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1. BEVEZETES
1.1. A természetes immunrendszer mintazatfelismerése

Az emberi szervezetet folyamatosan ki van téve a kiilonb6z0 patogén koérokozok
tdmaddsanak. Az ezek elleni védekezés evolicids szempontbdl ¢sibb formdjat a természetes
immunrendszer biztositja. Sokdig élt az a nézet, hogy a magasabb rendii él6lényekben a
természetes immunrendszer nem specifikus — leginkdbb a mikrobdk és idegen anyagok
fagocitézisaban, megemésztésében megnyilvanul6 — vélasza csak arra szolgdl, hogy gyors, de
nem tokéletes védelmet nydjtson a behatold patogénekkel szemben a lassibb, de hatékonyabb
fajlagos immunvdlasz megjelenéséig. Ma mar nyilvanval6, hogy a velesziiletett
immunrendszernek meghatdroz6 szerepe van mind az antigénspecifikus immunvélasz
elinditdsdban (antigénprezentacio, kostimuléacid), mind az effektor folyamatok iranyitasaban.
Arra is fény deriilt az elmult években, hogy a természetes immunvdlasz nem teljesen
aspecifikus, kiillonbséget tud tenni a sajat anyagok, €s a patogénekbdl szdrmaz6 molekuldk
kozott, bar a felismerés moddja alapvetden kiillonbozik az adaptiv immunrendszerétol. A
természetes immunvalasz elinditdsdban és szabdlyozdsdban kulcsfontossdgi szerepe van a
kérokozdék konzervalt strukturdlis elemeit (,,patogénhez asszocidlt molekuldris mintdzat™)
azonosité mintafelismerd receptoroknak. Ezek lehetnek szolubilisek és sejtasszocidltak és
elhelyezkedhetnek a sejtek felszinén €s azok belsejében. A sejtasszocidlt receptorok ligandjuk
kotése utan kiilonboz6 szignalizacids utvonalakon keresztiill eredményezik a koérokozok
elimindlésat eldsegitd effektor molekuldk termelddését. Attdl fiiggden, hogy mely receptorok
€s mely intracelluldris szignalizaciés utvonalak aktivalédnak tobbé-kevésbé patogén-
specifikus immunvélasz general6dhat.
1.2. A toll-like receptor csalad

A sejtasszocidlt receptorok koziil kdzponti szerepet toltenek be a toll-like receptor (TLR)

csaldd molekuldi és az ezekkel asszocidlt fehérjék, mint pl. a CD14 molekula. Napjainkig a



humin TLR csalddnak 10 tagjat azonositottdk. Az I.-es tipusu transzmembran proteinek
csaladjaba tartoznak. Egy extracellularis ligandfelismerd LRR (leucine rich repeat) doménbdl,
egy transzmembrdn doménbdl és egy jeltovabbité citoplazmatikus TIR (Toll/IL-1R
homology) doménbdl épiilnek fel. Ligandspecifitdsukban, celluldris lokalizdcidjukban és
szignalizaciés utvonalaikban kiilonbség mutatkozik az egyes TLR molekuldk kozott, és
miutdn minden immunsejt egyedi varidcioban fejezi ki a TLR-eket, igy sokféle viszonylag
specifikus immunvélasz general6dhat.

A TLR4 a Gram-negativ baktériumok faldban taldlhat6 lipopoliszacharidot (LPS-t) és
bizonyos endogén molekuldkat (hdsokk proteinek) ismer fel. A TLR2 a Gram-pozitiv
baktériumok kiilonb6z6 komponenseit koti, igymint a peptidoglikdnokat, lipoteikolsavat és
lipopeptideket, a mycobacteriumokbdl szdrmazé 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 molekuldkkal, melyek a triacil- és diacil-lipopeptidek
megkiilonboztetésében vesznek részt. A TLR5 a Gram-negativ baktériumok mozgédsaért
felelos flagellum f6 alkoté fehérjéjét, a flagellint ismeri fel. A TLR3, TLR7 és TLRS, a
virusok detektdldsaban jatszik szerepet, a TLR3 a virdlis kettésszali RNS (dsRNA), a TLR7
és TLRS8 az egyszdli RNS (ssRNA) kotése révén. A TLR7 és TLRS8 ugyanakkor bizonyos
antivirdlis szerek (imiquimod) kotésére is képes. A TLR9 a bakteridlis és virdlis metildlatlan
CpG DNS felismeréséért felelés. A TLR4-hez nagymértékben hasonlé LPS felismerd
molekula az RP105 (radioprotective 105, CD180), mely leginkdbb a B-lymphocytédkon,
kisebb mértékben a makrofagokon, dendritikus sejteken fejezddik ki. A B-sejtek
proliferdcigjat, a CD86 molekula expresszidjanak fokozodasat indukélja, fokozza a sugarzds
altal indukalt apoptdzissal szembeni rezisztenciat.

A cellularis lokalizaciot illetéen a CD180, TLR2, TLR4 és a TLR2-vel asszocialt TLR1és

TLR6 a sejtek felszinén a citoplazma membranban helyezkedik el. A TLRS lokalizacidja



hasonld, de jellegzetes médon az intestindlis epithel sejtek basolaterdlis felszinén taldlhatd,
igy csak akkor medidl sejtaktivaciot, ha a kérokozok behatolnak a bél nydlkahartydjaba. A
TLR3, TLR7, TLRS8, TLR9 intracellularisan, az endoszémaban/fagoszémaban helyezkedik el,
igy aktivacio csak akkor kovetkezik be, ha ligandjaik internalizdlédnak.

A ligand felismerésben €s a szignalizacioban a TLR-eket bizonyos koreceptor molekuldk
is segitik. A TLR4 megfeleld0 mikodéséhez sziikséges az MD2 molekula jelenléte, mig a
TLR4-hez sokban hasonlé CD180 esetében az MD1 kotédik a receptor komplexhez. A TLR4
medidlta szignalizici6 TRAM/TRIF dtvonaldnak inicializdldsa CDI14-fiigg6. A CD36
molekula jelenléte sziikséges a TLR2/TLR6 komplex diacilglicerol felismeréséhez. Végiil az
endoplasmaticus  reticulumban elhelyezkedd Unc93bl molekula esszencidlis az
intracelluldrisan elhelyezkedé6 TLR3, TLR7 és TLRY bakterialis/virdlis eredeti nukleinsav
azonositdsdhoz.

A TLR csalad egyes tagjai képesek bizonyos sajat, az emberi szervezetbdl szarmazod
ligand felismerésére is, €s igy az antigénprezentacidé soran eldsegithetik a latensen jelenlévd
autoreaktiv B-sejtek aktivalodasat, autoantitest termelését. Ezeknek a molekuldknak, tehat,
szerepe lehet az autoimmun betegségek kialakuldsaban is.

1.3. A CD14 molekula

A CDI14 molekula a természetes immunrendszer egyik kozponti mintdzatfelismerd
receptora, az egyik legjelentdsebb LPS kot fehérje. Nem transzmembrian fehérje, egy
glikozil-foszfatidil-inozitol (GPI) farkon keresztiil illeszkedik a sejtmembrinba, mely nagy
laterdlis mobilitast biztosit a receptor molekuldnak.

