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1. BEVEZETES

1.1. A természetes immunrendszer mintazatfelismerése

Az emberi szervezetet folyamatosan ki van téve a kiilonbozd patogén
korokozok tamadasanak. Az ezek elleni védekezés evolucids szempontbol dsibb
form4jat a természetes immunrendszer biztositja. Sokaig €It az a nézet, hogy a
magasabb rendl €l6lényekben a természetes immunrendszer nem specifikus —
leginkdbb a mikrobdk €és idegen anyagok fagocitézisdban, megemésztésében
megnyilvanulé — vdélasza csak arra szolgal, hogy gyors, de nem tokéletes
védelmet nyyjtson a behatolé patogénekkel szemben a lassiibb, de hatékonyabb
fajlagos immunvalasz megjelenéséig. Ma mar nyilvanvald, hogy a velesziiletett
immunrendszernek meghatarozé szerepe van mind az antigénspecifikus
immunvdélasz elinditdsaban (antigénprezentéacid, kostimulacid), mind az effektor
folyamatok irdnyitasiaban. Arra is fény deriilt az elmult években, hogy a
természetes immunvalasz nem teljesen aspecifikus, kiilonbséget tud tenni a sajat
anyagok, €s a patogénekbdl szarmaz6é molekuldk kozott, bar a felismerés modja
alapvetoen kiilonb6zik az adaptiv immunrendszerétdl. A természetes
immunvdélasz elinditdsdban €s szabdlyozdsaban kulcsfontossidgu szerepe van a
korokozok konzervalt strukturdlis elemeit (,,patogénhez asszocidlt molekuléris
mintdzat”) azonositd mintafelismerd receptoroknak. Ezek lehetnek szolubilisek
€s sejtasszocialtak €s elhelyezkedhetnek a sejtek felszinén €s azok belsejében. A
sejtasszocidlt receptorok ligandjuk kotése utdn kiilonbozd szignalizacids
utvonalakon keresztiil eredményezik a korokozok eliminédlasat el0segitd effektor
molekuldk termelddését. Attdl fiiggden, hogy mely receptorok €s mely
intracellularis szignalizacids tutvonalak aktivdlédnak tobbé-kevésbé patogén-

specifikus immunvélasz generalddhat.



1.2. A toll-like receptor csalad

A sejtasszocialt receptorok koziil kozponti szerepet toltenek be a toll-like
receptor (TLR) csalad molekuléai és az ezekkel asszocidlt fehérjék, mint pl. a
CD14 molekula. Napjainkig a huméan TLR csaladnak 10 tagjat azonositottdk. Az
I.-es tipusu transzmembréan proteinek csaldadjaba tartoznak. Egy extracelluléris
ligandfelismer6 LRR (leucine rich repeat) doménbdl, egy transzmembran
doménbdl és egy jeltovabbitd citoplazmatikus TIR (Toll/IL-1R homology)
doménbdl épiilnek fel. Ligandspecifitdsukban, cellularis lokalizaciéjukban és
szignalizicios utvonalaikban kiilonbség mutatkozik az egyes TLR molekulak
kozott, és miutdn minden immunsejt egyedi varidcioban fejezi ki a TLR-eket,
igy sokféle viszonylag specifikus immunvélasz generdlodhat.

A TLR4 a Gram-negativ baktériumok faldban taldlhat6 lipopoliszacharidot
(LPS-t) és bizonyos endogén molekuldkat (hosokk proteinek) ismer fel. A TLR2
a Gram-pozitiv baktériumok kiilonboz6 komponenseit koti, ugymint a
peptidoglikanokat, lipoteikolsavat és lipopeptideket, a mycobacteriumokbdl
szarmazO lipoarabinomannant, 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 TLRS a Gram-negativ baktériumok
mozgasaért felelOs flagellum 6 alkot6 fehérjéjét, a flagellint ismeri fel. A TLR3,
TLR7 és TLRS, a virusok detektdlasiban jatszik szerepet, a TLR3 a virdlis
kettdsszalu RNS (dsRNA), a TLR7 és TLRS8 az egyszali RNS (ssRNA) kotése
révén. A TLR7 és TLRS8 ugyanakkor bizonyos antivirdlis szerek (imiquimod)
kotésére is képes. A TLRO a bakterialis és virdlis metilalatlan CpG DNS
felismeréséért felelds. A TLR4-hez nagymértékben hasonlé LPS felismerd
molekula az RP105 (radioprotective 105, CD180), mely leginkdbb a B-
lymphocytakon, kisebb mért€ékben a makrofidgokon, dendritikus sejteken

fejezddik ki. A B-sejtek proliferacigjat, a CD86 molekula expresszidjdnak



fokozodasat indukalja, fokozza a sugéarzas altal indukélt apoptozissal szembeni
rezisztenciat.

A cellularis lokalizaciot illetoen a CD180, TLR2, TLR4 és a TLR2-vel
asszocialt TLR1 és TLR6 a sejtek felszinén a citoplazma membranban
helyezkedik el. A TLRS lokalizdciéja hasonld, de jellegzetes moédon az
intestindlis epithel sejtek basolaterdlis felszinén talalhatd, igy csak akkor medidl
sejtaktivaciot, ha a korokozok behatolnak a bél nydlkahartydjdba. A TLR3,
TLR7, TLRS8, TLRY intracellularisan, az endoszoémaban/fagoszéméban
helyezkedik el, igy aktivaci6 csak akkor kovetkezik be, ha ligandjaik
internalizal6dnak.

A ligand felismerésben és a szignalizacioban a TLR-eket bizonyos
koreceptor molekulék is segitik. A TLR4 megfelel0 miikodéséhez sziikséges az
MD?2 molekula jelenléte, mig a TLR4-hez sokban hasonlé CD180 esetében az
MDI1 kotodik a receptor komplexhez. A TLR4 medialta szignalizacio
TRAM/TRIF utvonaldnak inicializdldsa CDI14-fligg6. A CD36 molekula
jelenléte sziikséges a TLR2/TLR6 komplex diacilglicerol felismeréséhez. Végiil
az endoplasmaticus reticulumban elhelyezked6 Unc93bl molekula esszencidlis
az intracelluldrisan elhelyezkedd6 TLR3, TLR7 és TLRY bakteridlis/virdlis
eredetl nukleinsav azonositasahoz.

A TLR csaldd egyes tagjai képesek bizonyos sajat, az emberi szervezetbol
szarmazO ligand felismerésére 1is, €és igy az antigénprezenticid0 soran
elosegithetik a latensen jelenlévo autoreaktiv B-sejtek aktivalodasat, autoantitest
termelését. Ezeknek a molekuldknak, tehat, szerepe lehet az autoimmun

betegségek kialakuldsiban is.

1.3. A CD14 molekula
A CDIl4 molekula a természetes immunrendszer egyik kozponti
mintazatfelismer0 receptora, az egyik legjelentdsebb LPS kotd fehérje. Nem

transzmembran fehérje, egy glikozil-foszfatidil-inozitol (GPI) farkon keresztiil



illeszkedik a sejtmembranba, mely nagy laterdlis mobilitast biztosit a receptor
molekuldnak.

