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ROVIDITESEK JEGYZEKE

AD
AMP
APC
APT
BCL2A1
BDNF
CCL
CCR
CD
CSF
CLA
DC
dDC
DNS
ELISA

FceRI
FITC
FLG
FOXP3
FSP
GATA3
GSTP
HBD
HIES
IDEC
IFN

IL
KLK

atopias dermatitis

antimikrobialis peptid

antigén prezentald sejt

atopias rahelyezési teszt (atopy patch test)
BCL2-kapcsolt fehérje Al

agyi neutrofil faktor (brain-derived neutrophilic factor)
kemokin (C-C motivum) ligand

kemokin (C-C motivum) receptor

differenciacios klaszter (Cluster of Differentiation)
kolonia stimulalé faktor (colony stimulating factor)
bér (cutan) lymphocyta-asszocialt antigén
dendritikus sejt (dendritic cell)

dermalis dendritikus sejt

dezoxyribonukleinsav

enzim-kapcsolt immunszorbens teszt (enzyme-linked
immunosorbent assay)

immunglubulin E receptor 1. tipus

fluoreszcein izotiocianat

filaggrin

forkhead box P3

fibroblaszt felszini fehérje (fibroblast surface protein)
GATA-ko6t6 fehérje 3

glutation S-transzferaz

human-p-defensin

Hyper IgE szindroma

inflammatodrikus dendritikus epidermalis sejt
interferon

immunglobulin

interleukin

kallikrein



LEKTI lymphoepithelialis Kazal-tipusu tripszin inhibitor

LC Langerhans sejt

mDC myeloid dendritikus sejt

MHC major hisztokompatibilitasi komplex

MMP matrix metalloproteinazok

MRNS messenger ribonukleinsav

NHDF normal humén dermalis fibroblaszt

NMF természetes hidratal6 faktor (natural moisturizing factor)
NOD nukleotidko6to oligomerizaciés domén

nTreg természetes regulativ T

PAR-2 plazminogén aktivator receptor 2-es tipus

PBMC periférias vér mononukledris sejt

PBS foszfat puffer oldat

PCR polimeraz lancreakci6 (polymerase chain reaction)

pDC plasmacytoid dendritikus sejt

PE fikoeritrin

PRR mintazatfelismerd receptor (pattern recognition receptor)
SCORAD atopias dermatitis pontozasa (Scoring Atopic Dermatitis)
SEB staphylococcus enterotoxin B

SOCS citokin-szigal szuppresszor (suppressor of cytokine signaling)
SPINK Kazal-tipust szerin protedz inhibitor

TCI helyi calcineurin inhibitor

TCS hely1 gliikokortikoszteroid

TCR T sejt receptor

TEWL transzepidermalis vizvesztés (transepidermal water loss)
TGF transzformalo novekedési faktor (transforming growth factor)
Th T segit6 (T helper)

TLR Toll-szer(i receptor (Toll-like receptor)

TNF tumor nekrozis faktor

Trl 1. tipust regulald T

TSLP thymus stromalis lymphopoietin (thymic stromal lymphopoietin)
uv ultraibolya



1. BEVEZETES

Az atopias dermatitis (AD) egy igen gyakori, kronikus lefolyast, remissziokkal és
fellangolasokkal jard gyulladdsos borbetegség, melyet a bOr szarazsaga, és kifejezett
viszketése, valamint a legsulyosabb formaban annak szdveti atépiilése (remodelling)
jellemez. A betegség jelentds mértékben hozzajarul az életmindség romlasahoz és nagy
gazdasagi teherrel is jarhat, nemcsak a betegekre és csaladjukra, de a tarsadalomra
nézve egyarant.

részletek maig sem teljesen tisztazottak. Az AD multifaktoridlis betegség, hatterében
genetikai prediszpozicio jatszik szerepet, a fiziko-kémiai bérbarrier sériilésével, és a
természetes és szerzett immunvalasz zavaraval, melyet sulyosbithatnak a kiilonb6z6
kornyezeti faktorok. A megvaltozott immunvalasz hatterében allhatnak az
immuntolerancia elvaltozasai, melynek fontos elemei a regulativ tulajdonsaggal
rendelkezé T sejtek. Az egyik ilyen sejtcsoport a forkhead box P3 (FOXP3)-t
expresszalo CD4*CD25P9MFOXP3* természetes regulativ T (nTreg) sejtek csoportja,
melyek szerepe intenziv kutatasok targya AD-ben is. Ugyanakkor az nTreg funkcidok
jellemzdinek vizsgalati eredményei ellentmondasosak.

Az immunologiai eltérések mellett a bor barrier karosodasa is kiemelt szereppel bir.
Tovabbi jellegzetes folyamat az AD kronikus, sulyos, terapia-rezisztens formajaban a
szoveti atéplilés, amit a bor strukturalis elvaltozasai jellemeznek, de a hatterében
lejatsz6dd mechanizmusok részleteiben nem ismertek. A proinflammatorikus citokinek,
valamint a kemokin szupercsalad egyes tagjai nemcsak az AD-re jellemz6 gyulladas
elinditdsaban, fenntartdsdban ¢és szabdlyozdsdban, hanem a szdveti atépiilésben is
szerepet jatszhatnak. Ez utobbi folyamat (szoveti atépiilés kemokinek altali
szabalyozasa atopias borgyulladasban) feltételezett hatterérél azonban nem allnak
rendelkezésre irodalmi adatok.

Dolgozatom elsé része az immunregulaciés zavarok AD-ben betdltott szerepének
kutatdsa soran kapott eredményeimet foglalja 6ssze, mig a masodik rész az atdpias bor
szoveti atépiilésének kemokin altal medialt egyik lehetséges kommunikacios utjat

feltar6 vizsgalataim eredményeit mutatja be.



2. IRODALMI ATTEKINTES

2.1. Atopias dermatitis

Az atopias dermatitis (AD) egy kronikus, remissziokat €s relapszusokat mutato,
kifejezett viszketéssel jard, nem fert6z6, gyulladasos boérbetegség, mely gyakran
tarsultan jelentkezik egyéb atopias betegségekkel (pl. asthma bronchiale és allergias
rhinoconjunctivitis). Az atopia a bor, illetve a nyalkahartya artalmatlan kornyezeti
faktorokkal szembeni hiperszenzitivitasat jelenti, és a betegek nagy részének
szérumaban emelkedett teljes s specifikus immunglobulin (Ig) E szint mérhet6 (1, 2).
A sokszinii, egymassal szoros Osszefiiggésben 1évo bioldgiai folyamatok terén szerzett
novekvé ismereteink segitenek megérteni a betegség kialakulasanak hatterében allo,
klinikailag is relevans patofizioldgiai eseményeket (pl. az epidermalis barrier funkci6 és
az immunvédekezés szabalyozasanak zavara).

Az AD az elmult évtizedekben a borgyogyaszati kutatasok kozépontjaba keriilt. A
nemzetkozi irodalom gylijteményét (PubMed) bongészve és a betegségre rakeresve, a
cikkek szamaban exponencialis novekedési tendencia lathato. Eszrevehetd, hogy amig
20 évvel ezel6tti idészakbol alig tobb mint 6tezer cikket taladlhattunk az adatbéazisban,
addig ez a szam tiz évvel ezeldttre megduplazddott, mig napjainkra elérte a huszezres
szamot. A nagyfoku érdeklddés hatterében allhat az a tény, hogy sok embert érintd
betegségrdl van szo, valamint az is, hogy a korkép jelentésen ronthatja az életmindséget
is. Tovabbi fontossagat szisztémas betegségként valo megkozelitése adja. Az egyéb
atopias betegséggel valdo szoros kapcsolatit tdmasztja ala az tgynevezett ,,atopids
menetelés” jelensége is. A folyamat soran a csecsemdkorban kialakult AD utan a
betegség természetes progresszidjaként a sulyos AD-es betegek csaknem felében
alakulhat ki asthma, és a betegek a késoi életszakaszokban sokkal fogékonyabbak az
allergias rhinitis kialakulasara is (3, 4). A betegség hatterében allo folyamatok és a
provokald faktorok mielébbi felismerése és leirasa tehat kiemelkedd szerepet jatszik a

betegség kezelésére iranyuld kutatasokban is (5).

