformdit poliakrilamid-
gélelektroforezis €s Western-blot segitségével detektdltuk. A szérummintdkat 100-szoros
higitds és denaturdlast kovetden, Rainbow molekulatbmeg marker (Bio-Rad, Hercules, CA,
USA) kiséretében 7,5%-o0s poliakrilamid gélre (Serva, Heidelberg, Germany) vittiikk fel. Az

elektroforetikusan elvélasztott mintdkat Transblot késziilékkel (Bio-Rad) nitrocelluléz
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membrénra (Bio-Rad) blottoltuk 4t. A membrant 3%-os BSA/TBST oldattal blokkoltuk, majd
0,2 pg/mL koncentracidji biotinnal jeldlt poliklondlis, anti-human CD14 antitesttel (R&D
Systems, Minneapolis, MN, USA) jeloltiik. A mosasi 1épések utdn a membranhoz kotott CD14
molekuldkat alkalikus foszfatdzzal konjugélt streptavidin (DAKO) és NBC/BCIP szubsztrat
(Promega, Madison, WI, USA) segitségével detektaltuk. A megszaritott nitrocellul6z
membréant a GelDoc1000 (BioRad) géldokumentécids rendszerrel analizaltuk, a 48 és az 56
kDa-os izoformdnak megfeleld savok denzitdsat mértiikk. Meghatdroztuk az izoformak aranyét
és a szérum Ossz sCDI14 koncentricidjanak ismeretében kiszamoltuk a két izoforma

koncentracidjat.

5.7. A CD14 gén C(-159)T polimorfizmusanak vizsgalata

A C(-159)T polimorfizmus meghatarozasat polimerdz lancreakciot kovetd restrikcids
fragmenthossz polimorfizmus vizsgalattal (PCR-RFLP) végeztilk. A betegek és kontroll
személyek genomi DNS-ét QIAamp DNA Blood Mini Kit (QIAGEN, Hilden, Németorszag)
segitségével izolédltuk. A polimorf szekvencia koriili DNS szakaszt polimerdz lancreakcidval
felsokszoroztuk. A PCR 25 ul térfogatu elegye 4x250 uM dNTP-t (Roche, Basel, Svijc), 10x
PCR puffert (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA), 2,0 U AmpliTaq Gold polimerazt
(Applied Biosystems), 1-1 uM primert és 250 ng genomi DNS-t tartalmazott. Az
amplifikdcidhoz a kovetkez0 primerpdrt hasznaltuk: 5’GCCTCTGACAGTTTATGTAATC3’
és 5’GTGCCAACAGATGAGGTTCAC3’. A PCR koriilményei a kovetkezOk voltak: 95°C 12
perc, 35x (95°C 45 maésodperc, 55°C 45 masodperc, 72°C 45 madasodperc), 72°C 10 perc. Az
amplifikdlodott 497 bp hossziisagu PCR terméket egy éjszakan keresztiil 37°C-on emésztettiik
10 U Avall restrikciés enzimmel (New England Biolabs, Beverly, MA, USA), majd az
emésztett termékeket 3%-os agar6z gélen szétvdlasztottuk, a keletkezett fragmenteket etidium-

bromid segitségével vizualizdltuk. A PCR termék csak a T allél esetén hordozza az Avall
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restrikciés endonukledz felismerdhelyét, igy T/T genotipus esetén a gélen egy 144 és egy 353
bp hosszisagu fragment, C/C genotipusndl csak egy 497 bp-os fragment, C/T genotipus esetén

pedig egy 497 bp-os, egy 353 bp-os és egy 144 bp-os fragment volt lathat6 (5. dbra).

<+ 497 bp
<+ 353 bp

< 144 bp

Mw C/T T/T C/C C/T C/T

5. abra A CD14 gén C (-159) T polimorfizmusanak vizsgalata PCR+RFLP méddszerrel.
(Agaroz gélelektroforézis kép a PCR termékek emésztése utan.)
5.8. Egyéb alkalmazott (rutin) laboratériumi médszerek

A monocytdk abszolit sejtszdmdt a Sysmex SF3000 hematoldgiai automatin (Sysmex
Corporation, Kobe, Japin) mértiik le, a szérum laktat-dehidrogendz aktivitiasat Integra 700
kémiai automatdval (Roche, Basel, Svijc) hatdroztuk meg. A szérum 0Ossz IgE
koncentracidjanak meghatdrozdsa a Modular E170 automata (Roche, Basel, Svidjc), mig az
allergén-specifikus IgE koncentraciéjanak mérése a MAST CLA1 analizator (Mountain View,

Calif., USA) segitségével tortént.

5.9. Statisztikai médszerek

A vizsgélt numerikus paraméterek adatainak normadlis eloszlasat Kolmogorov-Smirnov
teszt segitségével ellendriztiik. Normalis eloszldst mutaté eredmények esetében a kontroll és a
kiillonboz6 betegesoportok adatait Student-féle két mintds t probaval hasonlitottuk 6ssze, mig a

nem-normélis eloszldsu csoportok esetében Mann-Whitney U-tesztet alkalmaztunk. A pulzus-
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szteroid terdpia eldtt és utdn ugyanazon SLE-s beteg esetében meghatarozott paraméterek
kozotti eltérést a Wilcoxon-féle parositott teszt segitségével analizdltuk. A sCD14 méro
aramlasi citometrids modszer bedllitdsakor a kontrollok és az SLE-s betegek mintdiban két
kiillonbozé mdédszerrel meghatirozott sCD14 szintek kozotti eltérést Student féle egy-mintds t-
probaval értékeltiik és a koztiik 1évO korreldciét Pearson regresszids analizissel hatdroztuk
meg. A két modszer diagnosztikai hasznalhatésdgat ROC analizissel vizsgaltuk meg. A
PM/DM-es betegek esetében a sCD14 szintek a felszini CD14-expresszi6é és a szérum LDH
aktivitasok kozotti 6sszefiiggést Spearman rank regresszids analizissel értékeltiik. A CD14 gén
C(-159)T polimorfizmusdnak genotipus megoszldsit a kontroll €és a kiillonbozo
betegcsoportokban Khi-négyzet probaval vetettiik Ossze. Az analizist a ,,Statistica” program

segitségével végeztiik, barmely kiilonbséget akkor tekintettiink szignifikdnsnak ha p<0,05 volt.
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6. EREDMENYEK

6.1. A CD14/TLR expresszi6 és a CD14-fiigg6 funkciok valtozasa atopias dermatitisben

6.1.1. A TLR2, TLR4, CDI4 és CDI80 molekulik sejtfelszini expresszidjanak
meghatdrozdsa atopids dermatitisben szenvedd betegek monocytdin, granulocytdin és
lymphocytdin

A sejtfelszini receptorok expresszidjadnak meghatdrozasat jeloletlen receptor-specifikus
antitestek, jelolt masodik antitest, monoklondlis ellenanyaggal fedett standard bead-ek és
aramlasi citometria segitségével végeztiik. A monocytdk és granulocytdk esetében a megfeleld
hisztogramok tanulmdnyozdsa sordn csak egy sejtpopuldciot lattunk, igy a receptorok
expresszidjanak meghatdrozdsat az egész monocyta-, illetve granulocyta sejtpopuldcion
végeztilk el. A CDI180-nal jelolt lymphocytakndl két sejtpopulaciét lehetett elkiiloniteni, a
sejtek 5-15%-a mutatott CD180-pozitivitdst, mig 85-95%-a CDI180-negativnak bizonyult.
Ebben az esetben csak a CD180-pozitiv sejtek adatait értékeltiik. Mivel a lymphocytdk koziil
csak a B-lymphocytdk expresszdlnak jelentdsebb mennyiségi CD180-at, valdsziniileg a
CD180-pozitiv sejtek a B lymphocytdknak felelnek meg.