A membréan-expresszalt forman (mCD14) kiviil szolubilis form4ja (sCD14) is
1étezik, melynek két {0 tipusa kiilonithetd el a humén szérumban: egy 56 kDa-os
és egy 48 kDa-os izoforma, melyeknek eredete eltérd. A 48 kDa-os izoforma
kiilonb6zo stimulusokra a membran-expresszalt CD14 molekuldk sejtekrol valo
lehasaddsa sordn keletkezik, mely folyamatban szerin-protedzok szerepét
igazoltdk. Az 56 kDa-os izoforma direkt médon szekretdldédik, megtartja C-
termindlis végét s elkeriilli a GPI-farok kotddését. Ezen forma valdszinilileg
intracellularisan  raktdrozodik, s  szekrécidjat  szerin-protedzok  nem
befolyasoljak.

A mCD14 myeloid differencialédasi marker, elsdsorban érett myeloid sejtek
expresszdljadk, de kisebb mennyiségben kimutathat6 B-lymphocytdkon,
dendritikus sejteken, bazofil granulocytiakon, trofoblaszt sejteken és gingivalis
fibroblasztokon is. A sCDI14 termeléséhez a hepatocytdk is nagymértékben
hozz4jarulnak.

A CDI14, mint LRR-eket tartalmazé mintdzatfelismerd receptor jelentos
szerepet tolt be a korokozokkal szembeni védekezésben, ugyanis az LPS-en
kiviil szamos egyéb, Gram-negativ, Gram-pozitiv baktériumokbdl €s gombikbal
szdrmaz6 konzervativ struktirdt képes felismerni. Ilyen molekuldk példaul a
peptidoglikdn, lipoteikolsav, a mycobacterialis lipoarabinomannin, vagy a
Pseudomonas eredetli poliuronsav. Mivel a CDI14-nek nincs intracelluléris
doménje, nem indithat el Onmagédban jelatviteli folyamatokat, ehhez
szignalizdcios molekuldk kozremiikodésére van sziiksége. A CD14-hez kotott
LPS az MD2-TLR4 komplexhez koétodve azonban mar képes a sejtek
stimuldlasdra, ami az NF-xB aktivdlodasdn keresztiill proinflammatérikus
citokinek termelddéséhez vezet.

A szolubilis CD14-hez kotott LPS a CD14 molekuldt nem expresszalé sejtek

(pl. endothel-, epithel-, simaizom sejtek) membranjdhoz tud kotddni, €s ilyen



modon képes ezeket aktivalni. Ugyanakkor a nagy mennyiségben jelenlévd
sCD14 verseng a myeloid sejtek mCD14-ével az LPS kotéséért, igy nagy
koncentracioban az LPS bioldgiai hatasat neutralizdlni tudja. A sCD14 az LBP-
vel egy effektiv foszfolipid transzfer-protein part alkot, gyorsitja az LPS
transzportjdt a HDL részecskékhez, ezdltal elosegiti az endotoxin
detoxifikaldsat, eliminicigjat. A CD14 molekula képes a keringd apoptotikus
testek kotésére €s ezek cellularis felvételének medidlasdra anélkiil, hogy
ekozben gyulladdsos folyamatokat indukdlna. Szerepe lehet a Gram-negativ
baktériumok kotésében €s fagocitdzisiban is.

A CDl14-et kodolé gén proximalis promoter régidjaban ismert a C(-159)T,
egy funkciondlisan jelentds polimorfizmus. A T allél fokozott transzkripcids
aktivitdst mutatott azokban a sejtekben, amelyekben a gatl6 hatasu SP3
transzkripcids faktor szintje alacsony (pl. monocytdk), mig az SP3-ban gazdag
hepatocytdkban a T €s a C allél transzkripcids aktivitisa kozott nem taldltak
kiilonbséget. Az is ismert, hogy a T/T homozigétdk szérum sCDI14 szintje
szignifikdnsan magasabb, mint a C/C, vagy C/T genotipusuaké.

A CDI14 molekula expresszidja, a szérumban 1évé sCD14 koncentricio, a
CD14 gén egyes genetikai polimorfizmusai valamint a TLR-ek expresszids és
funkciondlis vdéltozdsai Osszefiiggést mutatnak bizonyos autoimmun é€s
immunmedidlt betegségekkel. Adatok szélnak amellett is, hogy bizonyos
terapids  beavatkozdsok alkalmasak ezen rendszer komponenseinek

modulalasara.

1.4. A vizsgalt atopias és autoimmun betegségek
1.4.1. Atopias dermatitis

Az atopias dermatitis (AD) gyakori, multifaktoridlis, rendszeresen visszatéro,
vagy kronikus lefolyasu, erds viszketéssel jaré gyulladasos borbetegség, mely
gyakran mds 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 f6 variansat ismerjiik. Az extrinsic (allergias) AD, melyet a
kornyezeti-, és/vagy ételallergénekkel szembeni fokozott specifikus IgE-
termelés, pozitiv prick- és intrakutin teszt jellemez, a betegek 70-80%-anal
fordul el6. Az intrinsic (nem allergids) varidns esetében, mely a betegek 20-
30%-at érinti, nem mutathatd ki IgE-medialt szenzitizacid, a szérum IgE
koncentraci6ja nem emelkedett. Az extrinsic varidns esetében, a kornyezeti-
és/vagy ételallergének altal kivaltott, I. tipusu, IgE medidlt tilérzékenységi
reakci6 megy végbe, amit a kronikus szakaszban mikrobidlis infekciok altal
kivaltott Th1 aktivitas kisér €s sulyosbit. Az intrinsic formaban is gyakoriak a
kutéan infekcidk a mirébék elleni meggyengiilt védekezdképesség kovetkeztében.
A mikrobidlis toxinok, amellett, hogy egyesek szuperantigén hatasuk
kovetkeztében aktiviljak a T-sejteket, klasszikus allergénként viselkedve
specifikus IgE képzOdést indukdlnak. Ilyen moddon lehetséges, hogy a
mikrobialis komponensekkel szembeni hiperreaktivitas vezethet az intrinsic AD
tiineteinek a kialakulasédhoz.

Az AD patogenezisében valoszinlileg a legjelentdsebb tényezd az
immunrendszer Th1/Th2 egyensulyanak a Th2 irdnyba valé eltolodasa és
részben ennek kovetkeztében a bor védekezo funkcidjanak meggyengiilése. A
betegség kezdeti szakaszaban tapasztalt Th2 dominancia pontos oka nem ismert.
A higiéniahipotézis szerint a Thl-stimuldcidval jar6 mikrobidlis expozicio
gyerekkori elmaraddsa lehet az oka az atopids betegségekben tapasztalt Th2
tulsulynak, de a mucosalis tolerancia fenntartisdban fontos szerepet betdltd
szabdlyoz6 T-sejtek (Treg-sejtek) nem megfeleld6 mikodése is eredményezheti

ezt az eltérést.

1.4.2. Szisztémas lupus erythematosus
A szisztémas lupus erythematosus (SLE) ismeretlen eredetli, multifaktorialis,

tobb szervet érintd, valtozatos tiineteket okozd, altalaban hullamzo6 lefolyasu



szisztémads, gyulladdsos autoimmun betegség. SLE-ben az immunrendszer
reguldcidjdnak komplex zavara alakul ki. A patomechanizmus lényeges elemei a
sajat antigénekkel szembeni tolerancia 4ttorése, az autoantigén kindalat
novekedése, a sejttormelékek eltakaritasanak zavara, melyek autoreaktiv T-
sejtek képzodéséhez, majd T-sejt dependens, illetve T-sejt independens mddon
(toll-like  receptorokon keresztiil) poliklondlis B-sejt aktivacidohoz és
autoantitestek széles skdldjanak nagyaranyu termeléséhez vezetnek. Nagyon
jellemz6 SLE-ben a sejtmagalkotorészek ellen irdnyuld autoantitestek, mint az
antinukledris antitestek (ANA), vagy az anti-DNS antitestek termelodése. Az
autoantitestek egy része direkt modon is kdrosithatja a sejteket, szoveteket, de a
patogenezis szempontjabol leglényegesebb mechanizmus az antigén-antitest
komplexek képzOdése €s lerakddasa, ami az €rintett szervekben gyulladast idéz
el6. Az immunkomplexek csOkkent elimindcidja miatt a gyulladds tartossa
valhat, ami szovetdestrukciohoz vezet (III. tipusu tulérzékenységi reakcio,

immunkomplex betegség).