2.1.1. Etiologia, epidemologia, genetika
Az AD egy multifaktorialis betegség, mely kialakuldsaban kornyezeti és genetikai

tényezOk jatszanak szerepet, magaba foglalva komplex gén-gén és gén-kornyezet



interakciokat (1). A bor fiziko-kémiai barrierjének, illetve a szervezet természetes és
adaptiv immunvalaszanak miikddései olyan genetikailag jol meghatarozott folyamatok,
melyekre kozvetleniil hatnak a specifikus és aspecifikus kornyezeti tényezok, és ezek
egyiittes valtozasa jarul hozza a betegség kialakulasahoz (6-9).

A betegség prevalencidja a mult szazad hetvenes éveit6l folyamatosan né (10), de
eléfordulasi gyakorisdga a foldrajzi teriiletek fiiggvényében igen nagy kiillonbségeket
mutat. A kilencvenes években egy 56 orszagot érint6 atfogd felmérésben két gyermek
korosztaly (6-7 évesek: 256000 gyermek, és 13-14 évesek: 458000 gyermek) 1 éves
prevalencia adatait vizsgaltdk. A 6-7 évesek kozott Iranban 2%, Japanban és
Svédorszagban 16% gyakorisagot talaltak, mig 13-14 évesek kozott a legalacsonyabb
prevalenciat Albaniaban mutattak (1%), és a legmagasabbat az Egyesiilt Kirdlysagban
¢és Nigéridban (17%) (11). Ugyanez a munkacsoport hasonld nagy vizsgalat keretében
egy évtizeddel késbb azt az eredményt kapta, hogy a 13-14 éves korosztaly esetében a
korabban magas prevalenciat mutato iparilag fejlett orszagokban a novekedés megallt,
esetleg csokkent (pl. Nagy-Britannia, Uj-Zéland), ugyanakkor a fejlédd orszagokban
nétt a prevalencia (10). Ebben a korosztalyban, egy masik vizsgalat soran Indiaban igen
alacsony (<1%), Ecuadorban (22%) és Azsiaban (15%), valamint Latin-Amerikaban
(24%) magas prevalenciat irtak le (12). A 6-7 éves korosztaly adatait Osszegezve
azonban azt figyelték meg, hogy minden foldrajzi teriileten nétt a prevalencia (10),
Kinaban volt a legalacsonyabb (<1%), Kolumbiaban a legmagasabb (24%) (12). A
foldrajzi eltérések még egy orszadgon beliil is megjelenhetnek, mely folyamatok az
exogén faktorok szerepét erdsitik. Példaul az Egyesiilt Allamok adatait elemezve az
egyes foldrajzi teriiletek igen valtozatos eltérést mutattak (2003-ban az AD prevalencia
az USA-ban a 17 év alatti populacioban 8-18% kozott volt az egyes allamokban) (13).
Magyarorszagon egy 2006-ban publikalt felmérés szerint, mely Kelet-Magyarorszagon
csaknem 1200 gyermek bevondséaval tortént, a 19 év alatti korosztalyban a betegség
prevalenciaja 17% volt (14).

A betegség dinamikajat vizsgalva megfigyelhetd, hogy az érintett gyermekek 45 %-
aban az elsé 6 honapban, 60 %-aban az elsé évben, 85-95 %-aban 5 éves kor elott
kezdédik a betegség (1). A korkép lefolyasaban észrevehetd az a tendencia, hogy a
betegek mintegy 40 %-a 14 éves korra ,,kinovi” a betegséget, és 20 éves korra tovabbi

20 % esetében sziinik meg a betegség (1). A betegek harmadaban azonban felnétt



korban is perzisztalnak a tiinetek. Mindemellett azonban eléfordulnak felnétt korban
kezdddd formak is. Bar a gyermekkori magas adatokhoz képest a feln6tt lakossagban a
betegség prevalencidja alacsonyabb (1-3%), mégis az elmult évtizedekben ndvekvd
tendenciaja (1, 15).

A genetikai faktorok kiemelt szerepére ikertanulmanyok hivtak fel elészor a figyelmet.
Egypetéjti ikrekben magasabb volt a konkordancia rata (0.77-0.86), mint a kétpetéjii
ikrekben (0.15-0.5), tovabba a betegeknél tapasztalt gyakori pozitiv csaladi anamnézis
is alatdmasztotta a genetikai faktorok szerepét. Egyes szamitasok szerint a betegség
rizikdja megduplazodik ha az egyik, és megtriplazodik ha mindkét sziild szenved a
betegségben (1, 7, 16, 17).

A genomikai vizsgalatok szamos, az AD-hez tarsitott lokuszt azonositottak (7, 18).
Barnes munkacsoportja 81 lehetséges gént értékelt, melyek fele az AD-ben
tapasztalhatd immun-diszregulaciohoz asszocialt (18). Ezen gének termékei szerepet
jatszanak az antigén prezentacioban, sejtes €és humoralis immunvalaszban [monocyta
differenciacios antigén (CD14), GATA-kot6 fehérje 3 (GATA3), interleukin-4 (IL-4),
IL-18 (polimorfizmusa T helper (Th) 2 predominanciat eredményezhet a betegség
kezdeti fazisdban), nukleotidk6td oligomerizaciés domén 1 (NOD1), és a Toll-szerl
receptor 2 (TLR2)], valamint szignal utvonalakban, sejt-sejt interakciokban,
sejtmozgasban [BCL2-kapcsolt fehérje Al (BCL2A1), agyi neutrofil faktor (brain-
derived neutrophilic factor) (BDNF), kemokin C-C motivum ligand (CCL) 5, kolonia
stimulalo faktor 2 (CSF2), glutation S-transzferaz 1 (GSTP1), IL5, IL12B, IL12RB1, és
a citokin-szigal szuppresszor 3 (suppressor of cytokine signaling 3 - SOCS3)] (18) (1.
tablazat). Ujabb vizsgalatok az IL-13-t kodolo régid variansait (5q31-33), a CCL5
promoter régi6 funkciondlis mutacioit (17qll), és az IL-4R funkcionyerd
polimorfizmusait (16ql2) is leirtdk, mely valtozadsok az IgE szenzitizaci6 nélkiil
megjelend nem-atdpias (intrinsic) AD kialakulasanak hatterében allhatnak (1).

Az immunvalasz miikodését iranyitd gének mellett az utobbi idoben deriilt fény arra,
hogy az AD kialakuldsdban az epidermalis barrier szerkezetét ¢és funkciojat
meghatdrozo6 gének is rendkiviil fontosak (1. tablazat).

Az epidermalis homeosztazist regulalo gének nagyrészét egy klaszterben, az 1921
régioban taldlhatjuk. Ezeket a géneket egyiittesen epidermalis differenciacios

komplexnek hivjuk, és a kozds gén- €s fehérjestrukturak alapjan 3 nagy csoportra
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oszthatjuk (19): szaruboriték (cornified envelop) prekurzor gének (pl. involucrin,
loricrin, Kkis prolin-gazdag fehérjék); S100 fehérje gének (pl. psoriasin, koebnerisin,

calprotectin); és fuzios gének (pl. cornulin, repetin, hornerin).

Immun diszregulaciéban résztvevo gének Bor barrier diszfunkcioban
Antigén prezenticid, sejtes és Szignalitvonalak, sejt résztvevo gének
humoralis immunvalasz interakciok, sejtmozgas
CD14 (monocyta differenciacios
antigén) BCL2A1 FLG
GATA3 BDNF TSLP
IL-4 CCL5 TSLPR
IL-18 CSF2 IL-7R
NODI GSTPI szaruboriték prekurzorok
TLR2 IL-5 S100
IL-12B SPINKS
IL-12RB1 KLK7
SOCS3 Claudin-1

1. tablazat AD-asszocialt gének (1, 7, 18-22). (SPINK: Kazal-tipusti szerin proteaz
inhibitor; KLK: kallikrein, tovabbi roviditésmagyarazat és megbeszélés a dolgozatban)

Ez utobbi gének egyik fontos tagja az azonos nevii fehérjét kodolo filaggrin (FLG) gén
(1, 23). El6szor a kifejezett bérszarazsaggal jard ichthyosis vulgaris betegségében irtak
le major (R501X, 2282del4) és minor (S3247X, R2447X, 3702delG) FLG null-
mutaciokat. 2006-ban egy nagy attdrésnek szdmitd vizsgalat eredményeit publikaltak
Palmer és munkatarsai, miszerint a kaukdzusi AD populacidoban a fehérjetranszlaciot
leallit6 FLG homozigéta nonszensz mutaciok (R501X, 2282del4) jelenléte szoros
Osszefliggést mutat AD-szel. Egy génmutacié (FLG) és egy fenotipus megjelenése kozti
ilyen szoros kapcsolat poligénes betegségben ritkan lathatd. A fenti mutaciokat AD-ben,
mint a betegség kialakulasara predisponalo faktorokat definialtdk és eddig mar mintegy
45 mutéciot azonositottak (24).