A membran-expresszdlt forman (mCD14) kiviil szolubilis formdja (sCD14) is 1étezik,
melynek két 6 tipusa kiilonithetd el a human szérumban: egy 56 kDa-os és egy 48 kDa-os
izoforma, melyeknek eredete eltérd. A 48 kDa-os izoforma kiilonb6zd stimulusokra a

membréan-expresszalt CD14 molekuldk sejtekrdl valé lehasaddsa sordn keletkezik, mely



folyamatban szerin-protedzok szerepét igazoltdk. Az 56 kDa-os izoforma direkt mddon
szekretdlodik, megtartja C-termindlis végét s elkeriili a GPI-farok kotddését. Ezen forma
valészintileg intracelluldrisan raktarozodik, s szekréciéjat szerin-protedzok nem befolyésoljak.

A mCD14 myeloid differencidléddsi marker, els6sorban érett myeloid sejtek
expresszaljak, de kisebb mennyiségben kimutathaté B-lymphocytdkon, dendritikus sejteken,
bazofil granulocytdkon, trofoblaszt sejteken és gingivalis fibroblasztokon is. A sCD14
termeléséhez a hepatocytdk is nagymértékben hozzajarulnak.

A CD14, mint LRR-eket tartalmazé mintdzatfelismerd receptor jelentds szerepet tolt be a
kérokozdkkal szembeni védekezésben, ugyanis az LPS-en kiviil szdmos egyéb, Gram-negativ,
Gram-pozitiv baktériumokbdl és gombdkbdl szarmazd konzervativ struktirdt képes
felismerni. Ilyen molekuldk példdul a peptidoglikan, lipoteikolsav, a mycobacterialis
lipoarabinomannan, vagy a Pseudomonas eredetli poliuronsav. Mivel a CD14-nek nincs
intracellularis doménje, nem indithat el Onmagdban jeldtviteli folyamatokat, ehhez
szignalizaciés molekuldk kozremiikodésére van sziiksége. A CD14-hez kotott LPS az MD2-
TLR4 komplexhez kotddve azonban mar képes a sejtek stimuldldsdra, ami az NF-kB
aktival6dasan keresztiil proinflammatdérikus citokinek termelddéséhez vezet.

A szolibilis CDI14-hez kotott LPS a CDI14 molekuldt nem expresszald sejtek (pl.
endothel-, epithel-, simaizom sejtek) membranjédhoz tud kotddni, és ilyen mdédon képes ezeket
aktivalni. Ugyanakkor a nagy mennyiségben jelenlévd sCD14 verseng a myeloid sejtek
mCD14-ével az LPS kotéséért, igy nagy koncentricioban az LPS bioldgiai hatasat
neutralizalni tudja. A sCD14 az LBP-vel egy effektiv foszfolipid transzfer-protein part alkot,
gyorsitja az LPS transzportjit a HDL részecskékhez, ezaltal eldsegiti az endotoxin
detoxifikaldsat, eliminécigjat. A CD14 molekula képes a keringd apoptotikus testek kotésére
és ezek celluldris felvételének medidlasara anélkiil, hogy ekozben gyulladdsos folyamatokat

indukdlna. Szerepe lehet a Gram-negativ baktériumok kotésében és fagocitézisaban is.



A CDl14-et koédolé gén proximdlis promoéter régidjdban ismert a C(-159)T, egy
funkcionédlisan jelentds polimorfizmus. A T allél fokozott transzkripcids aktivitdst mutatott
azokban a sejtekben, amelyekben a gatlé hatdsu SP3 transzkripcids faktor szintje alacsony (pl.
monocytdk), mig az SP3-ban gazdag hepatocytdkban a T és a C allél transzkripcids aktivitdsa
kozott nem taldltak kiilonbséget. Az is ismert, hogy a T/T homozigétdk szérum sCD14 szintje
szignifikdnsan magasabb, mint a C/C, vagy C/T genotipusiaké.

A CD14 molekula expresszidja, a sz€rumban 1évo sCD14 koncentracid, a CD14 gén egyes
genetikai polimorfizmusai valamint a TLR-ek expressziés és funkciondlis véltozéasai
Osszefiiggést mutatnak bizonyos autoimmun €s immunmediélt betegségekkel. Adatok sz6lnak
amellett is, hogy bizonyos terdpids beavatkozasok alkalmasak ezen rendszer komponenseinek
modulalésara.

1.4. A vizsgalt atépias és autoimmun betegségek
1.4.1. Atépias dermatitis

Az atépids dermatitis (AD) gyakori, multifaktoridlis, rendszeresen visszatérd, vagy
krénikus lefolyést, erds viszketéssel jaré gyulladdsos borbetegség, mely gyakran més atopids
betegségekkel (allergids rhinitis, asthma) jar egyiitt, illetve azokat megeldzve jelenik meg. Az
AD-ben szenvedd betegek igen fogékonyak bizonyos kutdn virusos, bakteridlis és gombds
fertozésekre. Az atdpids dermatitisnek két fO 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 el6. Az intrinsic
(nem allergids) varidns esetében, mely a betegek 20-30%-at érinti, nem mutathaté ki IgE-
medidlt szenzitizdcid, a szérum IgE koncentriciéja nem emelkedett. Az extrinsic varidns
esetében, a kornyezeti- és/vagy ételallergének 4ltal kivaltott, 1. tipusu, IgE medidlt
talérzékenységi reakcié megy végbe, amit a kronikus szakaszban mikrobidlis infekcidk dltal

kivaltott Th1 aktivitds kisér és sulyosbit. Az intrinsic formdban is gyakoriak a kutan infekciok



a mir6bdk elleni meggyengiilt védekezoképesség kovetkeztében. A mikrobidlis toxinok,
amellett, hogy egyesek szuperantigén hatdsuk kovetkeztében aktivaljdk a T-sejteket,
klasszikus allergénként viselkedve specifikus IgE képzddést indukdlnak. Ilyen moédon
lehetséges, hogy a mikrobidlis komponensekkel szembeni hiperreaktivitds vezethet az
intrinsic AD tiineteinek a kialakuldsahoz.

Az AD patogenezisében valdszinlileg a legjelentdsebb tényezd az immunrendszer
Th1/Th2 egyensulydnak a Th2 irdnyba valé eltolédédsa és részben ennek kovetkeztében a bor
védekezO funkcidjdnak meggyengiilése. A betegség kezdeti szakaszdban tapasztalt Th2
dominancia pontos oka nem ismert. A higiéniahipotézis szerint a Thl-stimuldciéval jar6
mikrobidlis expozicié gyerekkori elmaraddsa lehet az oka az atépids betegségekben tapasztalt
Th2 tdlstlynak, de a mucosalis tolerancia fenntartdsdban fontos szerepet betoltd szabalyozd
T-sejtek (Treg-sejtek) nem megfeleld miikddése is eredményezheti ezt az eltérést.