1.4.3. Polymyositis, dermatomyositis

A polymyositis (PM) és a dermatomyositis (DM) ismeretlen eredetd,
multifaktoridlis, a gyulladdsos izombetegségek kozé tartozd szisztémas
autoimmun korképek, melyek kozos jellemzdje a proximdlis végtagizmok
immunmedidlt krénikus gyulladdsa, amely progressziv, szimmetrikus
izomgyengeséghez vezet. A dermatomyositises betegeken tipusos, gyulladasos
bdrelvaltozasok is megfigyelhetok.

Bar a két betegség patomechanizmusa eltérd, a koros immunfolyamatok
mindkét esetben az izmok krénikus gyulladdsahoz, az izomrostok pusztuldsdhoz,
fibrozishoz vezetnek. Jellegzetes koros autoimmun jelenség PM/DM-ben a
kiilonbozd myositisre specifikus €s myositissel asszocidlt autoantitestek

jelenléte.



PM-ben a cellularis immunitds jatssza a f0 szerepet a gyulladds
fenntartasdban, az endomysedlisan, fasciculdkon beliil megjelend gyulladédsos
infiltrdtum két 6 sejtje a makrofdg és a CD8" citotoxikus T-sejt (Tc-sejt). A
makrofagok proinflammatorikus citokineket termelnek. Valdszinlleg ez is
hozz4jarulhat ahhoz, hogy az infiltralt, de még a tavolabbi izomrostokon is az
MHC I és bizonyos kostimulatorikus molekuldk expresszidja fokozodik. Az
ilyen modon antigénprezentdlé sejtekké valo izomrostokkal immunoldgiai
szinapszisba  1ép0  autoinvaziv  Tc-sejtek  aktivdlodnak,  klondlisan
felszaporodnak, s perforint termelve karositjdk az izomsejteket. Az MHC-I
molekuldk 4ltal prezentdlt izom autoantigén egyelore ismeretlen. A
polymyositises betegek periférias vérében a Th1-Th2 egyensily a Thl sejtek
irdnyéba tolodik el.

Dermatomyositisben a koros, fOként humorélis immunfolyamatok az
intramuscularis  mikrovasculatura  endotheliuma ellen irdnyulnak. A
perivascularisan, illetve perifascicularisan megjelend gyulladdsos infiltritumban
Th-sejtek, B-lymphocytak, makrofagok, pDC-sejtek, neutrophil granulocytak
fordulnak el6. Koros autoantitestek aktivdljdk a komplementrendszert, €s a
kapillarisok falaban litikus hatasu C5b-9 MAC komplex rakdédik le, ami a
kapillarisok pusztulasidhoz, izomischemidhoz, majd perifascicularis atréfidhoz
vezet. Az endothel sejtek koros folyamatokat kivalté autoantigénje még nem

ismert. DM-ben a Th1-Th2 egyensuly a Th2 sejtek irdnyéba tolddik el.



2. CELKITUZESEK

A CDI14 molekula expresszidja, a sz€rumban 1évé sCD14 koncentricio, a
CD14 gén egyes genetikai polimorfizmusai valamint a TLR-ek expresszios és
funkcionalis véltozdsai Osszefiiggést mutatnak bizonyos autoimmun és
immunmedidlt betegségekkel. Adatok szoélnak amellett is, hogy bizonyos
terapids  beavatkozdsok alkalmasak ezen rendszer komponenseinek
modulaldsara. Munkdnk sordn eltér6 patomechanizmusu autoimmun
betegségekben (szisztémdas lupus erythematosus, poly- és dermatomyositis)
vizsgédltuk meg a CD14 és egyes TLR-ek expresszidjanak és funkcidinak
valtozdsait. Analizdltuk ezeket a paramétereket a gyakori bakteridlis
borfertozésekkel jellemezhetd atOpids dermatitises betegek mintdiban, tovibba
megvizsgiltuk az autoimmun betegségek esetében széles korben alkalmazott
szteroid terdpids hatdsat is ezekre a molekulakra.

Kisérleteink soran a kovetkezd konkrét kérdésekre kerestiink valaszt:

- Hogyan valtozik a periférias leukocitdkon a CD14 molekula és egyes
TLR-ek sejtfelszini expresszidja, a CDI14 molekula ligand kotése
valamint a szérum sCD14 koncentricidja intrinsic €s extrinsic atopids
dermatitis-es betegek mintaiban?

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

- Hogyan befolyasolja a periféridss monocytdk CDI14-expresszidjat, a
CD14-mediélta LPS kotését é€s az LPS-indukalta sejtaktivaciot az in

vivo, szisztémdasan alkalmazott glitkokortikoid terdpia SLE-ben?



3. BETEGEK

3.1. Atopias dermatitis

Munkédnk sordan a DEOEC Borgyogyaszati Klinikdjanak allergologiai
szakrendelésén gondozott 30 atopids dermatitisben szenvedd beteg (12 nd, 18
férfi, atlagéletkor 19,7+9,3 év), valamint 56 korban és nemben illesztett
egészséges személy mintdit vizsgaltuk. A diagnézist Hanifin és Rajka
kritériumrendszere alapjan allitottuk fel. Az intrinsic AD csoportjdba azt a 10
beteget soroltuk, akiknek bOrprobdja és allergén specifikus IgE tesztje negativ, a
szérum 0ssz IgE koncentracidja pedig 120 kU/L alatti volt. A tovabbi 20 beteg
alkotta az extrinsic AD csoportjat. Az egészséges kontrollok allergias
betegségektol mentesek voltak, szérum IgE koncentraciéik a normaél

tartomanyba estek.

3.2. Szisztémas lupus erythematosus

A DEOEC III. sz. Belgyogyaszati Klinik4janak jarobeteg szakrendelésén
gondozott betegek koziil 18 SLE-ben szenvedd beteget (16 no, 2 férfi,
atlagéletkoruk 38,8+11,7 év) vontunk be a gliikkokortikoszteroid terdpidnak a
monocytdk CD14 expresszigjara, valamint CDI14 fiiggd aktivalhatdésagara
gyakorolt hatdsit vizsgdlé munkankba. A vizsgdlat ideje alatt 10 beteg (10 nd,
atlagéletkoruk 40,6+14,3) volt inaktiv stidiumban, 0k a mintavételkor mar
legalabb hidrom honapja nem kaptak semmiféle szisztémds kezelést. Ezek a
személyek alkottdk a ,,szteroidmentes” csoportot. A mdasik csoportba 8 olyan
beteg (6 no, 2 férfi, atlagéletkoruk 36,5+7,5) tartozott, akik fenntart6 terapiaként
kis dozisu kortikoszteroidot (4-16 mg methylprednisolon/nap) kaptak. A
vizsgélat idOtartama alatt betegségiik sulyos mértékii fellangoldsa miatt
mindegyikiik atesett egy rovid pulzus (16kés) szteriod kezelésen (1 g/nap, harom
napig). A pulzus szteroid kezelés elOtt vett mintdjuk szolgaltatta a ,kis dozisu

szteroid” csoport adatait, a pulzusterdpia utols6 adagjanak beaddsa utan 24
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oraval vett mintdjuk pedig a ,,pulzus szteroid” csoport adatait. A kontroll

csoportot 11 korban és nemben hasonl6 egészséges személy képezte.