Az atépids dermatitisben szenvedd betegeket a szérum 0Ossz €s allergén—specifikus IgE
koncentracidéja alapjan két alcsoportra osztottuk: intrinsic és extrinsic AD. A monocytdk
sejtfelszini receptor expresszidjat tanulmanyozva azt taldltuk, hogy az Osszes AD-s beteg,
valamint az intrinsic AD-s betegek TLR2 expresszidja szignifikdnsan emelkedett volt a
kontroll személyekéhez képest (0sszes AD: 516711961, p<0,03; intrinsic AD: 602411826,
p<0,004; kontrollok: 4029+1460 molekula/sejt). Az intrinsic AD-s betegek monocytdin a
kontrollokéhoz képest a TLR4 is szignifikdnsan magasabb szdmban volt kimutathaté (intrinsic

AD: 474+153, kontrollok: 331£70 molekula/sejt, p<0,02). Az extrinsic AD-s betegek
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monocytdin az intrinsic AD-s betegekéhez képest alacsonyabb TLR?2 és TLR4 expresszid volt
mérhet6 (TLR2: 4739+£1931; TLR4: 372%+175 molekula/sejt), de a kiillonbség nem volt
szignifikdns. Nem taldltunk szignifikdns kiilonbséget a betegcsoportok és kontrollok

monocytdin kifejez6dé CD14 és CD180 molekuldk szamaban sem (6. dbra).
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6. abra Az atépias dermatitises betegek monocytainak CD14, TLR2, TLR4 és CD180

expresszioja

A granulocytdk TLR2 expresszidja az 0sszes AD-s beteget magdba foglalé csoportban és
az intrinsic AD-s betegek csoportjdban is emelkedett volt az egészségesekéhez képest, de a
kiilonbség csak az intrinsic AD-s csoport esetében volt szignifikdns (6sszes AD: 8661386,
p<0,08; intrinsic AD: 11251394, p<0,005; kontrollok: 681£276 molekula/sejt). Az intrinsic
AD-s betegek granulocytdin szignifikdnsan tobb TLR2 molekula fejez6dott ki, mint az
extrinsic AD-s betegekén (extrinsic AD: 7361318 molekula/sejt, p<0,02). A granulocytdk
CD14 expresszidja mind az intrinsic AD-s csoport, mind az 6sszes AD-s beteg esetében a
kontrollokéndl magasabbnak bizonyult (6sszes AD: 405111127, p<0,03; intrinsic AD:

4518+783, p<0,02; kontrollok: 315011318 molekula/sejt)(7. dbra).
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A sejtfelszini CD180 molekuldk szdma a CD180-pozitiv lymphocytdk esetében az Osszes
AD-s beteg, az intrinsic AD-s és az extrinsic AD-s betegek esetében is a referensekénél
szignifikdnsan magasabbnak mutatkozott (6sszes AD: 3975%1055, p<0,008; intrinsic AD:
40281968, p<0,04; extrinsic AD: 394911126, p<0,03; kontrollok: 30891+948 molekula/sejt) (7.
abra).

A granulocytdk TLR4 és CD180, a lymphocytdk TLR2, TLR4 és CD14 expresszidja a

kimutathat6sagi hatér alatt maradt.
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7. abra Az atopias dermatitises betegek granulocytainak és lymphocytainak CD14, TLR2
és CD180 expresszidja
6.1.2. A CDI4-medidlta LPS kotés és fagocitozis vizsgdlata atopids dermatitises betegek
monocytdin, granulocytdin

A monocytédk és granulocytdk CD14-medialta LPS kotésének vizsgalatakor a mosott teljes
vérmintat 100 ng/mL bodipy-vel jelzett LPS-sel és 4% normdl human szérummal inkubaltuk.
Blokkol6 anti CD14 mEa segitségével hatdroztuk meg a CD14-fiiggetlen LPS kotést. A sejtek
fluoreszcencia intenzitdsit dramldsi citométerrel mértiikk le, majd kiszdmoltuk a CD14-fiiggd

LPS kotés mértékét. Az adatok Osszevetése sordn nem taldltunk kiillonbséget az atOpids
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dermatitisben szenvedd betegek és az egészséges személyek monocytdinak CD14-medidlta
LPS kotése kozott (1. tablazat).

A monocytdk és granulocytdk CDI14-medialta baktérium felvételét bodipy-vel jelzett
E.coli segitségével vizsgiltuk EDTA plazma jelenlétében. Az EDTA plazma eldsegiti a
CD14-fiiggd, de gatolja az Fc és komplement receptor-medialta fagocitézist. A fagocitdld
monocytdk ¢és granulocytdk szdzalékos ardnydt daramldsi citométerrel hatdroztuk meg.
Megmértiik a baktériumok atlagos fluoreszcencia intenzitasat is és ez alapjan kiszdmoltuk a
fagocitézis indexet, ami az egy sejt dltal megkotott/felvett baktériumok dtlagos szamat mutatja
meg. Nem talaltunk szignifikdns eltérést az atopids dermatitises betegek és a kontrollok CD14-

medialta baktérium felvételének mértékében (1. tablazat).

LPS kotés fagocitalo sejtek %-a  Fagocitozis index

MONOCYTAK

Kontroll 43,1433,1 21,1421,1 0,50+0,94
Osszes AD 51,1426,5 22,6+16,6 0,40+0,38
Intrinsic AD 58,5+32.9 23,9+16,6 0,37+0,27
Extrinsic AD 48,0423,7 22,0+17,0 0,42+0,43
GRANULOCYTAK

Kontroll 8,7+5,7 15,8+11,1 0,35+0,33
Osszes AD 6,4+4.4 12,5+6,1 0,25+0,15
Intrinsic AD 5,0+2,4 14,145,8 0,24+0,07
Extrinsic AD 6,8+5,0 11,8+6,3 0,26+0,17

1. tablazat Az atopias dermatitises betegek és az egészséges kontrollok monocytainak és

granulocytainak CD14-fiigg6 bodipy-LPS és bodipy-E.coli felvétele
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o s,

betegekben

A szérum sCD14 koncentracidjat a kompeticion alapulé dramlasi citométeres modszer
alapjan hatdroztuk meg anti CD14 My4-PE ellenanyag segitségével. Az 6sszes AD-s beteget
egyesitd csoportban, valamint az extrinsic AD-s betegek csoportjdban az egészséges
kontrollokéhoz képest szignifikdnsan alacsonyabb sCD14 koncentraciot mértiink (6sszes AD:

1119,94£372,5 ng/mL, p<0,03; extrinsic AD: 1084,21407,9 ng/mL, p<0,02; kontrollok:

1334,4£385,7 ng/mL).

6.2. A CD14 expresszio, valamint a CDI14-fiiggé funkciok valtozasa SLE-ben

gliikkokortikoszteroid terapia hatasara

6.2.1. A gliikokortikoszteroid terdpia hatdsa a monocytik CDI14 expressziojara SLE-s
betegekben

A kiilonboz6 koncentracidju kortikoszteroiddal in vivo kezelt SLE-s betegek monocytdinak
CD14 expresszigjat direkten jelolt CD14 ellenes monoklondlis ellenanyag (LeuM3-PE) és
aramldsi citométer segitségével hataroztuk meg. Eredményeink azt mutattdk, hogy a
sejtfelszini CD14 molekuldk szdma csokkent a terdpidsan alkalmazott szteroid dozis
emelkedésével, bar szignifikdns kiillonbség csak a pulzus terdpidban részesiilt betegek
(MFI=18,4%3,8) és a tobbi vizsgalt személy adatai kozott mutatkoztak (szteroidmentes-SLE:
MFI=33,1%£12,4, p<0,01; kis dézisi szteroid-SLE: MFI=32,1+11,2, p<0,02; kontroll:
MFI=39,1+13,4, p<0,001)(8. dbra). Hasonl6an szignifikdns eredményeket kaptunk akkor is,
amikor a pulzus szteroid terdpia eldtti és utani értékparokat hasonlitottuk 6ssze a Wilcoxon-

féle parositott teszt segitségével (p<0,03)(2. tablazat).
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8. abra Az SLE-s monocytak CD14-expresszidja a szteroid dozis fiiggvényében

6.2.2. A gliikokortikoszteroid terdpia hatdsa a monocytik CD14-fiiggo LPS kotésére

A sejtfelszini CD14 ligandkotését SLE-s betegek monocytdin FITC-jelolt LPS és aramlasi
citométer alkalmazdsaval vizsgaltuk. A CD14-fiiggd és fiiggetlen LPS kotést egy olyan CD14
ellenes monoklondlis antitest (60bca) segitségével hatdroztuk meg, amely gétolja az LPS
CD14-hez vald kotodését. Az SLE-s betegekbdl izolalt monocytdk CD14-fiiggd LPS kotése
csokkent az in vivo alkalmazott szteroid doézis emelkedésével, akdr 10, akdr 1000 ng/mL
koncentraciéju FITC-LPS-t hasznaltunk a jeloléshez 4% NHS jelenlétében. Szignifikans
kiillonbségeket taldltunk, amikor a kontrollok adatait (10 ng/mL LPS — MFI: 42,948,7; 1000
ng/mL LPS — MFI: 79,247,2) vetettik 6ssze a pulzus (10 ng/mL LPS — MFI: 19,7448,
p<0,001; 1000 ng/mL LPS — MFI: 38,1+12,7, p<0,001) és a kis dézisd (1000 ng/mL LPS —
MFI: 63,3+15,4, p<0,02) szteroid terdpidban részesiilt betegek adataival, de nem taldltunk
eltérést, mikor a kontrollok €s a szteroid terdpidban nem részesiilt SLE-sek (10 ng/mL LPS —
MFI: 36,3+12; 1000 ng/mL LPS — MFI: 69,4+17,8) eredményeit hasonlitottuk 6ssze. Pulzus
szteroid terdpia utdn a betegek monocytai szignifikdnsan kevesebb LPS-t kotottek meg CD14-

fliggd mddon, mint kis dozisu terdpia esetén, illetve terdpia nélkiil (10 ng/mL LPS - szteroid
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mentes vs. pulzus szteroid: p<0,002; kis dozisu szteroid vs. pulzus szteroid: p<0,003; 1000
ng/mL LPS - szteroid mentes vs. pulzus szteroid: p<0,004; kis dézisd szteroid vs. pulzus
szteroid: p<0,02)(9. dbra).