1.4.2. Szisztémas lupus erythematosus

A szisztémas lupus erythematosus (SLE) ismeretlen eredetli, multifaktoridlis, tobb szervet
érintd, véltozatos tiineteket okozo, altaldban hullamzé lefolydsd szisztémads, gyulladdsos
autoimmun betegség. SLE-ben az immunrendszer reguldciéjanak komplex zavara alakul ki. A
patomechanizmus Iényeges elemei a sajat antigénekkel szembeni tolerancia attorése, az
autoantigén kindlat novekedése, a sejttormelékek eltakaritdsanak zavara, melyek autoreaktiv
T-sejtek képzodéséhez, majd T-sejt dependens, illetve T-sejt independens mdédon (toll-like
receptorokon keresztiil) poliklonalis B-sejt aktivdciohoz €s autoantitestek széles skaldjanak
nagyardnyu termeléséhez vezetnek. Nagyon jellemzd SLE-ben a sejtmagalkotérészek ellen
irdnyul6 autoantitestek, mint az antinukledris antitestek (ANA), vagy az anti-DNS antitestek
termelddése. Az autoantitestek egy része direkt mddon is kérosithatja a sejteket, szoveteket,
de a patogenezis szempontjabol leglényegesebb mechanizmus az antigén-antitest komplexek

képzddése és lerakdddsa, ami az érintett szervekben gyulladdst idéz el6. Az immunkomplexek



csokkent elimindcidja miatt a gyulladds tartéssd vélhat, ami szévetdestrukcidhoz vezet (I11.
tipusu tulérzékenységi reakcid, immunkomplex betegség).
1.4.3. Polymyositis, dermatomyositis

A polymyositis (PM) és a dermatomyositis (DM) ismeretlen eredetli, multifaktoridlis, a
gyulladdsos izombetegségek kozé tartoz6 szisztémds autoimmun koérképek, melyek kozos
jellemzdje a proximdlis végtagizmok immunmedidlt krénikus gyulladdsa, amely progressziv,
szimmetrikus izomgyengeséghez vezet. A dermatomyositises betegeken tipusos, gyulladdsos
borelvaltozasok is megfigyelhetok.

Bar a két betegség patomechanizmusa eltérd, a kéros immunfolyamatok mindkét esetben
az izmok kronikus gyulladdsdhoz, az izomrostok pusztuldsdhoz, fibrézishoz vezetnek.
Jellegzetes kéros autoimmun jelenség PM/DM-ben a kiillonbozé myositisre specifikus és
myositissel asszocidlt autoantitestek jelenléte.

PM-ben a cellularis immunitds jatssza a fo szerepet a gyulladds fenntartdsdban, az
endomysedlisan, fasciculdkon beliil megjelend gyulladdsos infiltrdtum két fo sejtje a
makrofig és a CD8" citotoxikus T-sejt (Tc-sejt). A makrofdgok proinflammatérikus
citokineket termelnek. Valészintileg ez is hozzdjarulhat ahhoz, hogy az infiltralt, de még a
tavolabbi izomrostokon is az MHC I és bizonyos kostimulatérikus molekuldk expresszidja
fokozédik. Az ilyen mdédon antigénprezentdld sejtekké vald izomrostokkal immunoldgiai
szinapszisba 1ép0 autoinvaziv Tc-sejtek aktivdlodnak, klondlisan felszaporodnak, s perforint
termelve kérositjdk az izomsejteket. Az MHC-I molekulédk &ltal prezentalt izom autoantigén
egyeldre ismeretlen. A polymyositises betegek periférids vérében a Th1-Th2 egyenstly a Thl
sejtek iranyba tolddik el.

Dermatomyositisben a koéros, foként humordlis immunfolyamatok az intramuscularis
mikrovasculatura endotheliuma ellen irdnyulnak. A perivascularisan, illetve perifascicularisan

megjelend gyulladdsos infiltratumban Th-sejtek, B-lymphocytdk, makrofigok, pDC-sejtek,



neutrophil  granulocytdk  fordulnak el6. Koros  autoantitestek  aktivdljdk a
komplementrendszert, és a kapillarisok faldban litikus hatdsi C5b-9 MAC komplex rakodik
le, ami a kapillarisok pusztuldsdhoz, izomischemidhoz, majd perifascicularis atr6fidhoz vezet.
Az endothel sejtek kéros folyamatokat kivalté autoantigénje még nem ismert. DM-ben a Th1-

Th2 egyensily a Th2 sejtek irdnyéba tolddik el.

2. CELKITUZESEK

A CD14 molekula expresszidja, a sz€rumban 1évé sCD14 koncentracid, a CD14 gén egyes
genetikai polimorfizmusai valamint a TLR-ek expressziés és funkciondlis véltozasai
Osszefiiggést mutatnak bizonyos autoimmun €s immunmediélt betegségekkel. Adatok sz6lnak
amellett is, hogy bizonyos terdpids beavatkozasok alkalmasak ezen rendszer komponenseinek
moduldldsara. Munkdnk sordn eltér6 patomechanizmusi autoimmun betegségekben
(szisztémas lupus erythematosus, poly- €s dermatomyositis) vizsgéltuk meg a CD14 és egyes
TLR-ek expresszidjanak és funkcidinak véltozdsait. Analizdltuk ezeket a paramétereket a
gyakori bakteridlis borfertozésekkel jellemezhetd atdpids dermatitises betegek mintdiban,
tovabba megvizsgaltuk az autoimmun betegségek esetében széles korben alkalmazott szteroid
terapids hatasat is ezekre a molekuldkra.

Kisérleteink sordn a kovetkezd konkrét kérdésekre kerestiink valaszt:

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

« Van-e Osszefiiggés a monocytdk CDI14-expresszidja, a szérum sCDI14
koncentracidja, a sCD14 izotipusok megoszldsa és a CDI14 gén C(-159)T
polimorfizmusa valamint a betegség klinikai paraméterei kozott a myositises

betegpopulacioban?



« Hogyan befolydsolja a periférids monocytdk CD14-expresszidjat, a CD14-medidlta
LPS kotését és az LPS-indukalta sejtaktivaciot az in vivo, szisztémdésan alkalmazott

gliikokortikoid terdpia SLE-ben?

3. BETEGEK
3.1. Atopias dermatitis

Munkédnk sordin a DEOEC Borgydgydszati Klinikdjanak allergolégiai szakrendelésén
gondozott 30 atdpids dermatitisben szenvedo beteg (12 nd, 18 férfi, atlagéletkor 19,7+9,3 év),
valamint 56 korban €s nemben illesztett egészséges személy mintdit vizsgaltuk. A diagndzist
Hanifin és Rajka kritériumrendszere alapjan allitottuk fel. Az intrinsic AD csoportjdba azt a
10 beteget soroltuk, akiknek bdrpréobdja €s allergén specifikus IgE tesztje negativ, a szérum
0ssz IgE koncentraciéja pedig 120 kU/L alatti volt. A tovabbi 20 beteg alkotta az extrinsic
AD csoportjat. Az egészséges kontrollok allergids betegségektdl mentesek voltak, szérum IgE
koncentraci6ik a normadl tartomanyba estek.
3.2. Szisztémas lupus erythematosus

A DEOEC III. sz. Belgydgyaszati Klinikdjanak jarébeteg 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 expresszidjara, valamint
CD14 fiigg6 aktivalhatésdgara gyakorolt hatdsat vizsgdlé munkankba. A vizsgalat ideje alatt
10 beteg (10 no, atlagéletkoruk 40,6+14,3) volt inaktiv stddiumban, 6k a mintavételkor mar
legaldbb harom hoénapja nem kaptak semmiféle szisztémds kezelést. Ezek a személyek
alkottdk a ,,szteroidmentes” csoportot. A madsik csoportba 8 olyan beteg (6 nd, 2 férfi,
atlagéletkoruk 36,5+7,5) tartozott, akik fenntart6 terdpiaként kis dézisu kortikoszteroidot (4-
16 mg methylprednisolon/nap) kaptak. A vizsgdlat idotartama alatt betegségiik sulyos

mértékii fellingoldsa miatt mindegyikiik dtesett egy rovid pulzus (16kés) szteriod kezelésen (1



g/nap, harom napig). A pulzus szteroid kezelés eldtt vett mintdjuk szolgaltatta a ,.kis dézisu
szteroid” csoport adatait, a pulzusterdpia utols6 adagjanak beaddsa utdn 24 Ordval vett
mintdjuk pedig a ,,pulzus szteroid” csoport adatait. A kontroll csoportot 11 korban és nemben
hasonl6 egészséges személy képezte.
3.3. Polymyositis/dermatomyositis

Vizsgélatainkba a DEOEC III. sz. Belgyodgyaszati Klinikdjanak jarébeteg szakrendelésén
gondozott 76 polymyositises (60 nd, 16 férfi, 23 aktiv, 53 inaktiv, atlagéletkoruk 54,0+12,1
év), valamint 34 dermatomyositises beteget (27 nd, 7 férfi, 14 aktiv, 20 inaktiv, atlagéletkoruk
53,1+13,9 év) vdlogattunk be. A betegség korlefolydsat a betegek kovetésének ideje alatt
(legalabb két év) jelentkezd aktiv fazisok szdma alapjan hatdroztuk meg. 53 beteget soroltunk
a monofazisos, 40 beteget a policiklusos €s 17 beteget kronikus csoportba. A vizsgalatban
kontrollként 35 egészséges személy vett részt. A C(-159)T genotipizdlds esetében az
eredményesebb statisztikai analizis érdekében a kontrollok szamat 110-re noveltiik.