3.3. Polymyositis/dermatomyositis

Vizsgalatainkba a DEOEC III. sz. Belgyogyaszati Klinikdjanak jarébeteg
szakrendelésén gondozott 76 polymyositises (60 no, 16 férfi, 23 aktiv, 53
inaktiv, atlagéletkoruk 54,0+12,1 év), valamint 34 dermatomyositises beteget
(27 no, 7 férfi, 14 aktiv, 20 inaktiv, atlagéletkoruk 53,1+13,9 év) vdlogattunk be.
A betegség korlefolydsit a betegek kovetésének ideje alatt (legalabb két év)
jelentkez6 aktiv fazisok szdma alapjan hatiroztuk meg. 53 beteget soroltunk a
monofazisos, 40 beteget a policiklusos és 17 beteget a kronikus csoportba. A
vizsgélatban kontrollként 35 egészséges személy vett részt. A C(-159)T
genotipizalds esetében az eredményesebb statisztikai analizis érdekében a
kontrollok szdmat 110-re noveltiik.

Irodalmi adatok alapjan egy nagyobb virtudlis kontroll csoportot is
létrehoztunk. A C(-159)T polimorfizmus megoszlasat egészséges személyekben
1s vizsgald publikdciok kozott nyolc olyan kozleményt taldltunk, melyekben a
kontroll személyek a kaukdzusi rasszhoz tartoztak és a nok aranya vagy egyenlo,
vagy nagyobb volt a férfiakénal, csakigy, mint a mi myositises
betegcsoportunkndl. Ezen kozlemények adatai alapjan osszegeztikk a C/C, C/T

¢és T/T genotipusu kontrollok szamat.

4. MODSZEREK

4.1. Sejtfelszini receptor jelolés, receptor kvantitalas
A sejtfelszini receptorok mennyiségi meghatarozasdhoz alvadédsgatolt teljes

vérmintat, direkt és indirekt moddon jelolt monoklondlis ellenanyagokat,

11



valamint ezek izotipus kontrolljait hasznaltuk. A jelolést kovetden a
vorosvértesteket lizaltuk majd a fehérvérsejteket paraformaldehiddel fixaltuk.

A mintak fluoreszcencia intenzitasat Coulter EPICS XL, illetve
FACSCalibur dramlasi citométerrel mértiikk le. A monocytdkat, lymphocytikat,
granulocytdkat fényszordsi paramétereik, granulaltsiguk és méretiikk alapjan
valasztottuk el egymastol. A receptor specifikus antitestet tartalmazé mintdk
atlagos fluoreszcencia intenzitdsdbol (MFI), mint hétteret kivontuk a megfeleld
izotipus kontroll esetében mért MFI-t. Egyes vizsgdlatok sordn a receptorok
abszolut szamat is meghataroztuk a sejtek felszinén, ismert mennyiségl
monoklonalis  antitesttel fedett standard bead-ek (Qifikit; DAKO)

felhasznalasaval készitett kalibracios gorbe segitségével.

4.2. CD14 medialta LPS kotés

A monocytdk €s granulocytidk CD14 medialta LPS kotésének vizsgalatahoz a
betegek €s a kontrollok heparinnal alvaddsgétolt, mosott teljes vérmintait, illetve
izolalt mononuklearis sejtjeit haszndltuk fel. A mintdkat blokkolé anti-CD14
monoklondlis antitesttel (60bca), vagy anélkiil eldinkubaltuk, majd FITC-LPS-
sel (FITC-cel jelolt Salmonella minnesota Re595), illetve bodipy-LPS-sel
(bodipy-vel jeldlt Salmonella minnesota Re595) inkubdltuk 4% normél humén
szérum (NHS) jelenlétében. Ezt kovetden a teljes vérbol kiindulé mintdk esetén
a vorosvértesteket lizaltuk, végiil a fehérvérsejteket paraformaldehiddel fixaltuk.
A mintak értékelése Coulter EPICS XL, illetve FACSCalibur aramlasi
citométeren tortént. A monocytdkat €s a granulocytdkat fényszorasi
paramétereik alapjan kapuztuk. A jeldletlen sejtek fluoreszcencia intenzitdsat,
mint hatteret minden minta MFI értékébdl levontuk. A CD14-fiigg6 modon
kotodott LPS mennyiségének a meghatidrozdsahoz az anti-CD14 antitest nélkiil
inkubalt sejtek fluoreszcencia intenzitdsabol (ami a totdl LPS kotés mértékét
mutatja) levontuk a blokkolé antitest jelenlétében inkubdlt sejtek fluoreszcencia

intenzitasat (CD14 fiiggetlen kotodés).
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4.3. A monocytak, granulocytak CD14-medialta fagocitézisanak jellemzése
A betegek és kontroll személyek EDTA-val alvadasgatolt mosott, higitott
vérmintiit EDTA-plazma jelenlétében, bodipyvel jelolt Escherichia coli (K-12-
es torzs) baktériumokkal inkubéltuk. Az EDTA plazma eldsegiti a CD14-fiiggo,
de gatolja az Fc €s komplement receptor-medidlta fagocitozist. A sejt/baktérium
arany 1:8 volt a kisérleti rendszerben. A vOrosvértestek lizdldsa utdn a
fehérvérsejteket paraformaldehiddel fixdltuk. A mérés ¢és kiértékelés
FACSCalibur dramlési citométerrel tortént. Megmértilk a fagocitdlé, a nem
fagocitdlo sejtek €s kiilon csOben a baktériumok FL1-bodipy fluoreszcencia
intenzitasat, meghataroztuk a fagocitdld sejtek ardnyat és kiszamoltuk az egy
sejt altal atlagosan felvett baktériumok szamat, vagyis a ,,fagocitozis index”-et:
Fagocitdzis index = fagocitdl6 sejtek %-a x ((MFIf-MFI“f)/MFIb)/ 100
Az MFI, MFI", MFI" a fagocitdlé sejtek, a nem fagocitdlé sejtek és a

baktériumok FL1 csatorndn mért 4tlagos fluoreszcencia intenzitdsa.