A kaukazusi AD populacio leggyakoribb FLG mutacidi a 2282del4 és az R501X. Ezen
két mutacio gyakorisaga az AD populacioban 20-60% (7, 25, 26). A mutaciokat
vizsgalva pozitiv korrelaciot irtak le azok jelenléte és az AD életkor szerinti kialakulasa,

valamint az allergén szenzitizacidé mértéke kozott (27, 28). Azonban a mutaciok
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jelenléte, mint 6nallo faktor 6nmagaban nem hordozza a betegség stlyossagara vald
hajlamot. Munkacsoportunk egyik legijabb eredménye szerint ugyanis mind a FLG
mutaciokat hordozo6, mind a vad-tipusu fehérjét hordozé betegek esetében kimutathat6 a
sulyos boérgyulladas és a betegség sulyossagaval vald pozitiv korrelacié abban az
esetben, ha jelen van a bor barrier akar velesziiletett, akar szerzett karosodasa (29).
Ugyanakkor a FLG mutaciot hordozo betegek esetében az allandoan jelen 1évé barrier
deficiencia, a vad-tipusti fehérjét hordozd betegek csoportjaval Gsszehasonlitva, az
allergias szenzitizaciok megnovekedett rizikojat eredményezi (29).

Az epidermalis barrier l1étrehozasaban szerepet jatszo és a normal bér funkcidjahoz
elengedhetetlen fehérjéket kodold tovabbi gének kozott fontosak a Kazal-tipusu szerin
protedz inhibitor 5 (SPINKS5) és a kallikrein 7 (KLK7) gének (1. tablazat). AD-ben a
KLK7 funkcionyeré mutéacioi és a SPINKS gén funkcidvesztd mutacidi (utdbbi az
inhibitor funkcioval rendelkezd lymphoepithelidlis Kazal-tipus tripszin inhibitor
(LEKTI) regulator molekula aktivitdsdnak csokkenését okozza) kovetkeztében
megndvekedett szerin proteaz akivitas tapasztalhatd, mely barrier diszfunkciohoz vezet.
(22). Emellett szignifikans asszociaciot talaltak szamos vizsgalt populacioban a thymus
stromalis lymphopoietin (TSLP) és receptorai (TSLPR, IL-7R) génjeinek, valamint a
szoros sejt-sejt kozti kapcsolatok (tight junctions) létrehozasaban szerepet jatszo
adhézios fehérje, a claudin-1 génjének polimorfizmusai és az AD riziko, tovabba az

AD-ben el6forduld ekcéma herpetikum kozott (1. tablazat) (20, 30, 31).

2.1.2. Kornyezeti faktorok hatdsa

Az allergias megbetegedések, koztik az AD, egyike azon multifaktorialis
betegségeknek, ahol valoban kimutathaté a kdrnyezeti faktorok provokald szerepe. Az
AD patogenezisében a genetikai hajlam talajin a kornyezeti faktorok hatdsara
manifesztalodhat a betegség, megjelenhetnek a jellegzetes klinikai tlinetek, melyek
sulyossadga a kivaltd faktorok erdsségétdl is fligg. A kornyezeti faktorokat két nagy
csoportra oszthatjuk. Ezek a specifikus, és a nem-specifikus faktorok. A specifikus
provokald faktorok kozé tartoznak az allergének (inhalativ, nutritiv, kontakt, illetve
autoallergének) és a mikrobak (baktériumok, pl. Staphylococcus aureus; virusok, pl.

humén herpeszvirus-1; gombdék, pl. pityrosporum), mig a nem-specifikusak kozé a
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mechanikai irritdciok (pl. vakards), klimatikus viszonyok, kornyezeti homérséklet
valtozasai (meleg-hideg), napfény, stressz, gyogyszerek, terhesség (9, 32).

Az egészséges emberi borén szdmos mikroorganizmus kolonizalédik, de a toxintermeld
S. aureus nem része a normal bor mikrobiomnak. Az AD-ben szenvedd betegek igen
nagy részében (kb. 90 %) mind a 1éziondlis, mind a nem-lézionalis béron kimutathat6 a
S. aureus kolonizacidja (szemben a normal egyének 5-10 %-val) (33), melynek foka
korrelal a betegség sulyossagaval és a klinikai tiinetek antibiotikum alkalmazasanak
hatasara javulnak (34). Szamos oka lehet a megnovekedett bakterialis kolonizacionak.
Az atopias bérben végbemend valtozasok, pl. fiziko-kémiai barrier diszfunkcio (8, 35,
36), csokkent természetes immunvalasz aktivitas (37), valamint a szerzett immunitas
sejtei altal termelt citokinek és kemokinek altal okozott gyulladdsos Th2 talsuly és Th2
effektor citokinek termelése (34, 38) mind kedveznek ennek a folyamatnak (33). Bar a
megndvekedett transzepidermalis vizvesztés (transepidermal water loss — TEWL)
kedvezotlen koriilményeket jelenthet a baktériumoknak (34, 39), a megnovekedett pH
fokozott szerin protedz aktivitassal is jar és ez az allapot noveli az infekcidohajlamot
(40).

Az atopids boéron kolonizalddott baktérium ¢€s toxinjai (enterotoxin A-D) széles
bioldgiai aktivitasi spektrummal rendelkeznek és részt vesznek az atopias borgyulladas
stlyosbitasaban. A bakterialis szuperantigének [pl. Staphylococcus enterotoxin B
(SEB)] kozvetleniil képesek specifikus T sejt vélasz kivaltdsara, valamint egyéb
gyulladasos és strukturalis sejtek (pl. eosinophil granulocyta, Langerhans sejt (LC),
makrofag, keratinocyta) stimuladldsara. A szuperantigéneket az antigén prezentalo sejtek
(APC) és a major hisztokompatibilitasi komplex (MHC)-II egysége mutatja be a T
sejtek felé. Ezek a T sejt receptorhoz (TCR) kotédve stimulaljak azokat, és novelik a
boérbe vald vandorlasi képességgel rendelkezd kutdn lymphocyta-asszocialt antigén
(cutaneous lymphocyte associated antigen — CLA)" T sejtek szamat is (7, 34, 41).

A baktérium altal indukalt eseményeket a 1. abra (1) és a 2. tablazat mutatja be (38).

A betegségben szenvedd felndtt populacido kb. 80 %-ban mutathaté ki szenzibilizacio
szezonalis és/vagy perennialis aero- illetve ritkdbban élelmiszerallergénekkel szemben.
Ezt az emelkedett szérum teljes és specifikus IgE szint, pozitiv Prick teszt vagy atopy
patch teszt (APT) jelzi (42). Szenzibilizalt betegekben az allergének léguti, oralis és

kutan expozicio révén azonnali, illetve késoi tipusu allergias reakciot is kivalthatnak (5).

13



A betegeknél a vezetd allergén a hazipor atka, mely esetében igen magas a

szenzitizacios arany (43, 44).

Staph.A. J Allergen
O e /

[ o\ \\. /
ox° \ /

1. abra A S. aureus bioldgiai aktivitasanak spektruma. Szamozott folyamatok: 1. a DC
sejteken keresztlil Th2 sejtvalasz indukalédsa; 2. adjuvans hatds az allergén specifikus T
sejt stimulacioban; 3. T sejtek poliklonalis stimulacidja; 4. szuperantigén-specifikus IgE
szenzitizacid indukalasa; 5. T sejt toborzas; 6. TSLP indukalas; 7. Treg sejtek
funkciojanak modositasa (Forras: Bieber T. Atopic dermatitis. Ann Dermatol
2010;22(2):125-37.) (1, 34, 45).