Irodalmi adatok alapjan egy nagyobb virtudlis kontroll csoportot is 1étrehoztunk. A C(-
159)T polimorfizmus megoszlasat egészséges személyekben is vizsgdld publikaciok kozott
nyolc olyan kozleményt taldltunk, melyekben a kontroll személyek a kaukdzusi rasszhoz
tartoztak és a ndk ardnya vagy egyenld, vagy nagyobb volt a férfiakénal, csakigy, mint a mi
myositises betegcsoportunkndl. Ezen kozlemények adatai alapjan 6sszegeztiik a C/C, C/T és

T/T genotipusu kontrollok szdmat.

4. MODSZEREK
4.1. Sejtfelszini receptor jelolés, receptor kvantitalas
A sejtfelszini receptorok mennyiségi meghatdrozasdhoz alvaddsgatolt teljes vérmintét,

direkt és indirekt moédon jelolt monoklondlis ellenanyagokat, valamint ezek izotipus
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kontrolljait haszndltuk. A jel6lést kovetden a vorosvértesteket lizdltuk majd a fehérvérsejteket
paraformaldehiddel fixaltuk.

A mintak fluoreszcencia intenzitasat Coulter EPICS XL, illetve FACSCalibur aramlasi
citométerrel mértiik le. A monocytdkat, lymphocytdkat, granulocytdkat fényszorasi
paramétereik, granuldltsiguk és méretiik alapjan vélasztottuk el egymadstdl. A receptor
specifikus antitestet tartalmazé mintdk atlagos fluoreszcencia intenzitdsabol (MFI), mint
hatteret kivontuk a megfelel6 izotipus kontroll esetében mért MFI-t. Egyes vizsgalatok soran
a receptorok abszolit szdmdat is meghataroztuk a sejtek felszinén, ismert mennyiségl
monoklondlis antitesttel fedett standard bead-ek (Qifikit; DAKO) felhasznalasaval készitett
kalibraciés gorbe segitségével.

4.2. CD14 medialta LPS kotés

A monocytdk és granulocytdk CD14 medialta LPS kotésének vizsgélatdhoz a betegek és a
kontrollok heparinnal alvaddsgétolt, mosott teljes vérmintdit, illetve izoldlt mononukledris
sejtjeit hasznéltuk fel. A mintdkat blokkol6 anti-CD14 monoklondlis antitesttel (60bca), vagy
anélkiil eldinkubaltuk, majd FITC-LPS-sel (FITC-cel jelolt Salmonella minnesota Re595),
illetve bodipy-LPS-sel (bodipy-vel jelolt Salmonella minnesota Re595) inkubéltuk 4% normal
humén szérum (NHS) jelenlétében. Ezt kovetden a teljes vérbdl kiindulé mintdk esetén a
vorosvértesteket lizaltuk, végiil a fehérvérsejteket paraformaldehiddel fixdltuk. A mintdk
értékelése Coulter EPICS XL, illetve FACSCalibur aramlasi citométeren tortént. A
monocytdkat és a granulocytdkat fényszordsi paramétereik alapjan kapuztuk. A jeldletlen
sejtek fluoreszcencia intenzitdsat, mint hatteret minden minta MFI értékébdl levontuk. A
CD14-fliggd médon kotddott LPS mennyiségének a meghatarozasdhoz az anti-CD14 antitest
nélkiil inkubalt sejtek fluoreszcencia intenzitdsabdl (ami a total LPS kotés mértékét mutatja)
levontuk a blokkol6 antitest jelenlétében inkubalt sejtek fluoreszcencia intenzitasit (CD14

fliggetlen kotddés).
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4.3. A monocytak, granulocytadk CD14-medialta fagocitézisanak jellemzése

A betegek és kontroll személyek EDTA-val alvadasgatolt mosott, higitott vérmintait
EDTA-plazma jelenlétében, bodipyvel jelolt Escherichia coli (K-12-es torzs) baktériumokkal
inkubdltuk. Az EDTA plazma eldsegiti a CD14-fiiggd, de gatolja az Fc és komplement
receptor-medidlta fagocitozist. A sejt/baktérium ardny 1:8 volt a kisérleti rendszerben. A
vorosvértestek lizaldsa utdn a fehérvérsejteket paraformaldehiddel fixdltuk. A mérés és
kiértékelés FACSCalibur dramldsi citométerrel tortént. Megmértilk a fagocitdlé, a nem
fagocitdld sejtek és kiilon csOben a baktériumok FLI1-bodipy fluoreszcencia intenzitdsat,
meghatdroztuk a fagocitdld sejtek ardnyat és kiszadmoltuk az egy sejt altal atlagosan felvett
baktériumok szamat, vagyis a ,,fagocitozis index”-et:

Fagocitézis index = fagocitald sejtek %-a x (MFI'-MFI"")/MFI")/100
Az MFI', MFI", MFI" a fagocitlé sejtek, a nem fagocitdl6 sejtek és a baktériumok FLI
csatornan mért atlagos fluoreszcencia intenzitasa.
4.4. LPS indukalta sejtaktivacié mérése

A sejtaktivacié mértékét izoldlt mononukledris sejtek TNFa termelésének mérésével
hatdroztuk meg. A mikrotiter lemez valydiban letapadt sejteket anti-CD14 monoklonélis
antitesttel (60bca), vagy antitest nélkiil eldinkubaltuk. Ezutdn NHS-sel egyiitt LPS-t mértiink
a megfeleld lyukakba. A mintdkat 16 6ran keresztiil inkubéltuk, majd a feliiliszok TNFa
koncentréci6jit egy kereskedelmi forgalomban kaphat6 citokin ELISA kit (OptEIA™ system)
segitségével hatdroztuk meg a gydarté utmutatdsai alapjdn. Az LPS és NHS nélkiil inkubdlt
sejtek TNFo termelését, mint hatteret levontuk minden egyes mintdhoz tartoz6 TNFo
értékbol. A sejtek CD14-fliggd aktivalodasat gy kalkulaltuk ki, hogy a blokkolé anti-CD14
antitest hidnyaban mért TNFoa mennyiségébdl (ami a totdl aktivacié mértékét jelzi) kivontuk a
gatld antitest jelenlétében mért TNFa mennyiségét (ez a CD14-fiiggetlen aktivacié mértékére

utal).
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4.5. Szolubilis CD14 mérésére alkalmas médszer Kifejlesztése