4.4. LPS indukalta sejtaktivacio mérése

A sejtaktivaci6 mért€két izolalt mononukledris sejtek TNFa termelésének
mérésével hataroztuk meg. A mikrotiter lemez vdalyuiban letapadt sejteket anti-
CD14 monoklondlis antitesttel (60bca), vagy antitest nélkiil eldinkubaltuk.
Ezutan NHS-sel egyiitt LPS-t mértiink a megfeleld lyukakba. A mintdkat 16
oran keresztiil inkubdltuk, majd a feliilluszok TNFoa koncentricigjat egy
kereskedelmi forgalomban kaphaté citokin ELISA kit (OptEIA™ system)
segitségével hataroztuk meg a gyartd udtmutatdsai alapjan. Az LPS és NHS
nélkiil inkubalt sejtek TNFa termelését, mint hatteret levontuk minden egyes
mintdhoz tartoz6 TNFo értékbdl. A sejtek CDI14-fliggd aktivalodasat ugy
kalkuldltuk ki, hogy a blokkol6 anti-CD14 antitest hidnydban mért TNFa
mennyiségébdl (ami a totdl aktivacido mértékét jelzi) kivontuk a gatld antitest
jelenlétében mért TNFo mennyiségét (ez a CD14-fiiggetlen aktivacié mérté€kére

utal).
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4.5. Szolubilis CD14 mérésére alkalmas modszer Kifejlesztése

A humén plazma és szérum sCDI14 koncentrici6janak mérésére egy
egyszerli, aramlisi citometrids modszert dolgoztunk ki. A kimutatds a
szérumban taldlhat6 sCD14 molekuldknak és az izolalt monocytdkon kifejez6do
membran CD14 (mCD14) molekuldknak CD14 ellenes monoklonélis antitesthez
val6 kotddéséért folyd versengésén alapul. A sejtekhez kotddott fluoreszcensen
megjelolt antitest mennyiségét dramldsi citométerrel hatdroztuk meg. A
fluoreszcens szigndl nagysidga forditottan ardnyos a szérum sCDI14
koncentraciojaval. A koncentriacioértékeket ismert sCD14 koncentracidju
standard szérumbdl készitett higitdsi sor felhaszndldsaval késziilt kalibracids
gorbe segitségével hataroztunk meg. A sajat moédszeriinkkel kapott adatokat
osszevetettiik egy kereskedelmi forgalomban 1évé ELISA-val (Quantikine, R&D
systems) kapott eredményekkel. Az 1j, dramlési citométeres modszerrel és az
ELISA-val mért koncentraci6értékek Pearson regresszidval valé Osszevetése azt

mutatta, hogy a két modszer jol korreldl egymassal (r=0,92).

4.6. A szérum sCD14 izoformainak mennyiségi meghatarozasa Western
blot-tal

A szérumban 1€év0 szolubilis CD14 56 és 48 kDa molekulatomegl
izoformainak mennyiségi meghatdrozdsat Western-blot és denzitometrélds
segitségével végeztiik el. A szérumfehérjéket poliakrilamid-gélelektroforezissel
elvélasztottuk, majd nitrocellul6z membranra blottoltuk. A sCD14 izoformakat
biotinnal jelolt poliklondlis, anti-human CD14 antitest (R&D Systems), valamint
alkalikus foszfatdzzal konjugalt streptavidin (DAKQO) és NBC/BCIP szubsztrat
(Promega) segitségével detektaltuk. A nitrocellul6z membrant a GelDoc1000
(BioRad) géldokumentécids rendszerrel analizdltuk, a 48 és az 56 kDa-os
izoformanak megfeleld savok denzitasait megmértilk. Meghatdroztuk az
izoformak aranyat és a szérum 0Ossz sCD14 koncentraciéjanak ismeretében

kiszamoltuk a két izoforma koncentraciojat.
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4.7. A CD14 gén C(-159)T polimorfizmusanak vizsgalata

A C(-159)T polimorfizmus meghatarozasat polimerdz lancreakciot kovetd
restrikcids fragmenthossz polimorfizmus vizsgélattal (PCR-RFLP) végeztiik. A
betegek és kontroll személyek genomidlis DNS-ét QIAamp DNA Blood Mini
Kit (QIAGEN) segitségével izoldltuk. A polimorf szekvencia koriili DNS
szakaszt polimerdz lancreakcidval felsokszoroztuk. Az amplifikdlédott PCR
terméket Avall restrikcidos enzimmel (New England Biolabs) emésztettiik, majd
a keletkezett fragmenteket agar6z gélen szétvalasztottuk €s etidium-bromiddal
vizualizaltuk. Mivel a PCR termék csak a T allél esetén hordozza az Avall
restrikcios endonukledz felismerohelyét, a keletkezett fragmentek hossza alapjan

meghatiroztuk a vizsgalt személyek genotipusat.

4.8. Egyéb alkalmazott (rutin) laboratoriumi moédszerek

A monocytak abszolut sejtszamat a Sysmex SF3000 hematoldgiai automatan
(Sysmex Corporation) mértiikk le, a szérum laktat-dehidrogendz aktivitasat
Integra 700 kémiai automatdval (Roche) hataroztuk meg. A szérum total IgE
koncentracidjanak meghatdrozdsa a Modular E170 automata (Roche), mig az
allergén-specifikus IgE koncentriciéjanak mérése a MAST CLA1 analizator

segitségével tortént.

4.9. Statisztikai modszerek

A vizsgdlt numerikus paraméterek adatainak normadlis eloszlasat
Kolmogorov-Smirnov teszt segitségével ellendriztiikk. Normalis eloszldst mutato
eredmények esetében a kontroll €s a kiillonb6z6 betegcsoportok adatait Student-
féle két mintds t probaval hasonlitottuk 0ssze, mig a nem-normdlis eloszl4su
csoportok esetében Mann-Whitney U-tesztet alkalmaztunk. A pulzusszteroid
tergpia eldtt €s utdn ugyanazon SLE-s beteg esetében meghatarozott
paraméterek kozotti eltérést a Wilcoxon-féle parositott teszt segitségével

analizdltuk. A sCDI14 koncentraciot mér0 aramlasi citometridas modszer
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bedllitisakor a kontrollok és az SLE-s betegek mintdiban két kiillonb6zo
modszerrel meghatarozott sCD14 szintek kozotti eltérést Student féle egy-
mintds t-probaval értékeltiik €s a koztiikk 1év0 korrelaciot Pearson regresszids
analizissel hataroztuk meg. A PM/DM-es betegek esetében a sCD14 szintek a
felszini CD14-expresszid €s a szérum LDH aktivitdsok kozotti Osszefiiggést
Sperman rank regresszids analizissel értékeltik. A CDI14 gén C(-159)T
polimorfizmusanak genotipus megoszldsat a kontroll és a kiillonbdz0 beteg
csoportokban Khi-négyzet probaval vetettilk 0ssze. Az analizist a ,,Statistica”
program segitségével végeztiikk, barmely kiilonbséget akkor tekintettiink

szignifikdnsnak, ha p<0,05 volt.

5. EREDMENYEK

5.1. A CD14/TLR expresszio és a CD14-fiiggo funkciok valtozasa atépias
dermatitisben
5.1.1. A TLR2, TLR4, CD14 és CD180 molekuldk sejtfelszini expressziojanak
meghatdrozdsa atopias dermatitishen szenvedd betegek monocytdin,
granulocytdin és lymphocytdin

Az atopids dermatitisben szenvedd betegeket a szérum totdl és allergén-
specifikus IgE koncentracidja alapjan két alcsoportra osztottuk: intrinsic €s
extrinsic AD. A monocytdk sejtfelszini receptor expresszidjat tanulméanyozva
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
i1s szignifikdnsan magasabb szamban volt kimutathatd6. Az extrinsic AD-s
betegek monocytdin az intrinsic AD-s betegekéhez képest alacsonyabb TLR2 és

TLR4 expresszio volt mérhetd, de a kiillonbség nem volt szignifikdns. Nem
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talaltunk szignifikdns kiilonbséget a betegcsoportok €s kontrollok monocytdin
kifejezddé CD14 és CD180 molekuldk szamaban sem.