Mediator AD béron valo hatas Th2 citokin hatas
Megnovekedett keratinocyta | Megndvekedett toxicitas a
sejthalal; fokozott citokin FLG és a savas

Alfa toxin (A) |produkcid; bdrtiinetek romladsa |sphingomyelindz gatlasa altal
Fokozott hizésejt degranulacié;| Fokozott hatas emelkedett
Delta toxin (D) bortiinetek romlasa IgE termelés utjan
Fokozott hizdsejt degranulacio;
fokozott citokin produkcid; | Fokozott hatas emelkedett

Szuperantigének bortiinetek romlasa IgE termelés utjan
Staphylococcus | Ismeretlen hatés; fokozott
A fehérje gyulladas Nem ismert
Fokozott gyulladas; bortiinetek
Lipoteichoin sav romlasa Nem ismert

2. tablazat Az AD tilineteinek és a Th2 citokinek szerepének moddositdsa a
staphylococcus produktumai altal (Forras: Travis JB. Toxic interaction between Th2
cytokines and Staphylococcus aureus in atopic dermatitis. J Invest Dermatol
2014;134:2069-71.) (38, 46-51).
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A hazipor atkak kozott a Dermatophagoides pteronyssinus és a Dermatophagoides
farinae (testrészei és széklete) a leggyakoribb allergénforrasok az AD kialakulasa
szempontjabol. Ezen allergének (t6bb, mint 22-t irtak le eddig) legtdbbje proteolitikus
aktivitassal rendelkezé enzim, melyek kozott a legfontosabb a Der pl és Der p2 (D.
pteronyssinus allergénjei), valamint Der f1 és Der f2 (D. farinae allergénjei) allergének
(52). A hazipor atkak jelentdsége az AD betegek patogenezisében egyrészt abban all,
hogy kimutathatok a betegek borén, életterében (ruha, agy), masrészt abban, hogy
ismert ezen inhalativ allergének boron keresztiili szenzitizacidjanak és ezaltal allergias
tiinetek kialakitasanak lehetdsége is (53, 54). Ennek szamos mechanizmusa lehet.

A hazipor atka allergének direkt proteolitikus enzim-aktivitasa példaul kovetkezményes
barrier kérositast és elhtiz6dd barrier-helyredllitast okoz AD-ben szenvedd betegekben
(55). Az allergének enzimatikus tulajdonsagaik révén az epidermalis keratinocytak kozti
tight junction kapcsolatokat direkt karositjak, tovabba eosinophil degranuléciot,
fokozott citokin termelést (pl. IL-6, IL-8) okozo keratinocyta aktivaciot valtanak ki (56,
57). Ezen tGlmenéen az endogén szerin proteazok ¢és inhibitoraik kapcsolatat is
felboritjak, ezaltal vezetve a barrier karosodasdhoz, helyi gyulladashoz és késleltetett
barrier-helyreallitashoz (57, 58).

Emellett a hazipor atkak allergénjeinek hatasara a keratinocytdk és a dermalis
myelinhiively nélkiili idegrostok felszinén 1év0 2-es tipusu plazminogén aktivator
receptor (PAR-2) direkt, hosszantarto aktivalasa epidermalis diszfunkcidhoz, kronikus
viszketéshez, és elhuzddo barrier regeneracidhoz vezethet (56, 59).

Tovabba az allergének IgE-hez valdo direkt kotddése a klasszikus I-es tipust
hyperszenzitivitasi folyamatot inditja be. Ennek sordn a szenzitizaciot kovetden az
allergénnel vald ismételt taldlkozds utan a hizdsejtekbdl és basophil granulocytakbodl
felszabadulé hisztamin, és hisztamin-szerli anyagok szoveti karosodashoz, kifejezett
viszketéshez vezetnek (42, 57). Kimutattak, hogy az atka-specifikus IgE szint linearis
korrelaciot mutat az AD klinikai stlyossagaval (60).

Az allergén szenzitizacié kimutatasara alkalmazott in vivo bortesztek a prick teszt és az
APT. Az utobbi teszt soran AD betegek aeroallergénekre adott IgE valaszat és
klinikailag a betegnél a vizsgalt fehérjére adott gyulladasos valaszat észlelhetjiik késoi

(IV) tipust hiperszenzitivitasi reakcidé formajaban (61). Egy korabbi vizsgalatunk soran
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46 AD-s beteg 63 %-ban észleltiink késéi APT pozitivitast, mely eredmény jol korrelal
az irodalmi adatokkal is (44).

Az AD patogenezisében és az allergén szenzitizacio kialakulasaban, az oki provokald
specifikus kornyezeti allergének mellett fontosak még a nem-specifikus kornyezeti
faktorok is (62). Ide tartoznak pl. a szennyezdanyagok (kén-dioxid, szén-monoxid,
dohanyfiist, stb.), vagy a fejlett ipari tarsadalmak ,nyugati életstilusa”, melyek
bizonyitottan novelik az allergias betegségek kialakuldsanak rizikojat és prevalenciajat
(63). A klimatikus, illetve fizikai valtozok nemcsak direkt hatassal lehetnek a mar
manifesztalodott AD betegekre (pl. napfény hatésa a klinikai tiinetekre), hanem indirekt
modon is kihatnak a betegség kialakulasara. Példaul a pollenszezon megnyulasaban, a
megnodvekedett pollen koncentracidban, az Uj pollenek megjelenésében, és a

megvaltozott pollenszerkezet kialakulasaban nyilvanulhatnak meg (62, 64).

2.1.3. Patogenezis

Az AD jol karakterizalhato klinikai tiinetei mogott bonyolult patomechanizmus rejtézik.
A hattérben megfigyelhetd az élettani koriilmények kozt komplex mddon, egymadsra
utaltan egyiittmiikod6é epidermalis barrierfunkciok és Gsszetett immunmechanizmusok
folyamatainak abnormalitasa. Azaz 6nmagaban egy dolog nem tehetd feleléssé a
betegség kialakulasaért és a klinikai tiinetek megjelenéséért. Az AD 1étrejotténél a bor
barrier és az immunvalasz olyan, a betegségnek kedvez6 kornyezeti miliben kialakult
elvaltozasai lathatok, mely miatt az arra hajlamos egyének epidermise nem képes
ellendllni a mindennapi behatdsoknak, és az artalmatlan koérnyezeti anyagokra is
hiperszenzitivitasi reakcidval valaszol (40).

A betegségben tehat két, egymassal szoros Osszefliggésben 4llo és egymastdl nem
fliggetlenithetd rendszer elvaltozasai lathatok: az immunolodgiai folyamatok zavara
(természetes és adaptiv immunitas elemeinek, effektor és regulatorikus T sejtek
egyensulyanak, funkcidjanak zavara), és a bor fiziko-kémiai barrierjének diszfunkcioja,
melyeket genetikai és kornyezeti faktorok befolyasolnak.

A patomechanizmusban résztvevd sejtes elemeket kdnnyen megismerhetjiik a
betegségre jellemzd hisztopatologiai kép elemzésével is. SzoOvettanilag az akut
bérléziokban epidermalis hyperplasia, intercellularis oedema és parakeratosis, valamint

dermalis diffuz T sejtes €s monocyta-makrofag infiltracio lathatd. A lymphocytas
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infiltrdtum aktivalt memoria T sejteket tartalmaz (ezek CD3, CD4, HLA-DR, CD25,
CD45RO pozitivak lehetnek), melyek kozt a leggyakoribbak a Th2 sejtek. Emellett a
hizosejtek a degranulécid kiilonbozé fazisaiban lehetnek jelen. A kronikus, lichenifikalt
1ézidk szovettani képe epidermalis acanthosist, illetve hyper- és parakeratosist mutat,
valamint a bazalis membran megvastagodasa és a dermalis endothelialis hyperplasia
mellett emelkedett szamban vannak jelen IgE kot dendritikus sejtek (dendritic cell —
DC) és makrofagok, hizosejtek, eosinophilek. Tovabba az effektor T sejtek kozott akut
fazisban Thl, Th17, Th22, kronikus fazisban inkabb Th1 dominancia lathat6 (1, 65, 66).

2.1.3.1. A bér fiziko-kémiai barrierje és diszfunkcioi

Az emberi bOr barrier nem egy élettelen vdz, hanem egy metabolikusan aktiv,
¢lettanilag fontos szerepet jatszo réteg, melynek feladata a fizikai és kémiai védelem a
kiilvilagbol érkez6 ingerekkel szemben, valamint a TEWL megakadalyozasa (40, 67). A
boér fiziko-kémiai barrierje hisztologiailag két f6 komponensbdl all, a stratum corneum
als6 ¢és a stratum granulosum néhany felsd sejtrétegébdl. A barrier alkotoéi a
keratinocytak (corneocytak), a strukturfehérjék, a 1étrejovo sejt-sejt kapcsolatok, és az
intercellularis lipidek (pl. ceramid, koleszterol, szabad zsirsavak) (68), melyek a
keratinocytak altal 1étrehozott, komplex, és kiilonlegesen szabalyozott folyamat
végeredményeként 1étrejott szaruboritékot veszik korbe (69).