A human plazma €s szérum sCD14 koncentracidjanak mérésére egy egyszerli, aramlési
citometrids médszert dolgoztunk ki. A kimutatds a szérumban taldlhat6 sCD14 molekuldknak
és az izolalt monocytdkon kifejez0dé membran CD14 (mCD14) molekuldknak CD14 ellenes
monoklondlis antitesthez valdé kotddéséért folyd versengésén alapul. A sejtekhez kotddott
fluoreszcensen megjelolt antitest mennyiségét dramldsi citométerrel hatdroztuk meg. A
fluoreszcens szigndl nagysdga forditottan ardnyos a szérum sCDI14 koncentriciéjaval. A
koncentraciéértékeket ismert sCD14 koncentracidju standard szérumbodl készitett higitasi sor
felhaszndldsdval késziilt kalibraciés gorbe segitségével hatdroztunk meg. A sajat
modszeriinkkel kapott adatokat Osszevetettiik egy kereskedelmi forgalomban 1évé ELISA-val
(Quantikine, R&D systems) kapott eredményekkel. Az 1j, &ramldsi citométeres mddszerrel €s
az ELISA-val mért koncentraciéértékek Pearson regresszidval vald Osszevetése azt mutatta,
hogy a két mddszer jol korreldl egymadssal (r=0,92).
4.6. A szérum sCD14 izoformainak mennyiségi meghatarozasa Western blot-tal

A szérumban 1év0 szolubilis CD14 56 és 48 kDa molekulatomegli izoformdinak
mennyiségi meghatarozasat Western-blot és denzitometrdlds segitségével végeztiik el. A
szérumfehérjéket poliakrilamid-gélelektroforezissel elvélasztottuk, majd nitrocellul6z
membranra blottoltuk. A sCD14 izoformékat biotinnal jelolt poliklondlis, anti-human CD14
antitest (R&D Systems), valamint alkalikus foszfatdzzal konjugélt streptavidin (DAKO) és
NBC/BCIP szubsztrdt (Promega) segitségével detektdltuk. A nitrocellul6z membrant a
GelDoc1000 (BioRad) géldokumenticids rendszerrel analizdltuk, a 48 és az 56 kDa-os
izoformédnak megfelel6 sdvok denzitdsat megmértiik. Meghatdroztuk az izoformdk ardnyat és
a szérum 0ssz sCDI14 koncentriciéjanak ismeretében kiszdmoltuk a két izoforma

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

A C(-159)T polimorfizmus meghatdrozdsit polimerdz lancreakcidt kovetd restrikcids
fragmenthossz polimorfizmus vizsgédlattal (PCR-RFLP) végeztiikk. A betegek és kontroll
személyek genomidlis DNS-ét QIAamp DNA Blood Mini Kit (QIAGEN) segitségével
izolaltuk. A polimorf szekvencia koriilli DNS szakaszt polimerdz ldncreakcidval
felsokszoroztuk. Az amplifikdlédott PCR terméket Avall restrikcids enzimmel (New England
Biolabs) emésztettiik, majd a keletkezett fragmenteket agar6z gélen szétvalasztottuk és
etidium-bromiddal vizualizaltuk. Mivel a PCR termék csak a T allél esetén hordozza az Avall
restrikciés  endonukledz felismerdhelyét, a keletkezett fragmentek hossza alapjan
meghatédroztuk a vizsgalt személyek genotipusat.
4.8. Egyéb alkalmazott (rutin) laboratériumi médszerek

A monocytdk abszolit sejtszamat a Sysmex SF3000 hematoldgiai automatdn (Sysmex
Corporation) mértiikk le, a szérum laktit-dehidrogendz aktivitdsat Integra 700 kémiai
automatdval (Roche) hatdroztuk meg. A szérum totdl IgE koncentraciéjanak meghatarozasa a
Modular E170 automata (Roche), mig az allergén-specifikus IgE koncentracigjanak mérése a
MAST CLAI analizator segitségével tortént.
4.9. Statisztikai modszerek

A vizsgélt numerikus paraméterek adatainak normadlis eloszldsit Kolmogorov-Smirnov
teszt segitségével ellendriztiikk. Normalis eloszlast mutaté eredmények esetében a kontroll és a
kiilonbodz6 betegcsoportok adatait Student-féle két mintds t probaval hasonlitottuk dssze, mig
a nem-normadlis eloszldsu csoportok esetében Mann-Whitney U-tesztet alkalmaztunk. A
pulzusszteroid terdpia eldtt és utin ugyanazon SLE-s beteg esetében meghatarozott
paraméterek kozotti eltérést a Wilcoxon-féle parositott teszt segitségével analizaltuk. A
sCD14 koncentraciét mérd dramlési citometrids modszer bedllitidsakor a kontrollok és az

SLE-s betegek mintaiban két kiilonboz6 modszerrel meghatarozott sCD14 szintek kozotti
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eltérést Student féle egy-mintds t-probaval értékeltiik és a koztiik 1évo korrelaciét Pearson
regresszids analizissel hatdroztuk meg. A PM/DM-es betegek esetében a sCD14 szintek a
felszini CD14-expresszié és a szérum LDH aktivitdsok kozotti osszefiiggést Sperman rank
regresszids analizissel értékeltik. A CD14 gén C(-159)T polimorfizmusdnak genotipus
megoszlasat a kontroll és a kiilonbozé beteg csoportokban Khi-négyzet probdval vetettiik
Ossze. Az analizist a ,,Statistica” program segitségével végeztiik, barmely kiilonbséget akkor

tekintettiink szignifikdnsnak, ha p<0,05 volt.

5. EREDMENYEK
5.1. A CD14/TLR expresszi6 és a CD14-fiigg6 funkciok valtozasa atopias dermatitisben
5.1.1. A TLR2, TLR4, CDI4 és CDI180 molekulik sejtfelszini expressziojanak
meghatdrozdsa atopids dermatitisben szenvedd betegek monocytdin, granulocytdin és
lymphocytdin

Az atépids dermatitisben szenvedd betegeket a szérum totél és allergén-specifikus IgE
koncentracija 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. Az intrinsic AD-s betegek monocytdin a kontrollokéhoz
képest a TLR4 is szignifikdnsan magasabb szdmban volt kimutathat6. Az extrinsic AD-s
betegek monocytdin az intrinsic AD-s betegekéhez képest alacsonyabb TLR2 és TLR4
expresszié volt mérhetd, de a kiilonbség nem volt szignifikdns. Nem taldltunk szignifikdns
kiilonbséget a betegcsoportok és kontrollok monocytdin kifejez6dé6 CD14 és CDI180
molekuldk szdméban sem.

A granulocytdk TLR2 expresszidja az 0sszes AD-s beteget magaba foglalé csoportban és

az intrinsic AD-s betegek csoportjdban is emelkedett volt az egészségesekéhez képest, de a
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kiilonbség csak az intrinsic AD-s csoport esetében volt szignifikdns. Az intrinsic AD-s
betegek granulocytdin szignifikdnsan tobb TLR2 molekula fejez6dott ki, mint az extrinsic
AD-s betegekén. A granulocytdk CD14 expresszidja mind az intrinsic AD-s csoport, mind az
0sszes AD-s beteg esetében a kontrollokéndl magasabbnak bizonyult. A sejtfelszini CD180
molekuldk szdma a CD180-pozitiv lymphocytdk esetében az 6sszes AD-s beteg, az intrinsic
AD-s és az extrinsic AD-s betegek esetében is a referensekénél szignifikdnsan magasabbnak
mutatkozott. A granulocytdk TLR4 és CDI180, a lymphocytdk TLR2, TLR4 és CD14
expresszidja a kimutathat6sagi hatar alatt maradt.
5.1.2. CDI14-medidlta LPS kotés és fagocitozis vizsgdlata atopids dermatitises betegek
monocytdin és granulocytdin

Az adatok 6sszevetése soran nem taldltunk kiilonbséget az atopids dermatitisben szenvedd
betegek és az egészséges személyek monocytdinak CD14-medidlta LPS kotése kozott. Nem
talaltunk szignifikdns eltérést az atépids dermatitises betegek és a kontrollok CD14-medidlta
baktérium felvételének mértékében sem.
5.1.3. Szérum sCDI4 koncentrdcio meghatdrozdsa atopids dermatitisben szenvedo
betegekben

Az 0Osszes AD-s beteget egyesitd csoportban, valamint az extrinsic AD-s betegek
csoportjdban az egészséges kontrollokéhoz képest szignifikdnsan alacsonyabb sCD14

koncentraciot mértiink.