Hasonl6 szignifikdns kiilonbségeket tapasztaltunk a CD14-fliggd LPS kotést illetden,
amikor a pulzus szteroid kezelésben részesiilt betegek terdpia eldtti és utdni értékparjait
hasonlitottuk 6ssze a Wilcoxon-féle pdrositott teszt segitségével (10 ng/mL LPS: p<0,02; 1000

ng/mL LPS: p<0,02)(2. tabl4zat).
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9. abra Az SLE-s monocytak CD14-medialta LPS-kotése a szteroid dozis fiiggvényében

6.2.3. A gliikokortikoszteroid terdpia hatdsa a monocytik CDI14-fiiggé LPS-indukdlta
aktivdciojara

A kontrollok és az SLE-s betegek monocytdinak CD14-fiiggetlen és CD14-fliggé LPS-
indukalta aktivaciéjat a blokkol6 hatasu anti CD14 mEa (60bca) jelenlétében, illetve hidnydban
mért TNFo szekrécié mérésével hataroztuk meg. A pulzus, illetve a kis dézisu szteroid
kezelésben részesiilt betegek LPS-indukalta TNFa termelése alacsonyabb volt, mint a kontroll
személyeké (10 ng/mL LPS: 254,1£76,4 pg/mL; 1000 ng/mL LPS: 246,6+62,2 pg/mL), de a

kiilonbség csak a pulzus terdpidban részesiiltek (10 ng/mL LPS:111,4+123,3 pg/mL, p<0,05;
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1000 ng/mL LPS: 124,9+113,0 pg/mL, p<0,04) esetén volt szignifikdns. A pulzus terdpids
csoportban mért értékek szignifikdnsan (10 ng/mL LPS: p<0,05; 1000 ng/mL LPS: p<0,03)
alacsonyabbak voltak a kezeletlen betegekéhez (10 ng/mL LPS: 246,5490,4 pg/mL; 1000
ng/mL LPS: 260,1+81,5 pg/mL) képest is (10. dbra).

Abban az esetben, ha a pulzus terdpia el6tt és utdn mért adatokat 1-1 csoportba foglaltuk és
ezek eltérését Mann-Whitney U teszttel vizsgdltuk, akkor a két csoport kozott szignifikdns
kiillonbség nem volt kimutathatd. Ugyanakkor a terdpia elotti €s utdni értékparok Wilcoxon-féle
parositott teszttel vald értékelése szignifikdns kiilonbséget mutatott ki a monocytdk pulzus
terapia eldtti és utani CD14-fliggd LPS-indukalta TNFa termelésében (10 ng/mL LPS: p<0,05;
1000 ng/mL LPS: p<0,04) (2. tdblazat). A TNFa termelés nagyfoku egyéni variabilitdsa

magyarazhatja a kétféle statisztikai elemzés eredménye kozti kiilonbséget.
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10. abra Az SLE-s monocytak CD14-fiiggé6 TNFa szekrécidja a szteroid dézis fiiggvényében
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CD14-expresszié (MFI) FITC-LPS kotés (MFI) TNF o termelés (pg/ml)

10 ng/ml LPS 1000 ng/ml LPS 10 ng/ml LPS 1000 ng/ml LPS

elétt”  utan® elott utin elétt  utan elétt  utan elétt  utin
Beteg 1 41,5 22,2 22,5 15,6 46,2 30,0 68,2 15,3 85,3 20,2
Beteg 2 244 17,2 21,9 15,9 425 28,4 18,7 28,6 45,3 58,31
Beteg 3 254 21,2 23,6 20,7 48,7 34,2 196,7 559 201,5 98,5
Beteg 4 38,0 11,6 47,1 16,9 83,8 21,8 307,8 92,8 290,7 84,2
Beteg 5 40,5 20,2 314 18,8 66,2 32,3 84,9 3,0 137,5 12,8
Beteg 6 10,2 14,6 47,0 30,7 74,3 50,7 304,3 291,5 2739 2714
Beteg 7 34,8 18,7 36,8 20,2 74,0 52,8 233,7 87,5 3199 1354
Beteg 8 41,7 21,8 37,2 18,9 70,4 55,0 3009 316,7 3264 318,6

2. tablazat Az SLE-s betegek monocytainak CD14-expressziéja, CD14-fiiggé6 FITC-LPS
kotése és az LPS-stimulalta TNFo szekrécié osszehasonlitasa pulzus terapia el6tt és utan

6.2.4. A gliikokortikoszteroid terdpia hatdsa a monocyta alcsoportok ardnydra és abszolut
sejtszamdra

Antigenitdsi és funkciondlis tulajdonsdgaik alapjan alapvetéen két f6 monocyta
szubpopulciét lehet megkiilonboztetni. A monocytdk 90-95%-a a CDI14"™/CD16
alcsoportba tartozik, mig a proinflammatérikus sajatsigd CD14%™/CD16" alcsoport 5-10%-ot
tesz ki. Mivel a kiilonb6z6 CD14 expresszidt mutaté monocyta tipusok ardnyanak nagyfoku
valtozdsa az egész monocyta populdcié CD14 expresszidjanak, valamint CDI14-medidlta
funkcidinak a megvéltozasat is eredményezheti, ezért hematoldgiai analizator és dramlasi
citométer segitségével meghataroztuk ezen szubpopulaciok ardnyét és abszoltt sejtszamat is. A
sejtfelszini receptorok jeloléséhez anti CDI14-FITC és anti CD16-PE ellenanyagokat
hasznaltunk. Bdr az egész monocyta populdcié és a CD14""/CD16 tipus abszolit sejtszdma
novekedett a szteroid terdpia alatt, ez a ndvekedés nem volt szignifikans (abszolit monocyta
szam - kontrollok: 508+210 sejt/uL, szteroid mentes: 429+185 sejt/uL, kis dézisu szteroid:
451£182 sejt/uL, pulzus szteroid: 589+288 sejt/uL; abszolit CDI14"&™/CD16  szdm -
kontrollok: 4934209 sejt/uL, szteroid mentes: 403+180 sejt/uL, kis dézisu szteroid: 436+177
sejt/uL, pulzus szteroid: 578+286 sejt/uL). A CD14"™/CD16" tipusi sejtek szdma és ardnya

szignifikdnsan magasabb volt a kezeletlen SLE-s betegekben (6,4+3,3% ¢€s 2614 sejt/uL) mint
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a kontrollokban (3,1%1,7%, p<0,02 és 15£8 sejt/uL, p<0,05) és a szteroid terdpia hatdsara
csokkenést mutatott (kis dozisu szteroid: 3,3+1,6%, p<0,02 és 157 sejt/uL p<0,2; pulzus
szteroid: 2,0£1,1%, p<0,005 és 11+6 sejt/uL p<0,02).

Adataink tehat azt mutatjdk, hogy a monocytdk sejtszdmédnak enyhe novekedése, valamint a
monocyta tipusok szdmdaban és ardnydban bekovetkezo kis foku véaltozds nem magyardzhatja a
kortikoszteroiddal kezelt SLE-s betegek monocytdinak CD14 expresszidban, LPS kotésben és
LPS-indukélta TNFa produkcidban bekdvetkezd jelentds mértékli csokkenését.