A szaruboriték a hamsejtek fo strukturalis fehérjéivel is kapcsolatban all, melyek koziil
kiemelkedé jelent6ségi molekula a FLG (39, 70-72). A fehérje a stratum
granulosumban 1évé profilaggrinbol defoszforilaciés és proteolitikus 1épések utan
keletkezik (2. abra), mely folyamatokat tobbek kozott a kalcium ion koncentracio és
egyes szerin proteazok, valamint a gatlé hatasi LEKTI fehérje regulalnak (23, 40, 70).
A  FLG feladata a keratin intermedier filamentumok keresztkdtése és
makrofibrillumokkd alakitasa, ezaltal egy oldhatatlan keratin matrix létrehozasa;
tovabba a FLG rogziti a keratin matrixot a szaruboritékhoz, mely fizikai erésséget
biztosit a barrier szamara (23).

A mechanikai vazszerkezetet biztositd jelentdsége mellett a FLG fontos szerepet jatszik
abban is, hogy a stratum corneum kiilsd részei fel¢ haladva aminosavakka (pl.
urokansav, pyrolidin karboxilsav, alanin) degraddlodva létrehozza a természetes

hidratalo faktort (natural moisturizing factor — NMF) (40), mely kdzponti szerepet
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jatszik a bor hidrataltsag (TEWL inhibicio), illetve a savas pH fenntartasaban (pl. a
transz-urokansav segit fenntartani az epidermis pH gradiensét), tovabba reguldlja a
proteazok aktivitasat, a barrier permeabilitasat és a bor antimikrobialis védelmét (7, 39,
70).
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2. abra A FLG expresszioja és szerepe a bor fiziko-kémiai barrier kialakitasaban. A
profilaggrin a keratohyalin granulumokban talalhat6 (stratum granulosum), mig a FLG a
stratum corneumban (A). A FLG homeosztazis molekularis kontrolljanak folyamata
(B). (Forras: O’Regan GM et al. Filaggrin in atopic dermatitis. J Allergy Clin Immunol
2008;122(4):689-93.) (70).

A FLG deficiencia tehat nemcsak a stratum corneum integritasara hat, hanem az NMF
szintjének csokkenését is okozza, mely folyamatok egyiittesen fokozott TEWL-hez és a
bor dehidracidjahoz vezetnek (73).

A barriert 1étrehozo lipid- €s fehérjestruktirak expresszioja szigortian irdnyitott. Igen
fontosak a barrier kialakitasaban a Kimotripszin-szerii szerin endopeptidaz enzimek
csaladjaba tartozo, az epidermisben expresszalodo protedzok, a human szoveti KLK-k
(39). A KLKS5, KLK7, KLK13 és KLK14 a corneodesmosomakat degradaljak, melyek
fenntartjdk az adhéziot a kornyezd corneocytdkkal és igy kulcsfontossagtiak az

epidermalis hamlasban (39). A folyamatot a LEKTI (SPINKS5 gén terméke) szabalyozza
(36).
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Az AD hatterében megfigyelhetd a fiziko-kémiai barrier kéarosodasa, és a
kovetkezményes, a betegség sulyossagaval is korreldciot mutatd, fokozott TEWL,
valamint eredményeként a borszarazsag (29). Ugyanakkor a barrier nemcsak beliilrél
atjarhat6, hanem kiviilrdl is, igy ez az allapot eldsegitheti a nagy molekulatomegii
struktarak (allergének, baktériumok ¢és virusok) atjutasat is a boron. A barrier
karosodasanak eredete lehet genetikai, vagy szerzett (39, 74). A genetikai eredetli
bérbarrier karosodasok koziil AD-ben a legismertebb a korabbiakban mar ismertetett
FLG gén mutacioja. A mutaciok jelenléte kiemelkedd kockazattal jar a fiatal életkorban
kialakulo, sulyos, egész életen at tartd, asthmaval/szénandthaval tarsulo, gyakori
bérfertézésekkel jaro ekcéma kialakulasara (75). A barrier karosodasakor a FLG mellett
a nedvességmegtartd képességgel rendelkezd zsirtartalmi molekuldk, a ceramidok
szdma is csokken, €és a stratum corneum pH-ja is megvaltozik, mely hatasara a protedz
aktivitas-inhibici6 egyensulya is zavart szenvedhet (1, 22, 26).

AD-ben a szerin proteazok aktivitasa is emelkedett. Ennek hatterében velesziiletett, €s
szerzett okok allhatnak (22). A bor barriert felépité rendszert és annak AD-ben torténé
valtozasait a 3. tablazat foglalja 6ssze. A velesziiletett valtozasok kozé tartozik a KLK7
funkciényeré mutacidja és a SPINKS inhibitor funkciovesztd mutacidja, melyekrdl az
AD genetikajat taglaldo fejezet ir bévebben. Mindkét gén esetén, a genetikai
polimorphizmusok koévetkeztében fokozott szerin proteaz aktivitas alakul ki AD-ben.
Emellett az emelkedett pH hatasara is bekovetkezhet fokozott szerin proteaz aktivitas,
melynek kovetkeztében a barrier 1étrejottében résztvevd fehérjék destrukcidja, illetve az
intercellularis lipid membran integritdsanak zavara ¢€s fokozott Th2 gyulladas
jelentkezik kovetkezményes barrier diszfunkcidohoz vezetve (22). Az IL-4 a barrier
komponenseire kozvetlen hatéssal van, pl. csokkenti a ceramid, a loricrin, a desmoglein-
3 és a FLG termelését (76). A corneodesmosomak degradacioja fokozodik, valamint a
corneum lipidjeinek mennyisége is csokken (36, 39). Ha a stratum corneum karosodik,
proteaz-aktiv allergének és kontrollalatlan intrinzik proteazok szabadulnak fel, melyek
hatdsa a keratinocytdkban eldsegiti a tumornekrézis factor alfa (TNFa), IL-1 és TSLP
termelést, mely LC aktivaldédashoz és IL-4, IL-5, IL-13, CCL17, CCL22 termeléshez,
valamint kovetkezményes Th2, hizosejt, és természetes 6ldsejt aktivalashoz vezethet

(26, 77, 78), s6t a karosodott barrierren keresztiil torténhet meg az allergénszenzitizacio
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Is (77). Lathato tehat, hogy a fiziko-kémiai és az immunologiai barrier kozti szoros

kapcsolat meghatarozza a barrier egészének miikddését, illetve karosodasat.

Velesziiletett Szerzett
FLG, pH?T =»szerin protedzok? = IL-
S-100, la=>» TH2 = IL4, IL-13 =
Corneocytak Claudin-1 mutaciok FLG, loricrin, involucrin]
Protedz (KLK7), pH 1, detergensek, exogén

Intercellularis protedz inhibitor (SPINKS) proteazok?, proteaz inhibitorok |
kapcsolatok |tight junction (claudin-1) mutaciok |=»corneodesmosoma degradaciod
pH?T =» szerin proteazok! =

Proteaz (KLK7), lipid-feldolgoz6 enzimek
proteaz inhibitor (SPINKS)  |degradéacidja + PAR2 aktivacid
Lipidek mutaciok => ceramidok

3. tablazat Az epidermalis barrier elvaltozasai AD-ben (7, 18-22, 26, 36, 39)

(magyarazat a szovegben).

A corneocytak kozti teret a ceramidok, koleszterin, és szabad zsirsavak altal kialakitott
lamellaris lipidstruktira tolti ki, mely 4allapota igen fontos az ¢ép lipidbarrier
létrehozasaban. A lipidek extracellularis érési  folyamataiban tobbek  kozt
glitkocerebrozidaz ¢s szfingomielinaz enzimek jatszanak szerepet. Az enzimeket kodolo
gének mutacidja esetén 1étrejott stilyos barrierkarosodas kovetkeztében ichthyosis egyes
formai, vagy ichthyosis-szerii bortiinetek jelenhetnek meg (79).