5.2. A CD14 expresszio, valamint a CD14-fiiggé funkciok valtozasa SLE-ben szteroid

terapia hatasara

5.2.1. A gliikokortikoszteroid terdpia hatdsa a monocytik CD14 expressziojdra
Eredményeink azt mutattak, hogy a sejtfelszini CD14 molekuldk szama csokkent a

terdpidsan alkalmazott szteroid d6zis emelkedésével, bar szignifikans kiilonbség csak a pulzus
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terapidban részesiilt betegek és a tobbi vizsgalt személy adatai kozott mutatkoztak. Hasonléan
szignifikdns kiilonbségeket kaptunk akkor is, amikor a pulzus szteroid terdpia el6tti €s utdni
értékparokat hasonlitottuk 6ssze a Wilcoxon-féle parositott teszt segitségével.

5.2.2. A gliikokortikoszteroid terdpia hatdsa a monocytiak CD14-fiiggo LPS kotésére

Az SLE-s betegekbdl izoldlt monocytdk CD14-fiiggd LPS kotése csokkent az in vivo
alkalmazott szteroid dézis emelkedésével. Szignifikdns kiilonbségeket taldltunk, amikor a
kontrollok adatait vetettiik 6ssze a pulzus és a kis dozisu szteroid terdpidban részesiilt betegek
adataival, de nem taldltunk eltérést, amikor a kontrollok és a szteroid terdpidban nem részesiilt
SLE-sek eredményeit hasonlitottuk 6ssze. Pulzus szteroid terdpia utdn a betegek monocytdi
szignifikdnsan kevesebb LPS-t kotottek meg CD14-fiiggé modon, mint kis dézisu terdpia
esetén, illetve terapia nélkiil. Hasonl6 szignifikans kiilonbségeket tapasztaltunk a CD14-fliggd
LPS kotést illetéen, amikor a pulzus szteroid kezelésben részesiilt betegek terdpia elotti és
utdni értékpdrjait hasonlitottuk 6ssze a Wilcoxon-féle parositott teszt segitségével
5.2.3. A gliikokortikoszteroid terdpia hatisa a monocytik CDI14-fiiggé LPS-indukdlta
aktivdciojdra

A pulzus, illetve a kis dézisu szteroid kezelésben részesiilt betegek, valamint a kezeletlen
SLE-sek LPS-indukdlta TNFa termelése alacsonyabb volt, mint a kontroll személyeké, de a
kiilonbség csak a pulzus terdpidban részesiiltek esetén volt szignifikdns. A pulzus terdpids
csoportban mért értékek szignifikdnsan alacsonyabbak voltak a kezeletlen betegekéhez képest
is.

Abban az esetben, ha a pulzus terdpia eldtt €s utdn mért adatokat 1-1 csoportba foglaltuk
és ezek eltérését Mann-Whitney U teszttel vizsgaltuk, akkor a két csoport kozott szignifikans
kiilonbség nem volt kimutathat6. Ugyanakkor a terdpia eldtti és utdni értékparok Wilcoxon-
féle parositott teszttel vald értékelése szignifikdns kiillonbséget mutatott ki a monocytdk

pulzus terdpia eldtti és utdni CD14-fiiggd LPS-indukdlta TNFa termelésében. A TNFa
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termelés nagyfoki egyéni variabilitisa magyardzhatja a kétféle statisztikai elemzés

eredménye kozti kiillonbséget.

5.3. A sCD14 koncentracio, sCD14 izoformak, CD14 expresszié és a CD14 gén C(-159)T
polimorfizmusanak osszefiiggése a PM/DM klinikai paramétereivel
5.3.1. A szérum sCDI14 totdl és 48/56 kDa-os izoformdinak koncentrdcidja, a periférids
monocytik CDI14 expresszidja és a CD14 gén C(-159)T polimorfizmusdanak megoszldsa
polymyositisben és dermatomyositisben

Els6 1épésként a PM-es é€s a DM-es betegcsoportokat hasonlitottuk 6ssze a CD14 fehérje
(sCD14, mCD14) fenotipusos €s genotipusos tulajdonsdgait illetben. Nem taldltunk
szignifikdns eltérést a két betegcsoport 0Ossz sCDI14, illetve a kiilonb6zd izoformak
koncentraciéi kozott, mint ahogy a PM-es és DM-es betegek monocytdinak CD14
expresszidjaban sem. Megvizsgaltuk a CD14 gén C(-159)T polimorfizmusdnak a megoszlasat
és ez a két betegcsoportban hasonlénak bizonyult. A betegcsoportok (PM, DM, PDM) és az
egészséges kontrollok adatait is dsszehasonlitottuk. Szignifikédns kiilonbséget csak az 56 kDa
molekulatomegli sCD14 izoforma esetében taldltunk, aminek koncentraciéja szignifikdnsan
emelkedett volt a betegekben a kontrollokhoz képest. Mivel a vizsgdlt paraméterekben nem
taldltunk szignifikdns eltérést a polymyositisben €s dermatomyositisben szenvedd betegek
kozott, ezért a késdbbiekben az dsszes myositises beteget egy homogén — PDM elnevezésii —
betegcsoportba tartozoként kezeltiik.
5.3.2. A sCDI14 koncentrdciok, a monocytik CDI14 expresszioja és a betegség aktivitisa
kozotti osszefiiggés vizsgdlata myositises betegekben

A betegeket két csoportra osztottuk betegségiik aktivitdsa alapjan, melyet a klinikai
tiilnetek és a laboratériumi paraméterek figyelembe vételével hataroztunk meg. Eredményeink

azt mutattdk, hogy az 6ssz sCD14 és az 56 kDa-os izoforma koncentracidja szignifikdnsan
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magasabb volt az aktiv betegekben, mint az inaktiv betegekben vagy a kontrollokban. A
monocytdk CD14 expresszidja viszont éppen ellenkezdleg, szignifikdnsan alacsonyabb volt az
aktiv betegekben az inaktiv betegekhez €s a kontrollokhoz viszonyitva.

5.3.3. A sCDI14 koncentrdciok, a monocytik CDI14 expresszidja és a betegség lefolydsa
kozotti osszefiiggés vizsgdlata myositises betegekben

A PDM-es betegeket kiillonbozd alcsoportokba soroltuk betegségiik lefolydsa alapjan:
monofazisos, policiklusos és kronikus. Szignifikdnsan magasabb volt az 6ssz sCD14
koncentraci6 a krénikus lefolydsi betegek szérumdban a monofdzisos, a policiklusos
betegekhez és a kontrollokhoz viszonyitva. A krénikus csoportba tartozé betegek széruméaban
mértiik a legmagasabb koncentraciét az 56 kDa-os izoformat illetden is, de a kiilonbségek a
tobbi alcsoporthoz viszonyitva nem voltak szignifikdnsak. Ugyanakkor valamennyi
betegséglefolyds alapjan 1étrehozott alcsoport 56 kDa-os sCDI14 koncentracidja
szignifikdnsan magasabb volt, mint az egészséges kontrolloké. A monocytdk CDI14
expresszidja a kronikus csoportban bizonyult a legalacsonyabbnak és a kiilonbségek ezen
alcsoport €s a monofazisos alcsoport, valamint a kontroll csoport kozott a szignifikancia
szintjét is elérték.