A két monocyta tipus CDI14 expresszidjat Osszehasonlitva az deriilt ki, hogy a
CD14"/CD16 tipus expresszidja hasonld médon valtozott a szteroid kezelés hatdsara, mint
amit az egész monocyta populdcié esetében tapasztaltunk az antiCD14 mEa LeuM3-PE
antitesttel vizsgalva, mig a sejtfelszini CD14 molekuldk szdma nem véltozott szignifikdnsan a

CD14%™/CD16" alcsoportban (8. dbra).

6.3. A sCD14 koncentracio, sCD14 izoformak, CD14 expresszié és a CD14 gén C(-159)T

polimorfizmusanak osszefiiggése a PM/DM klinikai paramétereivel

6.3.1. A szérum sCDI14 0ssz és 48/56 kDa-os izoformdinak koncentrdcidja, a periférids
monocytik CDI14 expresszioja, és a CDI4 gén C(-159)T polimorfizmusdnak megoszldsa
polymyositisben és dermatomyositisben

Els6 1épésként a PM-es és a DM-es betegcsoportokat hasonlitottuk 6ssze a CD14 fehérje
(sCD14, mCDI14) fenotipusos és genotipusos tulajdonsdgait illetéen. A szérum sCD14
koncentracidjat a kompeticion alapul6 dramldsi citometrids modszerrel mértilk meg. A 48 és 56
kDa-os sCD14 izoforma aranyat Western-blottal hatdaroztuk meg, és a 0Ossz sCDI14
koncentracid ismeretében szdmoltuk ki szérum koncentracidjukat. Nem talaltunk szignifikdns

eltérést a két betegcsoport ezen adatai kozott, mint ahogy a PM-es és DM-es betegek
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monocytdinak dramlési citométerrel meghatdrozott CD14 expresszidjdban sem (11. abra).
Megvizsgaltuk a CD14 gén C(-159)T polimorfizmusidnak a megoszlasit és ez a két
betegcsoportban hasonlénak bizonyult (PM — C/C: 23,7%, C/T:53,9%, T/T:22,4%; DM — C/C:
35,3%, C/T: 44,1%, T/T: 20,6%, p=0,44)

A betegcsoportok (PM, DM, PDM) és az egészséges kontrollok adatait is
Osszehasonlitottuk. Szignifikdns kiilonbséget csak az 56 kDa molekulatomegli sCD14 izoforma
esetében taldltunk, aminek koncentricidja szignifikdnsan emelkedett volt a betegekben a
kontrollokhoz képest (PM: 1256,0£281,3 ng/mL, p<0,04; DM: 1465,51637,3 ng/mL, p<0,02;
PDM: 1329,71446,0 ng/mL, p<0,02; Kontroll: 1015,6£351,1 ng/mL)(11. 4bra).

Mivel a vizsgélt paraméterekben nem taldltunk szignifikans eltérést a polymyositisben és
dermatomyositisben szenvedd betegek kozott, ezért a késObbiekben az Osszes myositises

beteget egy homogén — PDM elnevezésii - betegcsoportba tartozoként kezeltiik.
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11. abra A szérum sCDI14 koncentraciok és a monocytak CDI14-expresszidjanak
osszevetése polymyositises, dermatomyositises betegek és egészséges kontrollok mintaiban

54



6.3.2. A sCDI14 koncentrdciok, a monocytak CDI14 expresszioja és a betegség aktivitisa
kozotti osszefiiggés vizsgdlata myositises betegekben

A betegeket két csoportra osztottuk betegségiik aktivitdsa alapjan, melyet a klinikai tiinetek
és a laboratériumi paraméterek figyelembe vételével hataroztunk meg. Eredményeink azt
mutattdk, hogy a 0ssz sCD14 és az 56 kDa-os izoforma koncentricidja szignifikdnsan
magasabb volt az aktiv betegekben (aPDM) mint az inaktiv betegekben (iPDM) vagy a
kontrollokban (aPDM-6ssz: 2850,8+577,4 ng/mL; aPDM-56 kDa: 1567,2+591,3 ng/mL,
iPDM-06ssz: 2337,6£325,2 ng/mL, p<0,0001; iPDM-56 kDa: 1210,94296,5 ng/mL, p<0,02;
Kontroll-6ssz: 2357,6£399,9 ng/mL, p<0,0003; Kontroll-56 kDa: 1015,6+£351,1 ng/mL,
p<0,003)(12. &dbra). A monocytdk CDI14 expresszidja viszont éppen ellenkezdleg,
szignifikdnsan alacsonyabb volt az aktiv betegekben az inaktiv betegekhez és a kontrollokhoz
viszonyitva (aPDM-MFI: 601,6+227,0; iPDM-MFI: 690,7+204,1, p<0,02; Kontroll-MFT:

693,3+172,0, p<0,03) (12. dbra).
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12. abra A szérum sCDI14 koncentraciok és a monocytdk CD14-expressziéjanak
osszefiiggése a betegség aktivitasaval poly/dermatomyositisben
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6.3.3. A sCDI4 koncentrdciok, a monocytik CDI14 expresszioja és a betegség lefolydsa
kozotti osszefiiggés vizsgdlata myositises betegekben

A PDM-es betegeket kiillonbozd alcsoportokba soroltuk betegségiik lefolydsa alapjén:
monofazisos, policiklusos és kronikus. Szignifikdnsan magasabb volt az 0ssz sCDI14
koncentraci6 a kronikus lefolydsi betegek szérumdban a monofdzisos, a policiklusos
betegekhez €s a kontrollokhoz viszonyitva. A krénikus csoportba tartoz6 betegek szérumaban
mértiik a legmagasabb koncentraciot az 56 kDa-os izoformat illetden is, de a kiilonbségek a
tobbi alcsoporthoz viszonyitva nem voltak szignifikdnsak. Ugyanakkor valamennyi
betegséglefolyds alapjan létrehozott alcsoport 56 kDa-os sCD14 koncentricidja szignifikdnsan
magasabb volt, mint az egészséges kontrolloké. A monocytdk CD14 expresszidja a kronikus
csoportban bizonyult a legalacsonyabbnak és a kiilonbségek ezen alcsoport és a monofdzisos
alcsoport, valamint a kontroll csoport kdzott a szignifikancia szintjét is elérték (3. tdblazat).

Mivel szignifikans kiilonbséget észleltiink az aktiv és inaktiv stddiumban 1évd betegek
kozott az 0ssz és 56 kDa-os sCD14 koncentracigjat, valamint monocytdik CD14 expresszidjat
illetden, ezen aktivitdsi csoportokat tovdbb osztottuk a betegség lefolydsa szerinti
alcsoportokra. Az inaktiv betegek csoportjdn beliill nem tudtunk szignifikdns kiilonbséget
kimutatni a monofézisos, policiklusos és kronikus betegek kozott, sem pedig barmely alcsoport
és a kontrollok kozott a monocytdk CD14 expresszidjit és a szérum sCD14 koncentracioit
illetden. Az aktiv betegeknél sem taldltunk kiilonbséget ezen paraméterekre vonatkozdan a
kiillonbozo betegséglefolydsu alcsoportok kozott, de a 6ssz sCD14 és az 56 kDa-os izoforma
szérumkoncentricigja minden alcsoportban szignifikdnsan magasabb volt, mint a
kontrollokban. Az aktiv kronikus betegek monocytdinak CD14 expresszidja a kontroll

személyekéhez képest szignifikdnsan alacsonyabbnak bizonyult (3. tdblazat).
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Az aktiv stddiumu betegek ardnya a kronikus csoportban (100%) szignifikdnsan magasabb

volt a monofazisos (15,1%, p<0,0001) és policiklusos (30,0%, p<0,0001) csoporthoz

viszonyitva.
Ossz sCD14 56 kDa sCD14 48 kDa sCD14 CD14-expresszio

_ (ng/mL) (ng/mL) (ng/mL) (MFT)
Osszes PDM-es beteg
Monofazisos 2456,5+415,5 1308,1+344.6 1148,4+327,1 669,6+192,9
Policiklusos 2436,6+424.,0 1278,4+348,3 1158,24270,6 688,1+233,4
Kroénikus 2817,1+724,7 1535,54833,0 1281,6+287,9 580,4+240,3
PDM-es betegek aktiv betegséggel
Monofazisos 2991,0+529,6 1742,5+189,3 1248,5+478,8 633,6+217,9
Policiklusos 2681,2+441,8 1392,0+454.,9 1289,24192,0 646,8+226,7
Kroénikus 2817,1+724,7 1535,54833,0 1281,6+287,9 580,4+240,3
Kontrollok 2357,6+399,9 1015,6+351,1 1342,0+239,3 693,3+172,0

3. tablazat A szérum sCD14 koncentraciok és a monocytak CD14-expresszidja egészséges
kontrollokban és Kiilonb6z6 betegséglefolyassal jellemezheté PDM-es betegekben

Az egyes csoportok kozotti kiilonbséget Mann-Whitney U-teszttel analizaltuk.