A stratum corneum mellett fontos tényezdk a barrier létrehozdsaban a stratum
granulosum also sejtrétegében 1évo intercellularis kapcsolatok, a tight junction-k,
melyek komplex adheziv és tdmasztd tulajdonsagaik révén kontrollaljak a paracellularis
folyadékaramlast is (21). A tight junction létrehozasaban résztvevé fehérjék kozt fontos
szerepet jatszik tobbek kozt a claudin-1. A fehérje alacsony expresszidja noveli a
TEWL-t, valamint elésegiti a Th2 polarizaciot is (30), melynek kovetkeztében a bor
herpeszvirus fertézésre valo fogékonysaga is néhet (31).

A genetikai tényezOk mellett a szerzett barrierkarosodas 1étrejottének okai lehetnek a

testfelszinen megjelend korokozok, vagy irritadlé hatasti kémiai anyagok, detergensek,
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szappanok. A szerzett barrierkarosodas kovetkezményeként aktivalt Th2 és Th22 sejtek
altal termelt citokinek IS modulalhatjak az epidermalis fehérjéket, mely folyamat
alacsony FLG szinthez vezethet (9, 39). A strukturalis fehérjék genetikai, vagy szerzett
abnormalitdsa azonban nemspecifikus gyulladasos valaszt is indukalhat, mely tovabbi

barrier karosodassal jarhat.

2.1.3.2. Szoveti atépiilés (remodelling) és az AD

A bor fiziko-kémiai barrierjének strukturalis és funkcionalis valtozéasa €és az allandoan
jelenlévd gyulladas eredményeként egyéb szerkezeti atalakuldsok is végbemehetnek az
atopias borben. AD-ben a proinflammatorikus citokinek nemcsak a bdrgyulladas
elinditdsaért ¢és fenntartdsdért feleldsek, de részt vehetnek a remodelling
patogenezisében is (6).

Az atopias boér remodelling jelenségének fontossagat jobban megérthetjiik az atopias
asthmaban mar leirt szoveti atépiilés folyamatdnak megértésével. Az asthma
pathogenezisében a kronikus gyulladas mellett a 1égtitak remodellingje fontos folyamat,
mely a klinikailag stlyos, szteroid-kezelésre refrakter betegekben alakul Ki. A szdveti
atépiilést mutato esetekben né a morbiditas is (80).

Az AD kezeletlen, kronikus formajaban is tapasztalhaté, a dermalisan végbemend
szoveti atépiilés folyamata, mely parhuzamba allithaté a human sebgydgyulas végso, 3.
szakaszaban lezajlo remodelling eseményeivel. A fiziologias sebgyogyulasban sejtek
(pl. keratinocyta, fibroblaszt, inflammatorikus sejtek), €és humordlis elemek (pl.
citokinek, kemokinek, véralvadési faktorok) jatszanak fontos szerepet. A sebgyogyulas
(3 f6 szakasza iddérendi sorrendben a gyulladéas, proliferacido és az érés) végso
szakaszaban lathatd a granuldcidos szovet kialakuldsa, és a dermalis regeneracid
folyamata, mely hatterében apoptotikus események is lejatszodnak. A 1étrejovo Uj
szovet az extracellularis matrix fehérjéib6l és a keratinocytdk, endothel sejtek,
fibroblasztok altal termelt matrix metalloproteinazok (MMP) hatasara atépiilt
kollagénbdl all.

A sebgyogyulas folyamatainak eredményeként 1étrejové elvaltozasokhoz hasonlo
hisztopatologiai eltérések figyelhetok meg kronikus atopids bérben is, mint példaul a
fibrogenikus és a fibrozis-asszocialt citokinek (transforming growth factor-beta — TGF-

B1, tovabba IL-11, IL-17) mennyiségének emelkedése a normal, és a nem-lézionalis
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atopias boérhoz viszonyitva (81). Leirtak tovabba, hogy a MMP-k és inhibitoraik IS részt
vehetnek a gyulladas-indukalt szoveti szétesésben és atépiilésben az atopias borben
(82), valamint Gsszefiiggést talaltak a szoveti eosinophilia és a remodelling elemeinek
jelenléte kozott is (83).

A bor szoveti atépiilése tehat igen fontos patofizioldgiai folyamat kronikus AD-ben (82,
84, 85), am a mechanizmus hattere, valamint a résztvevo sejtes és humoralis elemek (pl.

kemokinek) feladatai részleteiben nem ismertek.

2.1.3.3. Immunologiai mechanizmusok valtozdsai

Az immunvalasz szabalyozasanak zavarai, pl. a Th2 effektor sejtek irdnyaba eltolddott
folyamatok feler6sodése, az allergias szenzitizacio jelenlétének novekedése a
betegekben, a karosodott immuntolerancia és természetes immunitas, mind nagyon
fontos, integralt szerepet jatszanak az AD patomechanizmusaban, szoros kapcsolatban a

korabban részletesen ismertetett megvaltozott barrierfunkcio elemeivel.

2.1.3.3.1. Az adaptivimmunitds valtozdsai

résztvevé elemek ismerete. A T sejtek kOzponti szerepet jatszanak a betegség
lefolyasaban. A bért infiltrald T sejtek kozott nagy szamban talaljuk a CLA™ memoria T
sejteket, melyek mellett a betegség akut fazisaban a bérben az IL-5 és IL-13 termeld
memoria sejtek és a kialakult barrier defektus kovetkeztében hosszan fenntartott Th2
talsuly (IL-4, IL-5, IL-13 effektor citokinek termelésével) lathato (81, 86, 87). A fiziko-
kémiai barrier €s a Th2 tulsuly kapcsolata tehat kettds: a gyulladas fokozza a barrier
karosodasat, mig a sériilt barrieren keresztiil atjuto, kifejezett allergén expozicio a Th2
talsulyt fokozza. Ez utdbbi esetén csokken az antimikrobidlis peptidek (AMP)
mennyisége IS (ennek jelentésége lentebb részletezve). A Th2 sejtek altal termelt 1L-4
és IL-13 felerdsitik az adhézios molekulak expresszidjat az endothelsejteken, valamint a
B sejtekben IgE termelést indukalnak, tovabba fokozzak a CCL18 szekrécidjat (ez
tovabbi CD4", CD8" T sejteket, valamint B sejteket vonz a gyulladasos teriiletre), mig
az IL-5 egyéb kemokinekkel egyiitt (pl. CCL11, CCL26) fokozza az eosinophil
granulocytadk gyulladasos teriiletre toborzasat. Tovabbi citokinek szerepét vizsgalva, az

atopids betegekben mért, egészségesekhez ¢és psoriasisos betegekhez viszonyitott,
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emelkedett szérum IL-16 szint jelentdségét kutatva korabbiakban leirtuk, hogy a citokin
szintje korrelal a specifikus IgE jelenlétével jellemzett szenzitizacido mértékével (88). Az
IL-17A AD-ben jatszott pontos szerepe még vitatott, bar az eddigi eredmények szerint
az akut gyulladasos folyamatok Th2 iranyba torténé aktivalasat mozdithatja el6. Egy
friss, egér modelleken végzett kutatas eredményei szerint az IL-17A indukald, vagy
modifikaloé szerepkorben a T sejteket egy kiilsé haptén inger hatasara (pl. S. aureus
szuperantigén) Th2 iranyba mozditja el az akut bérgyulladas kezdetén (89).

Az AD kronikus fézisa sordn a bdrben mar nem lathatdé Th2 dominancia, hanem
mellette fontos szerepet jatszanak az interferon (IFN)-y, IL-12, IL-5, granulocyta-
makrofag-CSF, illetve IL-22 termelést mutaté Th1 és Th22 sejtek is. Ez a mintazat APT
vizsgalat soran is megfigyelhet6 (az allergén bevitele utan 24 6réval az IL-4 messenger
ribonukleinsav (MRNS) expresszidja fokozott, mig 48-72 o6raval késébb az IFN-y
mRNS expresszidja) (1, 87, 90). Leirtak azt is, hogy az IL-22 csokkenti a terminalis
keratinocytak differencidlodasat, és a FLG-t és profilaggrint atalakitd enzimeket is (16,
32). A vérben a bifazisos Th eloszlas a borrel ellentétben nem lathato.

Az AD patogenezisének hatterében all6 immunmechanizmusokat a 3. dbra mutatja be
(87). A regulativ hatasu T sejteket (9, 91-93) kiilon fejezet részletezi.