A granulocytdk TLR2 expresszidja az 0sszes AD-s beteget magédba foglalo
csoportban és az intrinsic AD-s betegek csoportjdban is emelkedett volt az
egészségesekéhez képest, de a kiillonbség csak az intrinsic AD-s csoport
esetében volt szignifikdns. Az intrinsic AD-s betegek granulocytdin
szignifikdnsan tobb TLR2 molekula fejez0dott ki, mint az extrinsic AD-s
betegekén. A granulocytdk CD14 expresszidja mind az intrinsic AD-s csoport,
mind az Osszes AD-s beteg esetében a kontrollokénal magasabbnak bizonyult. A
sejtfelszini CD180 molekuldk szama a CD180-pozitiv lymphocytdk esetében az
0sszes AD-s beteg, az intrinsic AD-s és az extrinsic AD-s betegek esetében is a
referensekénél szignifikdnsan magasabbnak mutatkozott. A granulocytdk TLR4
és CD180, a lymphocytdk TLR2, TLR4 és CD14 expresszidja a kimutathatosagi

hatar alatt maradt.

5.1.2. CD14-medidlta LPS kotés és fagocitozis vizsgdlata atopids dermatitises
betegek monocytdin és granulocytdin

Az adatok Osszevetése sordn nem taldltunk kiilonbséget az atOpids
dermatitisben szenvedd betegek €és az egészséges személyek monocytdinak
CD14-mediélta LPS kotése kozott. Nem talaltunk szignifikans eltérést az atopids
dermatitises betegek €s a kontrollok CDI14-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 koncentracidt mértiink.
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5.2. A CD14 expresszio, valamint a CD14-fiigg6 funkcidok valtozasa SLE-
ben szteroid terapia hatasara
5.2.1. A gliikokortikoszteroid terdpia hatdsa a monocytik CD14 expressziojdara
Eredményeink azt mutattdk, hogy a sejtfelszini CD14 molekuldk szdma
csokkent a terapidsan alkalmazott szteroid dozis emelkedésével, bar szignifikans
kiilonbség csak a pulzus terdpidban részesiilt betegek és a tobbi vizsgalt személy
adatai kozott mutatkoztak. Hasonldan szignifikans kiilonbségeket kaptunk akkor
1s, amikor a pulzus szteroid terdpia eldtti €s utani ért€kparokat hasonlitottuk

0ssze a Wilcoxon-féle parositott teszt segitségével.

5.2.2. A gliikokortikoszteroid terdpia hatdsa a monocytak CDI14-fiiggé LPS
kotésére

Az SLE-s betegekbdl izolalt monocytdk CD14-fiiggd LPS kotése csokkent az
in vivo alkalmazott szteroid dozis emelkedésével. Szignifikans kiilonbségeket
taldltunk, amikor a kontrollok adatait vetettiik 0ssze a pulzus és a kis dézisu
szteroid terdpidban részesiilt betegek adataival, de nem talaltunk eltérést, amikor
a kontrollok és a szteroid terdpidban nem részesiilt SLE-sek eredményeit
hasonlitottuk Ossze. Pulzus szteroid terdpia utdn a betegek monocytai
szignifikdnsan kevesebb LPS-t kotottek meg CDI14-fiiggd mddon, mint kis
dozisu terdpia esetén, illetve terapia nélkiil. Hasonlo szignifikédns kiilonbségeket
tapasztaltunk a CDIl14-fligg6 LPS kotést illetden, amikor a pulzus szteroid
kezelésben részesiilt betegek terdpia eldtti €s utani értékparjait hasonlitottuk

0ssze a Wilcoxon-féle parositott teszt segitségével

5.2.3. A gliikokortikoszteroid terdpia hatdsa a monocytik CDI14-fiiggé LPS-
indukalta aktivdcidjdra

A pulzus, illetve a kis ddzisu szteroid kezelésben részesiilt betegek, valamint
a kezeletlen SLE-sek LPS-indukalta TNFa termelése alacsonyabb volt, mint a

kontroll személyeké, de a kiillonbség csak a pulzus terdpidban részesiiltek esetén
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volt szignifikdns. A pulzus terdpids csoportban mért értékek szignifikdnsan
alacsonyabbak voltak a kezeletlen betegekéhez képest is.

Abban az esetben, ha a pulzus terdpia elott €s utdn mért adatokat 1-1
csoportba foglaltuk és ezek eltérését Mann-Whitney U teszttel vizsgaltuk, akkor
a két csoport kozott szignifikans kiillonbség nem volt kimutathat6. Ugyanakkor a
terapia elotti és utani ért€kparok Wilcoxon-féle parositott teszttel valod értékelése
szignifikdns kiillonbséget mutatott ki a monocytdk pulzus terdpia elotti €s utani
CD14-fiigg6 LPS-indukélta TNFa termelésében. A TNFa termelés nagyfoku
egyéni variabilitdsa magyarazhatja a kétféle statisztikai elemzés eredménye

kozti kiillonbséget.

5.3. A sCD14 koncentracié, sCD14 izoformak, CD14 expresszio és a CD14
gén C(-159)T polimorfizmusanak oOsszefiiggése a PM/DM Kklinikai
paramétereivel
5.3.1. A szérum sCDI14 totdl és 48/56 kDa-os izoformdinak koncentrdcidja, a
periférids monocytak CDI14 expresszioja és a CDI4 gén C(-159)T
polimorfizmusdnak megoszldsa polymyositisben és dermatomyositisben

Elsd 1épésként a PM-es és a DM-es betegcsoportokat hasonlitottuk Ossze a
CD14 fehérje (sCD14, mCD14) fenotipusos €s genotipusos tulajdonsigait
illetden. Nem talaltunk szignifikdns eltérést a két betegcsoport 0ssz sCD14,
illetve a kiilonbozo izoformdk koncentricioi 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
hasonlonak bizonyult. A betegcsoportok (PM, DM, PDM) és az egészséges
kontrollok adatait is Osszehasonlitottuk. Szignifikdns kiillonbséget csak az 56
kDa molekulatomegli sCD14 izoforma esetében taldltunk, aminek
koncentracidja szignifikdnsan emelkedett volt a betegekben a kontrollokhoz
képest. Mivel a vizsgélt paraméterekben nem talaltunk szignifikdns eltérést a

polymyositisben és dermatomyositisben szenvedd betegek kozott, ezért a
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késobbiekben az 0sszes myositises beteget egy homogén — PDM elnevezésii —

betegcsoportba tartozoként kezeltiik.

5.3.2. A sCD14 koncentrdciok, a monocytik CDI14 expresszioja és a betegség
aktivitdsa kozotti osszefiiggés vizsgdlata myositises betegekben

A betegeket két csoportra osztottuk betegségiik aktivitdsa alapjan, melyet a
klinikai tiinetek €és a laboratériumi paraméterek figyelembe vételével
hatdroztunk meg. Eredményeink azt mutattik, hogy az 6ssz sCD14 és az 56
kDa-os izoforma koncentricidja szignifikdnsan 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 sCD14 koncentrdciok, a monocytik CDI14 expresszioja és a betegség
lefolydsa kozotti Osszefiiggés vizsgdlata myositises betegekben

A PDM-es betegeket kiillonbozo alcsoportokba soroltuk betegségiik lefolyasa
alapjan: monofazisos, policiklusos és kronikus. Szignifikdnsan magasabb volt az
0ssz sCDI14 koncentrici6 a kronikus lefolydsu betegek szérumaban a
monofazisos, a policiklusos betegekhez és a kontrollokhoz viszonyitva. A
kronikus csoportba tartozé betegek szérumdaban mértiik a legmagasabb
koncentraciét az 56 kDa-os izoformdt illetden is, de a kiilonbségek a tobbi
alcsoporthoz viszonyitva nem voltak szignifikdnsak. Ugyanakkor valamennyi
betegséglefolyds alapjan 1étrehozott alcsoport 56 kDa-os sCD14 koncentracidja
szignifikdnsan magasabb volt, mint az egészséges kontrolloké. A monocytak
CD14 expresszidja a kronikus csoportban bizonyult a legalacsonyabbnak és a
kiillonbségek ezen alcsoport és a monofazisos alcsoport, valamint a kontroll
csoport kozott a szignifikancia szintjét is elérték.