Osszes PDM-es beteg, 6ssz sCD14: k. vs kont., p<0,02; k. vs mf., p<0,02; k. vs pc., p<0,04.
Osszes PDM-es beteg, 56 kDa sCD14: k. vs kont., p<0,05; mf. vs kont., p<0,03; pc. vs kont.,
p<0,05.

Osszes PDM-es beteg, CD14-expresszid: k. vs kont., p<0,04, k. vs mf., p<0,05.

aPDM betegek, 0ssz sCD14: k. vs kont., p<0,02; mf. vs kont., p<0,02; pc. vs kont., p<0,05.
aPDM betegek, 56 kDa sCD14: k. vs kont., p<0,05; mf. vs kont., p<0,01; pc. vs kont., p<0,05.
aPDM betegek, CD14-expresszio: k. vs kont., p<0,04.

k.=krénikus, kont.=kontroll, mf.=monofazisos, pc.=policiklusos

6.3.4. A sCDI14 koncentrdciok, a monocytik CD14 expresszioja és egy, a betegség aktivitdsdt
Jjelzo biokémiai marker kozotti 0sszefiiggés vizsgdlata
Mivel a szérum 0ssz €s 56 kDa-os sCD14 koncentracidja, valamint a monocytdk CD14

expresszidja asszociaciét mutatott a betegség aktivitdsdval, megvizsgiltuk ezen
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paramétereknek a myositis egy ismert aktivitdsi markerével vald korrelacidjat. A betegek
sz€rumanak 0ssz sCD14 koncentricidja szignifikdnsan korrelalt a szérum laktat-dehidrogendz
aktivitasdval (R=0,273, p<0,004). A monocytdk CD14 expresszidja és a laktat-dehidrogenaz

aktivitas kozott szignifikans negativ korrelaciot tudtunk kimutatni (R=-0,295, p<0,002).

6.3.5. A CD14 gén C(-159)T polimorfizmusa és a betegség aktivitasa, valamint a korlefolyds
kozotti osszefiiggés vizsgdlata

A statisztikai elemzés hatdsfokanak novelése érdekében az egészséges kontroll személyek
szamat 110-re noveltiik, sot irodalmi adatok felhasznédldsaval egy nagyobb kontrollcsoportot is
létrehoztunk, mely 1420 fobdl allt (570 férfi, 850 nd, atlagéletkoruk: 54,0 év). Az allélok és a
genotipusok eloszlasa ebben a virtudlis kontrollcsoportban hasonlé volt, mint a sajat
kontrollcsoportunkban (4. tdblazat).

Osszevetettik az aktiv és az inaktiv PDMe-es betegcsoportban tapasztalhaté
genotipuseloszlist. Eredményeink azt mutattak, hogy a T/T genotipus ardnya az aktiv PDM-es
betegek csoportjdban szignifikdnsan magasabb volt (40,5%), mint akdr az inaktiv PDM-es
csoportban (12,3%, p<0,002), akdr a kétféle kontrollcsoportban (sajat: 19,1%, p<0,02;
irodalmi: 21,5%, p<0,01). A T/T genotipus ardnya szintén nagyobb volt a krénikus lefolydst
mutatd betegcsoportban, mint a policiklusos, vagy a monofdzisos csoportban, vagy a
kontrollokban, de a kiilonbség csak krénikus (47,1%) és a policiklusos csoport (7,5%,
p<0,002) illetve a krénikus csoport és a kontrollok (sajat: 19,1%, p<0,03; irodalmi: 21,5%,
p<0,03) Osszevetésekor bizonyult szignifikdnsnak. A T/T genotipusi PDM-es betegek
csoportjdban az aktiv stadiumu (15/24=62,5%) és a krénikus lefolyasu betegek (8/24=33,3%)
ardnya szignifikidnsan magasabb volt, mint az egyéb genotipusokat egyesitdé C/C+C/T

csoportban (aktiv: 22/86=25,6%, p<0,002; kronikus: 9/86=10,5%, p<0,02)(4. tdblazat).
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C/IC+C/T T/T C-allél T-allél

Inaktiv 64 (87,7%) 9 (12,3%) 58,2% 41,8%
Aktiv 22 (59,5%) 15 (40,5%) 41,9% 58,1%
Monofazisos 40 (75,5%) 13 (24,5%) 50,0% 50,0%
Policiklusos 37 (92,5%) 3 (7,5%) 66,2% 33,8%
Kroénikus 9 (52,9%) 8 (47,1%) 29,4% 70,6%
Kontroll (sajat) 89 (80,9%) 21 (19,1%) 50,9% 49,1%
Kontroll (irodalom) 1115 (78,5%) 305 (21,5%) 53,0% 47,0%

4. tablazat A CD14 gén C(-159)T polimorfizmusa, a betegség aktivitas és betegség lefolyas
kozotti osszefiiggés vizsgalata poly/dermatomyositis-ben

A genotipusok megoszldsa kozotti kiilonbséget Khi-négyzet teszt segitségével értékeltiik.
(aktiv vs inaktiv betegek: p<0,002; aktiv betegek vs sajit kontrollok: p<0,02; aktiv betegek vs
irodalmi kontrollok: p<0,01; policiklusos vs krénikus betegek: p<0,002; krénikus betegek vs
sajat kontrollok: p<0,03; kronikus betegek vs irodalmi kontrollok: p<0.03).

6.3.6. A CDI14 gén C(-159)T polimorfizmusa és a szérum sCDI14 koncentrdcidja kozotti
osszefiiggés vizsgdlata

Osszehasonlitottuk a CD14 gén C(-159)T polimorfizmusdra vonatkozéan kiilonbozd
genotipusu betegek szérumdnak sCD14 koncentraciéit. A T/T genotipus esetében a szérum
0ssz sCD14 koncentraciéja (T/T-6ssz sCD14: 2672,6£522,4 ng/mL, p<0,03) és az 56 kDa-os
izoforma koncentracidja is (T/T-56 kDa sCD14: 1529,1£381,5 ng/mL, p<0,02) szignifikdnsan

magasabb volt, mint a tobbi genotipus esetében (C/C+T/C-6ssz sCD14: 2464,91472,8 ng/mL;

C/C+T/C-56 kDa sCD14: 1278,7£450,9 ng/mL).
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MEGBESZELES

A természetes immunrendszer meghatiroz6 molekuldris elemei kozé tartoz6 CDI14
molekula és TLR-ek, mint a patogénekre jellemz0 molekuldris mintdzatokat felismerd
receptorok egyiittmiikodd rendszere, szdmos mikrobidlis termék felismerésében jatszik
szerepet (2, 4-6, 11-14, 17). Béarmilyen, ezek expresszigjat, méginkabb miikodését érintd
valtozds nagy hatdssal lehet a gazdaszervezet immunregulicidjara, patogénekkel szembeni
védekezOképességére. A CD14 molekula a ,,befogd” szerepét jatssza ebben az egyiittesben,
kozvetleniil kotodik a patogénekre jellemzd molekuldkhoz. A kotddésnek két kovetkezménye
van: egyrészt a felismert mintdzat az asszocidlt TLR4 receptorok szdmadara is konnyen
hozzaférhetové valik, ami a kotodést kovetden sejtaktivaciot eredményez (12-14, 62), mésrészt
a megkotott ligandum internalizdcidja a mikrobidlis termékek eltakaritdsdhoz és
detoxifikdldsdhoz is hozzdjarul (62). A CD14, a TLR-ek és az infekcidk kozotti kapcsolat
kétféle moédon is megvaldsulhat. Ezen receptorok csokkent expresszidja, illetve aktivitdsa a
fertozések gyakorisdgdnak novekedéséhez vezethet, ugyanakkor a sulyos lokdlis, vagy
szisztémads fertdzések az egész szervezet immunrendszerét mozgdsitjak, ami a CD14 és egyes
TLR-ek aktivitasat, expresszidjat fokozhatja.