Fontos szerepet toltenek be az immunvalaszban az APC-K, melyek bemutatjak az idegen
antigéneket az effektor sejteknek (1). A DC-k kapocsként miikddve a természetes €s az
adaptiv immunvélasz kozott, a természetes immunvalasz egyensulyat kontrollaljak és
elengedhetetlenek a tolerancia és immunitas egyensulyanak fenntartasaban is (8, 94). Az
AD-s borléziok epidermisében kétféle DC mutathatd ki: a myeloid DC (mDC) és a
plasmacytoid DC (pDC). Az mDC-k koz¢é tartoz6 LC (a normal bérben van jelen) és az
inflammatorikus dendritikus epidermalis sejt (IDEC, mely a gyulladt bérben kézponti
szerepet jatszik az antigén/allergén felvételében és bemutatasaban) felszinén megjelenik
a FceRI receptor (94, 95). A receptor stimulacidja az IDEC-en annak internalizacidjat
okozza, majd az allergén a feldolgozasa utan a DC felszinére jutva antigéningerként
szolgdl a Th sejtes valaszhoz, és nagy mennyiségli proinflammatorikus citokin
felszabadulasahoz vezet (1). Az LC-k fontos szerepe a gyulladas elinditasaban és
fenntartasaban van az allergias folyamat szenzitizacios fazisaban. Az mDC-k T sejt
polarizald képességét vizsgalva AD betegekben ¢€s egészséges kontrollokban azt

talaltuk, hogy a betegekbdl izolalt sejtek pluripotens T sejt polarizald kapacitéssal
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rendelkeztek, és a bor mikrokdrnyezete meghatarozo volt a betegségre specifikus mDC
aktivitas 1étrejottéért (96).

Antigen
\

IgE valtas

=

3. abra Immunmechanizmusok AD patogenezisében. A karosodott barrieren keresztiil

Hizoseijt

bejutott allergéneket a dendritikus sejtek (LC, IDEC, dermalis DC - dDC) prezentaljak,
a kornyéki nyirokcsomokba érve aktivaljak az effektor T sejtek termelését és az IgE
izotipusvaltast. A termelddott IL-4, 1L-13 a keratinocytdkban TSLP termelést stimulal,
ami a dDC-k indukalasaval tovabbi Th2 sejteket aktival. A citokinek, és kemokinek
tovabbi effektor T sejteket stimulalnak, melyek erdsitik a gyulladdsos folyamatokat és
infiltraljak a bort. (Forras: Gittler JK et al. Atopic dermatitis results in intrinsic barrier
and immune abnormalities: implications for contact dermatitis. J Allergy Clin Immunol
2012;131(2):300-13.) (87).

AD-ben a viralis infekciok elleni védelemben szerepet jatszd, I-es tipusu IFN-t termeld
pDC-k szama a bérben csokken (a vérben nem), igy fogékonyabba teszik a szervezetet a
bérfertézésekre (1, 9, 97, 98), emellett a DC felszinén megjelennek a mintazatfelismer6
TLR-Kk is (45).

Az eddig emlitett citokinek mellett tovabbi fontos citokin a T sejtek altal termelt IL-31,

mely a pruritus kialakulasaért felelds, de proinflammatorikus hatasuk is ismert a
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monocytdkon €s a makrofagokon. Emellett az mDC-k altal termelt IL-25 csokkenti a
FLG szintézisét a keratinocytakban, igy hozzajarul a barrierfunkcié romlasahoz (94,
99). Az IL-7-szerti TSLP citokint elsGsorban epithelialis sejtek termelik. A citokin
produkcigjat a bort €éré6 mechanikai ingerek (pl. vakaras) fokozzak, és ez Th2 valaszt
indukal (CCL17, CCL20 termelés altal) (32, 34, 94). A TSLP mellett szintén a Th2
polarizacidt eldsegité citokin, illetve kemokin a hamsejtek altal termelt 1L-33 és
CCL27, melyek miikddését munkacsoportunk is vizsgalta (Dajnoki és mtsai 2014.
biralat alatt). A TSLP DC-ket aktival, melyek a Th sejteket pro-allergén citokinek (IL-4,
IL-5, IL-13 és TNFa) termelésére serkentik, igy a citokin fontos mediatora a
kontrollalatlan allergias gyulladasnak (3. abra) (77, 87, 94). A kemotaktikus

citokinekrdl (kemokinek) kiilon fejezet szol.

2.1.3.3.2. Immuntolerancia

Alapvet6 fontossagu feladat, hogy a jol miikodé immunrendszer felismerje a sajat és az
idegen antigénstrukturdkat, valamint megkiilonboztesse az artalmas és az artalmatlan
behatdsokat. A szervezet immunhomeosztdzisanak fenntartdsa érdekében az
immunrendszernek az idegen struktarak ellen védelmet kell nyujtania, mig a sajat

struktarakat toleralnia kell.

2.1.3.3.2.1. Centralis és periférids tolerancia

Az immunrendszer antigénspecifikus, elsésorban a sajat antigének irdnyaban
megmutatkoz6 valaszképtelensége az immuntolerancia, mely kialakitdsaban pozitiv és
negativ szelekcios folyamatok vesznek részt. A centralis tolerancia kialakulasa a
csontvel6ben, illetve a csecsemOmirigyben zajlik. A pozitiv szelekcio olyan
funkcionalis T sejteket eredményez, melyek mind a sajat, mind az idegen antigének
felismerésére képesek. A negativ szelekcid sordn (klonalis delécio, illetve klonalis
anergia) elpusztulnak azok a lymphocytdk, amelyek nagy affinitdssal kotddnek ,,sajat
MHC — sajat peptid” komplexekhez (100). A megfeleléen miikodé centralis tolerancia
eredményeként olyan immunsejtek keriilnek ki a perifériara, melyek a sajat
antigénekkel szemben alacsony receptor aviditasuak. A folyamat karosodasa, vagy
hidnya esetén a perifériara keriilt autoreaktiv sejtek autoimmun folyamatokat

indukalhatnak (101).
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A perifériara kijutott T lymphocytakat a periférifas tolerancia mechanizmusai
folyamatosan kontroll alatt tartjak (az idegen antigénekkel szemben kialakul6 periférias
tolerancia, ¢és a B sejt tolerancia kialakuldsanak folyamatait jelen tanulményban nem
targyaljuk).

A periférias tolerancia folyamatanak egyik fontos mechanizmusa az anergia kialakulasa,
mely vélaszképtelenség akkor keletkezik, ha egy naiv T sejt egy sajat antigénnel
talalkozik, és nem alakulnak ki a T sejt aktivaciohoz elengedhetetlen ko-stimulacids
kapcsolatok. Hasonld elv szerint szintén anergidhoz vezet az éretlen dendritikus
sejtekkel valo talalkozas is (101).

Fontos esemény tovabba a periférids tolerancidban az ignorancia, amikor egy
lymphocyta figyelmen kiviil hagy egy antigént. Ennek hatterében allhat az, ha a sejtnek
kicsi a TCR aviditasa a sajat antigének epitopjai felé, illetve ha nem vesz tudomast a kis
koncentracioban jelen 1év6 autoantigénekrdl. Ezt az immunoldgiai ignoranciat azonban
kiilonbozé folyamatok attorhetik. Ilyenek a gyulladasos allapotok, illetve a korabban
intracellularisan el6fordul6 antigének megjelenése a sejteken kiviil (101).

Az immunvalasz folyamatdnak végén csak kisszamu memoria sejt marad jelen, és az
autoantigének TCR-hez vald kapcsolddasa sejthalalt (apoptdzis) indukalhat, mely
klonalis kimeriiléshez, az autoreaktiv sejtek pusztulasahoz vezethet (101).

A periféridas immuntolerancia kialakulasanak fontos példdja az immunprevilegizalt
teriileteken (pl. szem, here) 1év6 szovetek védelme (antigén szegregacid), valamint a
jellegzetes tolerogén citokinek megjelenése (IL-10, TGFB). A reguldlo T sejtek is
kulcsfontossagliak a periférids tolerancia fenntartasdban (ezeket a sejtket kiilon

fejezetben targyaljuk).

2.1.3.3.2.2. Regulativ T sejtek

Az immunvalaszok kontrollalasa, és sziikség esetén ,kikapcsolasa” fontos feladat, hisz
ezen folyamatok nélkiil patologias immunreakciok mehetnek végbe a szervezetben. A
regulativ T sejtek a periférids immuntolerancia fontos elemei, melyek funkcidi kozé
tartozik az autoreaktiv sejtek miikddésének szuppresszaldsa, immunolodgiai tolerancia
kialakitasa szervtranszplantaltakban, allergias betegekben (102).