Mivel szignifikdns kiilonbséget észleltiink az aktiv és inaktiv stddiumban

1év6 betegek kozott az 6ssz és 56 kDa-os sCDI14 koncentriciéjat, valamint
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monocytaik CDI14 expresszidjat illetden, ezen aktivitdsi csoportokat tovabb
osztottuk a betegség lefolydsa szerinti alcsoportokra. Az inaktiv betegek
csoportjan beliil nem tudtunk szignifikans kiilonbséget kimutatni a monofazisos,
policiklusos €s kronikus betegek kozott, sem pedig barmely alcsoport és a
kontrollok kozott a monocytdk CDI14 expresszidjat és a szérum sCD14
koncentracioit illetben. Az aktiv betegeknél sem taldltunk kiilonbséget ezen
paraméterekre vonatkozéan a kiilonbozd betegséglefolyasu alcsoportok kozott,
de a totdl sCDI14 és az 56 kDa-os izoforma szérumkoncentricidja minden
alcsoportban szignifikdnsan magasabb volt, mint a kontrollokban. Az aktiv
kronikus betegek monocytdinak CD14 expresszidja a kontroll személyekéhez
képest szignifikdnsan alacsonyabbnak bizonyult.

Az aktiv stadiumu betegek ardnya a kronikus csoportban szignifikdnsan

magasabb volt a monofazisos és policiklusos csoporthoz viszonyitva.

5.3.4. A sCDI14 koncentrdaciok, a monocytak CDI14 expresszidja és egy, a
betegség aktivitdasdt jelzo biokémiai marker kozotti osszefiiggés vizsgdlata
Mivel a szérum totdl és 56 kDa-os sCD14 koncentricidja, valamint a
monocytdk CD14 expresszidja asszocidciét mutatott a betegség aktivitasaval,
megvizsgaltuk ezen paramétereknek a myositis egy ismert aktivitasi markerével
val6 korreldciojat. A Dbetegek szérumdnak totdl sCD14 koncentricidja
szignifikdnsan korreldlt a szérum laktit-dehidrogenaz aktivitasaval. A
monocytdk CDI14 expresszidja €s a laktat-dehidrogendz aktivitds kozott

szignifikdns negativ korrelaciot tudtunk kimutatni.

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

Osszevetettiik az aktiv és az inaktiv PDM-es betegcsoportban tapasztalhatd
genotipuseloszlast. Eredményeink azt mutattdk, hogy a T/T genotipus ardnya az

aktiv PDM-es betegek csoportjaban szignifikdnsan magasabb volt, mint akar az
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inaktiv PDM-es csoportban akér a kétféle kontrollcsoportban. A T/T genotipus
aranya szintén nagyobb volt a kronikus lefolyast mutat6 betegcsoportban, mint a
policiklusos, vagy a monofdzisos csoportban, vagy a kontrollokban, de a
kiilonbség csak a kronikus €s a policiklusos csoport illetve a kronikus csoport és
a kontrollok dsszevetésekor bizonyult szignifikdnsnak. A T/T genotipusu PDM-
es betegek csoportjdban az aktiv stddiumu és a kronikus lefolydsu betegek
aranya szignifikdnsan magasabb volt, mint az egyéb genotipusokat egyesitd

C/C+C/T csoportban.

53.6. A CDI4 gén C(-159)T polimorfizmusa és a szérum sCDI4
koncentrdcioja kozotti osszefiiggés vizsgdlata

Osszehasonlitottuk a CD14 gén C(-159)T polimorfizmusdra vonatkozéan
kiilonbozd genotipusi betegek szérumdnak sCD14 koncentracidit. A T/T
genotipus esetében a szérum totdl sCD14 koncentricidja és az 56 kDa-os
1izoforma koncentracidja is szignifikdnsan magasabb volt, mint a tobbi genotipus

esetében.

6. MEGBESZELES

A velesziiletett immunrendszer mintafelismerd receptorai koziil kiemelkedd
jelentdsége van a toll-like receptoroknak €s az ezekkel asszocialt CD14-nek. A
korokozok eliminaldsidnak el0segitésén kiviil ezek szerepet jatszanak az adaptiv
immunrendszer reguldlasaban, €s valOszinlileg az autoimmun betegségek
kialakuldsaban is. Vizsgdlataink sordn a CDI14 rendszer és egyes TLR-ek
expresszidjanak €s funkcidinak valtozédsat vizsgaltuk autoimmun betegségekben
(SLE, PM/DM) valamint a gyakori bOrfert0zésekkel jellemezhetd AD-ben.

A CDIl14, a TLR-ek és az infekciok kozotti kapcsolat kétféle modon is

megvaldsulhat. Ezen receptorok csokkent expresszigja, illetve aktivitdsa a
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fert0zések gyakorisdganak novekedéséhez vezethet, ugyanakkor a sulyos
lokdlis, vagy szisztémds fertdzések az egész szervezet immunrendszerét
mozgositjak, ami a CD14 és egyes TLR-ek aktivitasat, expresszidjat fokozhatja.
Mivel a vizsgalt CD14 és TLR receptorok expresszidja nem csokkent az AD-s
betegekben, igy a csokkent receptorszdm nem okozhatja az atdpids dermatitises
boron oly gyakori bakteridlis infekciokat. Ugyanakkor ismert, hogy a
baktériumok kiilonbozd termékei a periférids fehérvérsejteken fokozhatjdk a
CD14, TLR2 és TLR4 expressziot, €s ezen receptorok szama szignifikdnsan
magasabb volt a baktériumok okozta szepszises betegekben is. Ezek a
megfigyelések, valamint a sajat eredményeink is arra utalnak, hogy a gyakori
lokalis bakteridlis infekciok és az AD-s bOr csOkkent barrier funkcidja
kovetkeztében bizonyos bakteridlis molekuldk (LPS, peptidoglikan,
szuperantigének) bejuthatnak a vérkeringésbe és fokozhatjak a fehérvérsejtek
CD14/CD180/TLR expresszidjat.

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 kontrollokétol.
Mivel a bakteridlis fert0zések gyakorisiga nem nagyobb az intrinsic AD-s
betegekben, mint az extrinsic AD-s csoportban, feltételezhetjiik, hogy az
intrinsic AD-s betegek érzékenyebben reagdlnak a kiilonb6z0 mikrobidlis
eredetli anyagokra. Ez a tulérzékenység valthatja a ki az atdpids dermatitisnek
ezt a form4jat. Irodalmi adatok azt mutatjék, hogy az intrinsic AD-ben szenvedd
betegek 50%-4dban mikrobidlis komponensekkel szembeni allergén-specifikus
IgE termelddését lehet kimutatni. Ez a megfigyelés tovdbb noveli annak a
valoszinliségét, hogy az intrinsic AD kialakuldsaban kivalté tényezd lehet a
mikrobidlis eredetli anyagokkal szembeni tilérzékenység.