Szamos megfigyelés szerint a S. aureus kimutathaté az atopids dermatitisben szenvedo
betegek bortiinetek altal érintett és nem érintett borfeliiletén is, mind az akut, mind a krénikus
1ézidkban. Ezen baktériumok a krénikus gyulladds fenntartasa, felerdsitése révén hozzajarulnak
az atdpias tiinetek kifejlodéséhez. Olyan anyagokat (pl. peptidoglikdn) bocsatanak ki, amelyek
a T-sejtek, makrofdgok, eozinofil granulocytdk €s keratinocytdk proinflammatérikus citokin
termelését serkentik (42, 45). Raadasul a Staphylococcus exotoxinok szuperantigénként
viselkedve a T-sejtek poliklondlis aktivaciéjat okozzak (42, 45, 63), ezen tilmenden
hagyomanyos allergénként funkciondlva az exotoxinra specifikus T-sejtek termelését

indukaljdk, ami exotoxin-specifikus IgE antitestek képz0déséhez vezet (44, 47).
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Az atOpias bort érintd gyakori bakteridlis fertdzések okt teljesen még nem ismerjiik. Mivel
az AD-s bor stratum corneum rétege sériilt, a bor szabadon maradé fibronectin receptorai
el0segithetik a S. aureus adhézidjat (42, 50). Raadasul az atépids dermatitisben szenvedd
betegek keratinocytdi kevesebb defenzint és egyéb antimikrobidlis peptidet termelnek, mint az
egészséges személyek, ami eldsegitheti a baktériumok megtelepedését, szaporodasat (42, 51).
A gazdaszervezet mikrébdk elleni védekezOrendszerének fontos eleme a mononukledris
fagocita rendszer. A monocytdk, makrofigok a baktériumokbdl szdrmazé anyagok (LPS,
peptidoglikan) hatdsdra aktivdlédnak, s ez a folyamat leginkdbb a CD14/TLR receptorok
kozvetitésével valsul meg (11-14, 17). Igy egy lehetséges magyardzat a gyakori fertézésekre
ezeknek a molekuldknak a csokkent expresszidja és funkciéja. Eppen ezért vizsgélataink sordn
a CD14 és TLR-ek fenotipusos és funkciondlis tulajdonsédgait vizsgaltuk atopids dermatitisben
szenvedO betegek mintdiban. Szignifikdnsan magasabb szamu TLR2-t detektaltunk a periférids
monocytdkon, CD14-et a granulocytdkon és CD180-at a CD180" lymphocytdkon az AD-s
betegekben, mint az egészséges kontrollokban. Hasonl6an magasabb volt a TLR4 molekuldk
szdma a monocytdkon és a TLR2 molekuldké a granulocytikon, de az egészségesekhez
viszonyitva a kiilonbség nem volt szignifikdns. Nem taldltunk eltérést az AD-s betegek CD14
medidlta LPS-kotésének és baktérium felvételének mértékében sem. Mivel a vizsgalt
receptorok expresszidja nem csokkent a betegekben, igy a csokkent receptorszdm nem
okozhatta az atopids dermatitises boron oly gyakori bakterialis infekciokat. Ugyanakkor ismert,
hogy a Gram-negativ €és Gram-pozitiv baktériumok kiilonb6z6 termékei a periférids
fehérvérsejteken fokozhatjak a CD14, TLR2 és TLR4 molekuldk expresszidjit (64), és ezen
receptorok szdma szignifikdnsan magasabb volt a baktériumok okozta szepszises betegekben
(65) is. Ezek a megfigyelések, valamint a sajat eredményeink is arra utalnak, hogy a gyakori
lokalis bakterialis infekciok és az AD-s bor csokkent barrier funkcidja kovetkeztében bizonyos

bakteridlis molekuldk (LPS, peptidoglikdn, szuperantigének) bejuthatnak a vérkeringésbe €és
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fokozhatjak a fehérvérsejtek CD14/CD180/TLR expresszigjat. A CD180 molekuldk szdménak
a CD180" lymphocytdkon tapasztalhat ndvekedése hasonlé médon magyarazhats. A CD180 a
TLR4-hez hasonld szerkezetii és funkcidju molekula, a lymphocytak fontos LPS kot6 receptora
(66).

A sejtfelszini receptorok szdmaban észlelt eltérések kifejezettebbek és szignifikansabbak
voltak az intrinsic AD-s betegek esetében, mig az extrinsic AD-s betegcsoport adatai nem
tértek el jelentOsen az egészséges kontrollokét6l. Mivel a bakteridlis fertdzések gyakorisdga
nem nagyobb az intrinsic AD-s betegekben, mint az extrinsic AD-s csoportban (67),
feltételezhetjiilk, hogy az intrinsic AD-s betegek érzékenyebben reagalnak a kiilonbozo
mikrobidlis eredetli anyagokra. Ez a tilérzékenység vélthatja a ki az atépids dermatitisnek ezt a
formdjat. Irodalmi adatok azt mutatjdk, hogy az intrinsic AD-ben szenved6 betegek 50%-dban
mikrobidlis komponensekkel szembeni allergén-specifikus IgE termelddését lehet kimutatni.
Ez a megfigyelés tovabb noveli annak a valdszinliségét, hogy az intrinsic AD kialakulasédban
kivalt6 tényezd lehet a mikrobidlis eredetli anyagokkal szembeni tilérzékenység (52).

A CD14 és a TLR-ek fontos szerepet jatszanak a periférids leukocitak és antigén bemutato
sejtek aktivdlasdban, a gyulladdsos folyamatok és az antigénspecifikus immunvdlasz
beinditasdban (11-15, 17). Hogy az autoimmun betegségek kialakuldsaban, lefolydsdban is
szerepet jdtszhatnak ezek a receptorok, arra utal az a tény, hogy megvaltozott mCD14
expressziot, sCD14 koncentraciot és a CD14 gén C(-159)T polimorfizmusanak megvaltozott
genotipus eloszlasét figyelték meg kiilonb6zd autoimmun betegségekben (23, 31, 34). Azért,
hogy valaszt kapjunk arra, hogy a CD14 molekulat érintd véltozasok befolyasolhatjdk-e a
szisztémds autoimmun betegségek kialakuldsit és a betegség lefolydsat, polymyositisben és
dermatomyositisben szenvedd betegek mintdiban vizsgaltuk meg a CDI14 rendszer fenti
paramétereit. E két szisztémds autoimmun betegségnek nagyon hasonldak a klinikai tiinetei, de

patomechanizmusuk eltérd. Polymyositis esetében az immunrendszer sejtes elemei kozvetleniil
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karositjdk az izomrostokat, mig dermatomyositisben az immunrendszer humorélis elemei az
izmokat ell4té ereket megtdmadva roncsoljak az izomszovetet (57, 59). A polymyositises €s a
dermatomyositises betegek adatait 9sszevetve nem taldltunk kiilonbséget a monocytdk mCD14
expresszidjanak mértékében, a szérum sCD14 kiilonb6z6 formainak koncentracidjdban és a C(-
159)T polimorfizmus genotipusainak megoszldsaban sem. Ezek az eredmények arra utalnak,
hogy a CD14 rendszert érintd véltozdsok nem magyardzzdk a PM és DM patogenezise kozotti
kiillonbségeket. Mivel a vizsgalt paraméterekben nem talaltunk kiilonbséget a két betegcsoport
kozott, igy a késObbiekben egy egységes myositises (PDM) csoportba soroltuk a PM-es és
DM-es betegeket.

A PDM-es betegek és a kontrollok adatait Osszevetve nem tudtunk szignifikdns
kiillonbséget kimutatni a két csoport kozott sem a 9ssz sCD14 koncentraciét, sem a mCD14
expressziot illetden. Az aktiv és az inaktiv stddiumban 1év0 betegek adatait elemezve azt
taldltuk, hogy az aktiv betegek sCD14 koncentricidja magasabb, monocytdiknak mCD14
expresszidja alacsonyabb volt az inaktiv betegekhez és a kontrollokhoz viszonyitva is. Ha a
betegeket a betegséglefolyds alapjan osztottuk alcsoportokba, azt taldltuk, hogy a krénikus
csoportba tartoz6 betegeknek magasabb volt a sCD14 koncentracidjuk és kevesebb mCD14-et
expresszéltak. Ha az aktivitds alapjan megéllapitott csoportokat a betegséglefolyds szerint
osztottuk tovabbi alcsoportokra, akkor az alcsoportok kozott nem voltak szignifikdns
kiillonbségek. Az aktiv betegek azonban minden betegséglefolyds szerinti alcsoportban
magasabb sCD14 koncentréciét €s alacsonyabb CD14 expressziét mutattak, mint az egészséges
kontrollok, s a kiilonbség majdnem minden Osszehasonlitasban szignifikdnsnak bizonyult. Az
inaktiv betegek ezen paraméterei a kontrollokéhoz voltak hasonldak. A sCD14—et és mCD14-
et érintd, a teljes kronikus csoportban tapasztalhatd szignifikdns eltérések azzal
magyarazhatok, hogy e csoporton beliil szignifikdnsan magasabb volt az aktiv betegek ardnya,

mint a tobbi csoportban. Ezek az adatok arra utalnak, hogy a sCD14 koncentricié emelkedése,
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és a mCD14 expresszid csokkenése a betegség aktivitasat jelzd markerek. Rdaddsul ezek a
paraméterek szignifikdns korreldciot mutattak a hagyomédnyos, myositisekre jellemzd aktivitasi
marker, az LDH koncentricidjanak véltozasaval.