Mivel szignifikans kiilonbséget észleltiink az aktiv és inaktiv stddiumban 1év6 betegek
kozott az 6ssz és 56 kDa-os sCD14 koncentraciéjat, valamint monocytdik CD14 expresszidjat
illetden, ezen aktivitdsi csoportokat tovdbb osztottuk a betegség lefolydsa szerinti
alcsoportokra. Az inaktiv betegek csoportjdn beliil nem tudtunk szignifikdns kiillonbséget
kimutatni a monofdzisos, policiklusos és kronikus betegek kozott, sem pedig barmely
alcsoport €s a kontrollok kozott a monocytdk CD14 expresszidjat €s a szérum sCD14
koncentricidit illetden. Az aktiv betegeknél sem taldltunk kiillonbséget ezen paraméterekre
vonatkozdan a kiilonb6zd betegséglefolydsu alcsoportok kozoétt, de a totdl sCD14 és az 56

kDa-os izoforma szérumkoncentricidja minden alcsoportban szignifikdnsan magasabb volt,
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mint a kontrollokban. Az aktiv krénikus betegek monocytdinak CD14 expresszidja a kontroll
személyekéhez képest szignifikdnsan alacsonyabbnak bizonyult.

Az aktiv stddiumu betegek ardnya a kronikus csoportban szignifikdnsan magasabb volt a
monofazisos és policiklusos csoporthoz viszonyitva.
5.3.4. A sCDI14 koncentrdaciok, a monocytdk CDI4 expresszioja és egy, a betegség
aktivitdsdt jelzo biokémiai marker kozotti osszefiiggés vizsgadlata

Mivel a szérum totdl és 56 kDa-os sCD14 koncentraci6ja, valamint a monocytdk CD14
expresszidja asszocidciét mutatott a betegség aktivitdsdval, megvizsgaltuk ezen
paramétereknek a myositis egy ismert aktivitdsi markerével valé korreldcidjat. A betegek
szérumanak totdl sCD14 koncentracidja szignifikdnsan korreldlt a szérum laktat-dehidrogenaz
aktivitdsdval. A monocytdk CD14 expresszidja és a laktat-dehidrogendz aktivitds kozott
szignifikans negativ korrel4ciét tudtunk kimutatni.
5.3.5. A CD14 gén C(-159)T polimorfizmusa és a betegség aktivitdsa, valamint a korlefolyds
kozotti osszefiiggés vizsgdlata

Osszevetettik az aktiv és az inaktiv PDM-es betegcsoportban tapasztalhaté
genotipuseloszlast. Eredményeink azt mutattdk, hogy a T/T genotipus ardnya az aktiv PDM-
es betegek csoportjdban szignifikdnsan magasabb volt, mint akdr az inaktiv PDM-es
csoportban akar a kétféle kontrollcsoportban. A T/T genotipus ardnya szintén nagyobb volt a
kronikus lefolydst mutaté betegcsoportban, mint a policiklusos, vagy a monofdzisos
csoportban, vagy a kontrollokban, de a kiilonbség csak a kronikus és a policiklusos csoport
illetve a kronikus csoport és a kontrollok Osszevetésekor bizonyult szignifikdnsnak. A T/T
genotipusii PDM-es betegek csoportjdban az aktiv stddiumu és a krénikus lefolydsu betegek
ardnya szignifikdnsan magasabb volt, mint az egyéb genotipusokat egyesité C/C+C/T

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

Osszehasonlitottuk a CD14 gén C(-159)T polimorfizmusdra vonatkozéan kiilonb6zé
genotipust betegek szérumdnak sCD14 koncentraciéit. A T/T genotipus esetében a szérum
totdl sCDI14 koncentricidéja és az 56 kDa-os izoforma koncentricidja is szignifikdnsan

magasabb volt, mint a tobbi genotipus esetében.

6. MEGBESZELES

A velesziiletett immunrendszer mintafelismerd receptorai koziil kiemelkedd jelentdsége
van a toll-like receptoroknak és az ezekkel asszocidlt CD14-nek. A kérokozok elimindldsanak
elOsegitésén kiviil ezek szerepet jatszanak az adaptiv immunrendszer reguldldsdban, és
valészintileg az autoimmun betegségek kialakuldsaban is. Vizsgdlataink sordn a CD14
rendszer és egyes TLR-ek expresszidjanak €s funkcidinak valtozdsat vizsgaltuk autoimmun
betegségekben (SLE, PM/DM) valamint a gyakori borfertdzésekkel jellemezhetd AD-ben.

A CD14, a TLR-ek és az infekcidk kozotti kapcsolat kétféle médon is megvaldsulhat.
Ezen receptorok csokkent expresszidja, illetve aktivitisa a fertdzések gyakorisdganak
novekedéséhez vezethet, ugyanakkor a sulyos lokalis, vagy szisztémads fertézések az egész
szervezet immunrendszerét mozgositjdk, ami a CDI14 és egyes TLR-ek aktivitdsat,
expresszigjat fokozhatja. Mivel a vizsgdlt CD14 és TLR receptorok expressziéja nem
csokkent az AD-s betegekben, igy a csokkent receptorszdim nem okozhatja az atdpids
dermatitises boron oly gyakori bakteridlis infekcidkat. Ugyanakkor ismert, hogy a
baktériumok kiilonb6z6 termékei a periférids fehérvérsejteken fokozhatjak a CD14, TLR2 és
TLR4 expressziot, és ezen receptorok szdma szignifikdnsan magasabb volt a baktériumok
okozta szepszises betegekben is. Ezek a megfigyelések, valamint a sajat eredményeink is arra

utalnak, hogy a gyakori lokdlis bakteridlis infekcidk és az AD-s bor csokkent barrier funkcigja
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kovetkeztében bizonyos bakteridlis molekuldk (LPS, peptidoglikdn, szuperantigének)
bejuthatnak a vérkeringésbe és fokozhatjak a fehérvérsejtek CD14/CD180/TLR expresszidjat.

A sejtfelszini receptorok szamaban észlelt eltérések kifejezettebbek és szignifikdnsabbak
voltak az intrinsic AD-s betegek esetében, mig az extrinsic AD-s betegcsoport adatai nem
tértek el jelentdsen az egészséges kontrollokétdl. Mivel a bakteridlis fertézések gyakorisdga
nem nagyobb az intrinsic AD-s betegekben, mint az extrinsic AD-s csoportban,
feltételezhetjiik, hogy az intrinsic AD-s betegek érzékenyebben reagdlnak a kiilonb6zo
mikrobidlis eredetli anyagokra. Ez a tilérzékenység valthatja a ki az atépids dermatitisnek ezt
a formdjat. Irodalmi adatok azt mutatjak, hogy az intrinsic AD-ben szenvedd betegek 50%-
aban mikrobidlis komponensekkel szembeni allergén-specifikus IgE termelddését lehet
kimutatni. Ez a megfigyelés tovabb noveli annak a valdsziniiségét, hogy az intrinsic AD
kialakuldsdban kivaltd tényez0 lehet a mikrobidlis eredetii anyagokkal szembeni
tilérzékenység.