Azért, hogy valaszt kapjunk arra, hogy a CD14 molekulat érintd valtozasok
befolydsolhatjdk-e szisztémdas autoimmun betegségek kialakuldsat €s a betegség

lefolyasat, polymyositisben €s dermatomyositisben szenvedd betegek mintaiban
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vizsgaltuk meg a CD14 rendszer egyes paramétereit. A polymyositises €s a
dermatomyositises betegek adatait Osszevetve nem taldltunk kiilonbséget a
monocytdk mCD14 expresszidjanak mértékében, a szérum sCD14 kiilénbozd
formainak koncentracigjdban és a C(-159)T polimorfizmus genotipusainak
megoszlasdban sem. Ezek az eredmények arra utalnak, hogy a CD14 rendszert
érintd valtozasok nem magyardzzak a PM és DM patogenezise kozotti
kiilonbségeket.

A PDM-es betegek €s a kontrollok adatait Osszevetve nem tudtunk
szignifikans kiilonbséget kimutatni a két csoport kozott sem a totdl sCDI14
koncentriciot, sem a mCD14 expressziot illetden. Az aktiv és az inaktiv
stddiumban 1€v0 betegek adatait elemezve azt taldltuk, hogy az aktiv betegek
sCD14 koncentricidja magasabb, monocytdiiknak mCD14 expresszidja
alacsonyabb volt az inaktiv betegekhez és a kontrollokhoz viszonyitva is. Ha a
betegeket a betegséglefolyas alapjan osztottuk alcsoportokba, a kronikus
csoportba tartozé betegeknek magasabb volt a sCDI14 koncentracidjuk és
sejtjeik kevesebb mCD14-et expresszaltak. A sCD14-et €és mCD14-et érinto, a
kronikus csoportban tapasztalhaté szignifikdns eltérések azzal magyardzhatok,
hogy e csoporton beliil szignifikdnsan magasabb volt az aktiv betegek ardnya,
mint a tobbi csoportban. Ezek az adatok arra utalnak, hogy a sCDI14
koncentrici6 emelkedése, €¢s a mCD14 koncentrdcié csokkenése a betegség
aktivitasat jelz0 markerek. Raadasul ezek a paraméterek szignifikdns korrelaciot
mutattak a hagyomdnyos, myositisekre jellemz6 aktivitdsi marker, az LDH
koncentracidjanak vdltozdsaval. A CDI14 véltozdsoknak a kiilonbozd
gyulladasos folyamatokkal valo Osszefiiggése felveti annak a lehetdségét, hogy a
CD14 egy pozitiv akut fazis fehérje. Két kiillonb6z0 tanulmény is kimutatott
Osszefiiggést a sCDI14 koncentracid, vagy a CDI14 expresszido és a CRP
koncentracioja kozott, Bas és kollégai pedig bizonyitottak ezt a hipotézist.

Eredményeink azt mutattdk, hogy az aktiv myositises betegek 0ssz sCD14

koncentriciéja emelkedésének hétterében az 56 kDa molekulatomegili izoforma
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direkt szekrécigja 4allhat. Ennek a folyamatnak a domindldsa és
kovetkezésképpen a GPI-farok kapcsoldddsanak és a mCD14 képzddésének a
visszaszoruldsa magyardzhatja a mCD14 expresszi6 PDM-es betegekben észlelt
csokkenését.

Szamos megfigyelés és adat utal arra, hogy a CDI14 gén C(-159)T
polimorfizmusa befolydsolja a szérum sCD14 koncentracidjat. A T/T genotipus
kiillonbozd betegségekben Osszefiiggést mutatott a sCDI14 koncentracid
emelkedésével, s mi is ezt tapasztaltuk vizsgdlataink sordn. Sajat eredményeink
szerint a T/T genotipus szignifikdnsan magasabb ardnyban volt jelen az aktiv
staddiumu és a kronikus 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 stimuléaciojat is elOsegiti, a magasabb sCD14 koncentracio
hozz4jarulhat ezen sejtek kis mértékli, de allandé aktivacidjahoz,
proinflammatorikus  citokinek termeléséhez és a kronikus gyulladdsos
folyamatok fenntartisdhoz. A PDM-es betegekben tehat a T/T genotipus
esetében — az emelkedett sCD14 koncentracidval Osszefiiggésben — nagyobb
val6szinliséggel alakul ki a myositis kronikus formdja.

A CDIl14 rendszer mukodése terdapids szerekkel befolydsolhatd. Az
Immunszupressziv, antiinflammatoérikus hatasukrodl 1smert
gliikokortikoszteroidok (GCS) tobb moddon, tobbféle sejtre hatva fejtik ki
hatasukat. Kisérleteink sordn azt tapasztaltuk, hogy a pulzus szteroid terdpia
szignifikdnsan csokkentette az SLE-s monocytdk CDI14-expressziojat, LPS
kotését és LPS-indukdlta TNFo szekrécigjat, ami a szteroid hatds egy Uj

mechanizmusat jelentheti.
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7. OSSZEFOGLALAS

A velesziiletett immunrendszer mintafelismerd receptorai koziil kiemelkedd
jelentdsége van a toll-like receptoroknak €s az ezekkel asszociadlt CD14-nek. A
korokozok eliminaldsidnak el0segitésén kiviil ezek szerepet jatszanak az adaptiv
immunrendszer reguldlasiban, és az autoimmun betegségek kialakulasdban is.
Munkank sordan a CDI14 rendszer és egyes TLR-ek expresszigjdnak és
funkcidinak valtozasat vizsgaltuk autoimmun betegségekben (szisztémdas lupus
erythematosus, poly/dermatomyositis) valamint a gyakori bOrfertdzésekkel
jellemezhetd atopids dermatitis-ben.

A vizsgalatok legfontosabb eredményei és Gij megallapitasai:

« A szérum sCDI14 koncentricidjdnak mérésére egy uj, kompeticiéon alapuld,
aramlési citometrids modszert allitottunk be.

« Az AD intrinsic formdjaban emelkedett CD14, TLR2, TLR4 és CDI180
expressziot észleltiink a leukocitdk felszinén, és a monocytdk/granulocytak
LPS és baktérium felvétele sem mutatott csokkenést. Ez alapjan a gyakori
borfertdzések vélhetden nem fliggnek Ossze a CD14 €s a vizsgdlt TLR-ek
csokkent mitkodésével. Sokkal valdszinlibb, hogy a fokozott bérpermeabilitas
miatt a keringésbe keriilo bakteridlis eredetli molekuldk szisztémdsan is
fokozzdk az immunrendszer aktivitdsidt, ami fokozott receptor expresszidt
eredményez.

« A C(-159)T polimorfizmus T/T genotipusa emelkedett sCD14 szinttel jart
egyiitt myositisben és asszocidciot mutatott a kronikus betegséglefolyassal. A
T/T genotipus hajlamot jelenthet a kronikus betegséglefolyasra vélhetden
azzal, hogy magasabb sCD14 szintet tart fent, ami a CD14-negativ endothel €s
1izomsejtek kis mértékii, de konstans aktivalodasat eredményezi.

« A pulzus szteroid terdpia szignifikdnsan csokkentette az SLLE-s monocytak
CD14-expresszigjat, LPS kotését és LPS-indukalta TNFa szekréciojat, ami a

szteroid hatas egy ) mechanizmusat jelentheti.
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