Eredményeinkhez hasonloan emelkedett sCD14 koncentriciot és csokkent mCD14
expressziot tapasztaltak még egyes fertdzéses (24, 30, 31, 68), kronikus gyulladéssal jar6 (32,
33), atopids/allergias (35, 36), kardiovaszkuléris (39) és autoimmun (23, 31, 34) betegségekben
is. Bizonyos esetekben a sCD14 és mCD14 véltozdsok Osszefiiggést mutattak a betegség
aktivitasdval, vagy esetleg a betegség haldlos kimenetelével (24, 31). A CD14 véltozasoknak a
kiillonboz6 gyulladdsos folyamatokkal valé Osszefiiggése felveti annak a lehetdségét, hogy a
CD14 egy pozitiv akut fazis fehérje. Két kiilonb6z6 tanulmdany is kimutatott dsszefiiggést a
sCD14 koncentricid, vagy a CD14 expresszi6 €s a CRP koncentricigja kozott (30, 68), Bas és
kollégai pedig bizonyitottdk ezt a hipotézist (69).

A szérumban taldlhat6 sCD14 eredete mind egészséges, mind koéros allapotban még nem
teljesen tisztazott. Akut fazis fehérjeként a m4j hepatocytai is termelhetik (22, 69), ugyanakkor
szamos vizsgalat utal arra, hogy a monocytdk, granulocytdk és a makrofagok is termelnek
sCD14-et (19-21). Az ujonnan szintetizdlodé CD14 molekuldk enzimatikus modifikaciot
kovetden glikozil-foszfatidil-inozitol (GPI) farok segitségével jelennek meg a sejtmembran

£ 9

felszinén, majd proteolitikusan lehasadhatnak a sejtek felszinérdl. A ,,vedlés” kovetkeztében a
szérumba keriild CD14 48 kDa tomegli. Az intracelluldris CD14 molekuldk egy masik része
elkeriilve a GPI-farok kapcsolédasat, direkt médon szekretalddik s 56 kDa-os formédban kertil a
szérumba (19-21). Annak érdekében, hogy eldontsiik, a myositises betegek szérum sCD14
koncentracidjanak emelkedése mogott melyik mechanizmus dll, Western-blot segitségével
meghatdroztuk a kiilonbozd sCDI14 izoformdk koncentrdcidjat a betegek szérumaban.

Eredményeink azt mutattak, hogy a betegek 48 kDa-os izoformdjdnak koncentracidja nem tért

el a kontrollokétdl, ugyanakkor az 56 kDa-os izoforma koncentricidja az 0Ossz sCD14
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koncentracidhoz hasonléan véltozott. Az aktiv myositises betegek 6ssz sCD14 koncentrécidja
emelkedésének hatterében tehat az 56 kDa molekulatomegii izoforma direkt szekrécidja 4llt.
Ennek a folyamatnak a domindldsa és kovetkezésképpen a GPI-farok kapcsoldddsanak és a
mCD14 képzddésének a visszaszoruldsa magyardzhatjia a mCD14 expresszi6 PDM-es
betegekben észlelt csokkenését.

Szdmos megfigyelés €s adat utal arra, hogy a CD14 gén C(-159)T polimorfizmusa
befolydsolja a szérum sCDI14 koncentracidjat. A T/T genotipus kiilonb6z0 betegségekben
Osszefiiggést mutatott a sSCD14 koncentracié6 emelkedésével (32, 33), s mi is ezt tapasztaltuk
vizsgalataink sordn. Bar az adatok néha ellentmonddak, a T/T genotipus egyes fertdzéses (38),
gyulladasos (32, 33), autoimmun (34) és kardiovaszkuldris (39) betegségek kialakuldsaval és
aktivitdsdval is Osszefiiggést mutatott. Sajdt eredményeink szerint a T/T genotipus
szignifikdnsan magasabb ardnyban volt jelen az aktiv stddiumu és a krénikus betegek kozott.
Mivel ezen betegcsoportok esetében a sCD14 koncentracio is emelkedett volt, ez szintén a T/T
genotipus és a magasabb sCD14 koncentracié kozotti asszocidciot tdmasztja ald. Mivel a
sCD14 a felsziniikon mCD14 molekuldkat nem hordoz6 endothel, epithel és simaizom sejtek
aktivicigjat is eldsegiti (27, 28), a magasabb sCD14 koncentracié hozzajarulhat ezen sejtek kis
mértékii, de 4lland6 aktivicidjdhoz, proinflammatérikus citokinek termeléséhez és a kronikus
gyulladdsos folyamatok fenntartdsdhoz. A PDM-es betegekben tehat a T/T genotipus esetében
— az emelkedett sCD14 koncentracidval sszefiiggésben — nagyobb valdszinliséggel alakul ki a
myositis kronikus forméja. A természetes immunrendszer folyamatos aktivédldsa altal kivaltott
kis mértékii gyulladds szerepét egyes betegségek (pl: atherosclerosis, II. tipusu cukorbetegség,
kronikus obstruktiv tiidObetegség) patogenezisében mér leirtak (70).

A CDI14 rendszer miikodése terdpids szerekkel befolydsolhaté. Az immunszupressziv,
antiinflammatoérikus hatdsukrdl ismert gliikokortikoszteroidok (GCS) tobb mddon, tobbféle

sejtre hatva fejtik ki hatasukat. Eldsegitik a T-sejtek apoptdzisat, gatoljdk az IL-2 termelést és a
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T-sejtek kidramlédsat a lymphoid szervekbdl, igy redukaljdk a keringésben 1évd T lymphocitdk
szamat (71-75). A B-sejtekre gyakorolt hatdsuk kevésbé kozvetlen, leginkabb a T-sejtek segitd
funkcidjanak csokkenése kovetkeztében lesz alacsonyabb a keringd autoantitestek mennyisége
hosszan tart6 GCS kezelés hatasara (74, 75). A monocytdk, makrofagok és neutrophil
granulocytdk miikodésére viszont gyorsabban, kozvetlenebbiil hatnak a szteroidok (71).
Csokkentik az ezen sejtek felszinén kifejez6dd adhézids molekuldk szamét (76), gyengitik
fagocita funkcidikat, kemotaxisukat (71), az oxidativ intermedierek, baktericid hatdsu
proteinek, eikozanoidok termelésének csokkentésével gyengitik baktériumold képességeiket
(71, 74). GCS terdpia hatdsara a proinflammatoérikus gének (IL-1, TNFa, IL-2, IL-12)
transzkripcidja csokken, mig az anti-inflammatérikus gének (IkB, IL-10, IL-1RII) aktivalédnak
(77,78,79).

A szteroid hatds djabb feltételezett mechanizmusa lehet a monocytdk CD14/TLR medidlta
aktivacidjanak a gatldsa és ezt vizsgaltuk meg kisérleteink sordn. A kortikoszteroidoknak a
CD14 expresszidra, CD14-fliggd funkcidkra kifejtett hatdsat még nem sok tanulmany elemezte
s ezeknek az adatai is ellentmonddsosak. Creery és munkatarsai (80), Cranny és munkatérsai
(81), valamint Schmidt és munkatarsai (82) izolalt mononukledris sejteket kezeltek kiillonb6zo
dézisi dexamethasonnal és a sejtfelszini CD14 molekuldk szignifikdns csokkenését
tapasztaltak. Ezzel szemben egy hasonl6 in vitro rendszerben Wenzel és munkatérsai (83) azt
észlelték, hogy a szteroid terdpia nem befolydsolta a CD14 expresszidt, mig Kodama és
munkatdrsai (84) a monocytdk felszinén megjelend mCDI14 molekuldk szdmanak a
novekedésérdl szamoltak be. A gliikkokortikoszteroiddal kezelt egészséges és beteg egyének
monocytdinak CD14 expresszidjat vizsgadlva szintén ellentmonddsos eredmények sziilettek.
Volk és munkatdrsai (85), Landmann és munkatdrsai (86), valamint Fingerle-Rowson és
munkatdrsai (87) valtozatlan, mig Nupponen és munkatérsai (88) csokkent CD14 expressziordl