Azért, hogy valaszt kapjunk arra, hogy a CDI14 molekuldt érintd véltozasok
befolydsolhatjdk-e szisztémds autoimmun betegségek kialakuldsat és a betegség lefolyasat,
polymyositisben és dermatomyositisben szenvedd betegek mintdiban vizsgaltuk meg a CD14
rendszer egyes paramétereit. A polymyositises és a dermatomyositises betegek adatait
Osszevetve nem taldltunk kiilonbséget a monocytdk mCD14 expresszidjanak mértékében, a
szérum sCDI14 kiilonboz6 formdinak koncentracidjdban és a C(-159)T polimorfizmus
genotipusainak megoszldsaban sem. Ezek az eredmények arra utalnak, hogy a CD14 rendszert
érintd valtozasok nem magyardzzak a PM és DM patogenezise kozotti kiillonbségeket.

A PDM-es betegek és a kontrollok adatait Osszevetve nem tudtunk szignifikdns
kiillonbséget kimutatni a két csoport kozott sem a totdl sCD14 koncentricidt, 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
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expresszidja alacsonyabb volt az inaktiv betegekhez és a kontrollokhoz viszonyitva is. Ha a
betegeket a betegséglefolyds alapjan osztottuk alcsoportokba, a krénikus csoportba tartozé
betegeknek magasabb volt a sCDI14 koncentrici6juk és sejtjeik kevesebb mCDI14-et
expresszaltak. A sCDI14-et és mCDIl14-et érintd, a krénikus csoportban tapasztalhatd
szignifikans eltérések azzal magyardzhatdk, hogy e csoporton beliil szignifikdnsan magasabb
volt az aktiv betegek ardnya, mint a tobbi csoportban. Ezek az adatok arra utalnak, hogy a
sCD14 koncentracié emelkedése, és a mCD14 koncentracié csokkenése a betegség aktivitasat
jelzé markerek. Rdaddasul ezek a paraméterek szignifikdns korrelaciét mutattak a
hagyomanyos, myositisekre jellemzd aktivitdsi marker, az LDH koncentriciéjanak
valtozasdaval. A CDI4 valtozasoknak a kiillonbozé gyulladdsos folyamatokkal vald
Osszefiiggése felveti annak a lehetdségét, hogy a CD14 egy pozitiv akut fazis fehérje. Két
kiilonbozé tanulmédny is kimutatott Osszefiiggést a sCD14 koncentracié, vagy a CD14
expresszid és a CRP koncentracidja kozott, Bas és kollégdi pedig bizonyitottdk ezt a
hipotézist.

Eredményeink azt mutattdk, hogy az aktiv myositises betegek 0ssz sCD14 koncentracidja
emelkedésének hatterében az 56 kDa molekulatomegli izoforma direkt szekrécidja allhat.
Ennek a folyamatnak a domindldsa és kovetkezésképpen a GPI-farok kapcsolédasanak és a
mCD14 képzddésének a visszaszoruldsa magyardazhatjia a mCD14 expresszi6 PDM-es
betegekben észlelt csokkenését.

Szdmos megfigyelés és adat utal arra, hogy a CD14 gén C(-159)T polimorfizmusa
befolydsolja a szérum sCD14 koncentracidjat. A T/T genotipus kiillonbozd betegségekben
Osszefiiggést mutatott a sCD14 koncentricié emelkedésével, s mi is ezt tapasztaltuk
vizsgalataink sordn. Sajat eredményeink szerint a T/T genotipus szignifikdnsan magasabb
ardnyban volt jelen az aktiv stddiumi és a kronikus betegek kozott. Mivel ezen

betegcsoportok esetében a sCD14 koncentricié is emelkedett volt, ez szintén a T/T genotipus
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€s a magasabb sCDI14 koncentrdcidé kozotti asszocidcidt tdmasztja ald. Mivel a sCD14 a
felsziniikon mCD14 molekuldkat nem hordozé endothel, epithel és simaizom sejtek
stimulécigjat is eldsegiti, a magasabb sCDI14 koncentricié6 hozzdjarulhat ezen sejtek kis
mértéki, de dlland6 aktivacidjdhoz, proinflammatérikus citokinek termeléséhez €s a kronikus
gyulladdsos folyamatok fenntartdséhoz. A PDM-es betegekben tehat a T/T genotipus esetében
— az emelkedett sSCD14 koncentracidval dsszefiiggésben — nagyobb valdszintiséggel alakul ki
a myositis kréonikus formadja.

A CD14 rendszer mikodése terdpids szerekkel befolydsolhatd. Az immunszupressziv,
antiinflammatérikus hatdsukroél ismert gliikokortikoszteroidok (GCS) tobb mddon, tobbféle
sejtre hatva fejtik ki hatdsukat. Kisérleteink sordn azt tapasztaltuk, hogy a pulzus szteroid
terdpia szignifikdnsan csokkentette az SLE-s monocytdk CD14-expresszidjat, LPS kotését és

LPS-indukélta TNFa szekréciéjat, ami a szteroid hatds egy Uij mechanizmusét jelentheti.
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7. OSSZEFOGLALAS

A velesziiletett immunrendszer mintafelismerd receptorai koziil kiemelkedd jelentdsége
van a toll-like receptoroknak és az ezekkel asszocidlt CD14-nek. A kérokozok elimindldsanak
elOsegitésén kiviil ezek szerepet jatszanak az adaptiv immunrendszer reguldldsaban, és az
autoimmun betegségek kialakuldsdban is. Munkank sordn a CD14 rendszer és egyes TLR-ek
expresszidjanak és funkcidinak véltozdsat vizsgaltuk autoimmun betegségekben (szisztémads
lupus erythematosus, poly/dermatomyositis) valamint a gyakori borfertézésekkel jellemezhetd
atopids dermatitis-ben.

A vizsgalatok legfontosabb eredményei és iij megallapitasai:

o A szérum sCDI14 koncentraciéjanak mérésére egy uj, kompeticion alapuld, aramlasi
citometrids modszert allitottunk be.

« Az AD intrinsic formdjiaban emelkedett CD14, TLR2, TLR4 és CDI180 expressziot
észleltiink a leukocitdk felszinén, és a monocytdk/granulocytdk LPS és baktérium felvétele
sem mutatott csokkenést. Ez alapjan a gyakori borfertézések vélhetden nem fiiggnek 6ssze a
CD14 és a vizsgalt TLR-ek csokkent miikodésével. Sokkal valdszinlibb, hogy a fokozott
bérpermeabilitds miatt a keringésbe keriil6 bakteridlis eredetli molekuldk szisztémdsan is
fokozzak az immunrendszer aktivitdsat, ami fokozott receptor expressziot eredményez.

« A C(-159)T polimorfizmus T/T genotipusa emelkedett sCD14 szinttel jart egyiitt
myositisben és asszocidciét mutatott a krénikus betegséglefolydssal. A T/T genotipus
hajlamot jelenthet a krénikus betegséglefolyédsra vélhetden azzal, hogy magasabb sCD14
szintet tart fent, ami a CD14-negativ endothel és izomsejtek kis mértékli, de konstans
aktivalodasat eredményezi.

o A pulzus szteroid terdpia szignifikdnsan csokkentette az SLE-s monocytdk CDI14-
expresszigjat, LPS kotését és LPS-indukdlta TNFa szekrécidjit, ami a szteroid hatés egy uj

mechanizmusét jelentheti.
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