szamoltak be. Nockher és Scheerberich vizsgélataik sordn az in vitro GCS kezelt monocytak
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mCD14 expresszidjdnak €s sCD14 termelésének dozis-fiiggd csokkenését, valamint az LPS-
kotés és az LPS-indukalta IL-1B termelés csokkenését tapasztaltdk (25). In vivo kisérleteik
soran viszont csak a pulzus szteroid terdpidban részesiilt SLE-s betegek CD14 expressziéjat és
szérum sCD14 koncentraciéjat vizsgaltdk, mindkét paramétert illetden csokkenést figyeltek
meg. Sajat vizsgalataink azt mutattdk, hogy a kezeletlen, vagy kis d6zisd szteroid terapidban
részesiilt SLE-s betegek monocytdinak CD14 expresszidja nem tért el szignifikdnsan a
kontrollokétdl, viszont a pulzus szteroid terdpia 40-50%-kal csokkentette a sejtfelszini CD14
molekuldk szamat. Nockher és Scherberich megfigyeléseihez (25) hasonléan sajat adatainkbol
is az deriil ki, hogy csak magas szteroid koncentracié alkalmazdsa esetén reguldlédik le a
mCD14 expresszié és az ehhez sziikséges in vivo kezelésnek is megfeleléen hossztinak, 2-3
naposnak kell lennie.

A szteroiddal kezelt betegek monocytdinak csokkent CDI14 expresszidja és az ezzel
Osszefiiggésben csokkent CD14-fliggd LPS kotés a szteroidoknak a CD14 gén szabélyozasara
gyakorolt kozvetlen hatdsaval is magyarazhat6. A CD14 gén promoter régidjaban taldlhatd egy
SP1 transzkripcids faktor kotéhely. Kimutattdk, hogy a dexamethason (egy szintetikus szteroid
készitmény) gitolni képes e reguldléd szekvencia és az SP1 kotddését (89). A gatolt
transzkripcié eredményeképpen csokkenhet a sejtfelszini CD14 molekuldk szdma. Egy masik
lehetséges magyardzat az, hogy a kortikoszteroid terdpia az intracellularis CD14 sorsat
befolydsolja: ha a CDI14 direkt szekréciéja keriil el6térbe, akkor a membranhoz
transzportdlodé, majd GPI-farokkal a sejtfelszinhez kapcsol6dé CD14 molekuldk szdma
csokkenhet.

A kortikoszteroid terdpia hatdsara az SLE-s monocytdknak nemcsak a CD14 expresszidja,
de az LPS-indukdlta CD14-fiiggd aktivacidja is csokkent. Az alacsonyabb expresszié és a
kisebb mértékii aktivacio Osszefiigghet egymassal, de a magyardzat vélhetéen bonyolultabb. A

szteroidok ugyanis szdmos olyan transzkripciés faktor mukodését (pl. NF-kB) is gatoljék,
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melyeknek a TNFa és egyéb proinflammatdérikus citokinek termelésében van fontos szerepiik,
valamint anti-inflammatérikus citokinek (IL10, IL1RII) termelését is indukélhatjak (77, 79,
80). Ezek a hatdsok az éltalunk alkalmazott viszonylag hosszi inkubéciés id6 (16h) alatt is
érvényesiilhettek (74, 77). A gliikkokortikoszteroidoknak ez a komplex hatdsa magyardzhatja az
aktivaciot vizsgélo kisérleteinkben tapasztalt nagyobb egyéni variabilitést.

A GCS terdpia hatdsdra csokkend CDI14 expresszio, LPS-kotés és sejtaktivacid
redukdlhatja az immunrendszer reaktivitdsat és hozzdjarulhat a szteroidok immunszupressziv
hatdsdhoz. A gatolt miikkodéstt CD14 rendszer ugyanakkor a gazdaszervezet kérokozodkkal
szembeni védekezOképességének a csokkenéséhez vezet, ami fontos kivalté tényezdje lehet az

SLE-s betegekben szteroid terdpia alatt gyakran tapasztalhat6 fertézéseknek (90).
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OSSZEFOGLALAS

A velesziiletett immunrendszer mintafelismerd receptorai koziil kiemelkedd jelentdsége van a
toll-like receptoroknak és a bizonyos TLR-ekkel asszocidlt CDI14-nek. A koérokozok
elimindldsanak eldsegitésén kiviill ezek szerepet jdtszanak az adaptiv immunrendszer
reguldlasdban, és az autoimmun betegségek kialakuldsdban is. Munkdnk sordn a CD14
rendszer és egyes TLR-ek expresszidjanak €s funkcidinak valtozasit vizsgéltuk autoimmun
betegségekben (szisztémds lupus erythematosus — SLE, poly/dermatomyositis — PM/DM)
valamint a gyakori borfertézésekkel jellemezhetd atdpids dermatitis-ben (AD). A szérum
sCD14 mérésére egy Uj, aramlési citometrids mddszert allitottunk be, a sejtfelszini receptor
expresszid és ligandkotés meghatdrozdsa citofluorimetridval, a ligand indukdlta sejtaktivacid
TNFa szekrécié mérésével, a sCD14 izotipusok meghatarozasa Western-blot, mig a CD14 gén
C(-159)T polimorfizmus genotipizdldsa egy PCR+RFLP mddszer segitségével tortént.

Az AD intrinsic formdjdban emelkedett CD14, TLR2, TLR4 és CD180 expressziot észleltiink a
leukocitdk felszinén, €s a monocytdk/granulocytdk LPS és baktérium felvétele sem mutatott
csokkenést. Ez alapjan a gyakori borfertdzések vélhetden nem fiiggnek Ossze a CD14 és a
vizsgalt TLR-ek csokkent mikodésével. Sokkal valdsziniibb, hogy a fokozott borpermeabilitas
miatt a keringésbe keriil6 bakteridlis eredeti molekuldk szisztémdsan is fokozzdk az
immunrendszer aktivitdsat, ami fokozott receptor expressziot eredményez.

A C(-159)T polimorfizmus T/T genotipusa emelkedett sCD14 szinttel jart egylitt myositisben
és asszocidciot mutatott a kronikus betegséglefolyassal. A T/T genotipus hajlamot jelenthet a
krénikus betegséglefolydsra, vélhetdéen azzal, hogy magasabb sCD14 szintet tart fent, ami a
CD14-negativ endothel és izomsejtek kis mértékii, de konstans aktivalédasat eredményezi.

A pulzus szteroid terdpia szignifikdnsan csokkentette az SLE-s monocytdk CDI14-
expresszidjat, LPS kotését és LPS-indukdlta TNFa szekrécidjat, ami a szteroid hatds egy uj

mechanizmusét jelentheti.
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SUMMARY

Toll-like receptors and their associated molecules like CD14 are the most important pattern
recognition receptors of the innate immune system. They support the elimination of invading
microorganisms, furthermore have an important role in the initiation of the adaptive immune
response and even can participate in the development of autoimmune disorders. In our studies
we analyzed the expression and functions of the CDI4 system and certain TLRs in
autoimmune disorders (systemic lupus erythematosus — SLE, poly/dermatomyositis — PM/DM)
and in atopic dermatitis (AD) characterized by frequent bacterial skin infections. A novel flow
cytometric assay was developed to measure serum sCD14 concentrations, the receptor
expression and ligand binding was quantitated by cytofluorometry, ligand induced cellular
activation was evaluated by measuring TNFa secretion, sCD14 isoforms were identified by
Western-blotting and the C(-159)T polymorphism of the CD14 gene was characterized using a
PCR+RFLP assay. In the intrinsic form of AD we observed an upregulation of CD14, TLR2,
TLR4, CD180, and the CD14 mediated LPS- and bacteria-binding was not altered. Based on
these data, the presence of frequent infections in AD are probably not attributable to the
diminished functions of these molecules. It is more likely that bacterial components are able to
translocate through the altered barrier of the skin and can induce the systemic activation of the
immune system and upregulation of certain receptors. The T/T genotype of the C(-159)T
polymorphism showed association with high sCD14 concentrations and with the chronic
disease course in myositis. In this way the T/T genotype might mean susceptibility for the
development of chronic disease course by maintaining elevated sCD14 levels that can induce
the mild but constant activation of CD14-negative endothelial and muscle cells. Pulse steroid
treatment significantly reduced CD14-expression, CD14-mediated LPS-binding and LPS-
induced cellular activation in monocytes of SLE patients that can mean a new biochemical

pathway of steroid action.
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