A regulativ T sejteknek 3 f8 alcsoportja ismert: a TGFB'FOXP3" Th3 sejtek, az 1.
tipusi IL-10'FOXP3" regulalo T (Trl) sejtek, valamint a CD4*CD25PM9MFOXP3*

26



természetes regulativ T (nTreg) sejtek (101, 103). Ez utobbi sejtek részt vesznek az
allergénspecifikus immunvélasz, igy az immunhomeosztazis szabdlyozasaban és az
APC-k, effektor T sejtek és hizosejtek gatlasaban is (91, 104, 105). A FOXP3 a szignal
transzducer és transzkripcidaktivator-6 — fiiggé Th2 polarizaciot is kontrollalja (106),
valamint in vitro gatolja az effektor T sejt proliferaciot, és in vivo megakadalyozza a
szisztémads, T sejt altal medidlt autoimmun betegségek kialakulasat és progresszidjat
(102). A Treg sejtek egészséges felnbttekben a CD4™ sejtek 5-10%-t teszik ki. Jellemzd
sejtfelszini markerei tobbek kozt a CD28, TNF receptorok, kemokin receptorok (CCR2,
CCR4-8, CXCR3-4), TLR-k (TLR1-2, TLR4-8), emellett a sejtek IL-10-t, TGFp-t
termelnek (102, 107).

A periférids immuntolerancia kialakitasaban fontos reguldlo sejtek még a természetes
0l6 T sejtek és a CD8" szuppresszor T sejtek, melyekkel a dolgozat nem foglalkozik

részletesen.

2.1.3.3.2.3. Az nTreg sejtek

Az nTreg sejtek fontos szerepet jatszanak az allergénekre adott T sejtes valaszok
kontrollalasaban/szuppresszalasaban (108, 109). A regulativ tulajdonsaggal rendelkez6
CD4*CD25" sejtek FOXP3-t is expresszalnak. Altalanossagban elmondhatd, hogy a
CD25"19" sejtek magasabb szinten expresszaljak a FOXP3-t, mint a CD25'" sejtek,
valamint, hogy csak a CD25"9" sejtek rendelkeznek szuppressziv tulajdonsagokkal, de
a CD25" sejtek kozott lehetnek effektor funkciokkal bird sejtek is. A regulativ funkcid
kimutatdsa igen nagy technikai kihivas, mely sordn fontos metodikai 1épés volt a
FOXP3 locus demetilaltsag detektalasanak bevezetése, mely nem egyszeriien a FOXP3
jelenlétét mutatja, hanem identifikalja a szuppresszor funkcioval rendelkezd sejteket
(110). Amig egérben a FOXP3 egyik kulcsregulatora a nTreg sejtek polarizacidjanak,
létrejottének €s funkcidjanak, addig emberben a FOXP3 Onmagaban kevésbé
meghatarozo6 a regulativ tulajdonsaggal bird sejtek kimutatasaban (102). Egyéb fontos
markerek a regulativ sejtek kimutatdsdra a CD127, mely alacsonyan expresszalodik a
regulalo sejteken, tovabba a lymphocyta aktivacios gén-3 és a citotoxikus T lymphocyta
asszocialt antigén-4, am egyik sem kizardlagos és nem specifikus nTreg sejtekre.
Nemrégiben irtdk le az nTreg sejteken expresszaldodod glikoprotein A repeticids

predominans sejtfelszini molekulat, mely szelektiven identifikélja az aktivalt human

27



FOXP3" nTreg sejteket, valamint reguldlja a FOXP3 génexpressziot is (110). Az nTreg
sejtek létrejotte a thymusban kétlépesds folyamat eredménye. Eldszor a T sejt receptor
szignal (egyiitt a ko-stimulaciés molekulak aktivalédasaval) CD25 upregulaciot okoz
létrehozva az nTreg prekurzorokat, majd az IL-2 szigndl a FOXP3 expressziojahoz
vezet (102).

Ismert még a T sejtek plaszticitdsa a megvaltozott gyulladasos milieu-ben, azaz a
mikrokornyezettdl fiiggden az nTreg sejtek képesek akar Th2 sejtté konvertalodni a
FOXP3 expresszié csokkenése altal (111), s6t a folyamat forditva is végbemehet,
valamint egyéb effektor T sejtek iranyaba is lejatszodhat. A folyamatban kdézponti
szerepet jatszik a TGFP. Egyrészrol részt vesz az nTregek homeosztazisanak
fenntartdsaban, masrészrdl felelés a konvenciondlis CD4" sejtek szuppresszios
aktivitasanak indukalasaért (102). Az igy 1étrejott Treg fenotipus azonban igen instabil,
¢s a citokin hianyaban a sejtek elveszitik FOXP3 expressziojukat, és szuppreszor
tanulmanyok tobbségét transzgén egereken végezték) (108). Az nTreg sejtek nagyrészét
a thymusban kialakult ,,thymus” Treg-ek adjak (4. abra felsé panel bal oldal). Ugyanez
az atalakulas a periférian is végbemehet, pl. a bélben a mikrobialis/étel allergéneket
bemutatd CD103" DC hatasara (TGFp és retinsav-fliggé folyamat soran) 1étrejonnek a
,periférias” Treg-ek (4. abra felsd panel kozépen). A CDA™ T sejtek TGFP jelenlétében a
TCR stimulacié hatasara ,,indukalt” Treg-eket hozhatnak 1étre in vitro (4. ébra felsé
panel jobb oldal), mely folyamat az effektor T sejtek citokin indukalt
bizonyitott, emberben még nem). A Treg differencidcidoban ugyanazokat a traszkripcios
faktorokat irtdk le, mint az effektor T sejtek létrejotténél. Az igy létrejott differencialt
Treg-ek a fenotipusban hasonlé T effektor sejtet regulaljak. Az nTreg-ek a FOXP3*
elvesztésével un. exTreg-ek lesznek, mely sejtek autoaggressziv tulajdonsagokkal

rendelkeznek (4. abra also panel bal oldal) (112).

rrrrrrrrrr

--------

direkt, illetve APC-n Kkeresztiili szuppresszidja jatszik dontd szerepet, mely
folyamatokban fontos, tobbek kozott, az IL-10 és a TGFp is (102, 104, 110, 113). Az

aktiv nTreg-ek feladata az autoaggressziv lymphoproliferativ betegségek kialakulasanak
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megeldzése, a normal immunhomeosztazis fenntartdsa, az immunvalaszok modulalasa
infekciok, autoimmun folyamatok, malignus betegségek kialakuldsa soran (4. abra also

panel jobb oldal) (112).
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4, abra A regulativ T sejtek kialakulasanak utvonalai (magyarazat a szovegben).
(Forras: Caton AJ, Weissler KA. Regulatory cells in health and disease. Immunol Rev
2014;259:5-10.) (112).

2.1.3.3.2.4. Az nTreg-ek AD-ben

A Treg-ek emberben fiziologias koriilmények kozott nemcsak a periférias vérben és a
nyirokszervekben fordulnak eld, hanem szamos olyan strukturat hordoznak (CCR4,
CCR6, CLA), melyek a bérbe vald vandorlasukat (homing) segitik eld, ezaltal mintegy
sugallva szerepiiket az immunszabalyozasban atopias borgyulladas soran. Ugyanakkor
bérben. Erdekes megfigyelés, hogy a FOXP3 gén mutacidja esetén, az nTreg-ek
hianyaban immundiszregulacid, polyendokrinopathia, enteropathia, X-kotott szindroma
alakul ki, ahol AD-szerti tiinetek (silyos eczema, eosinophilia, emelkedett IgE szint,
allergias léguti betegségek, ¢telallergia) is megjelennek (114). A betegség megfigyelése

vezetett ahhoz a kérdéshez, hogy vajon az nTreg-ek szamanak csokkenése, illetve
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esetleges funkciobeli valtozasai szerepet jatszanak-e az AD patomechanizmusaban (7,
102, 103)?

Egyes vizsgalatok az emelkedett nTreg sejtek protektiv hatasat irtak le fiatal ¢letkorban,
ahol atopias gyermekekben allergén-specifikus tolerancia alakult ki a magas nTreg
sejtszam hatasara (115). A ,parhuzamos erésités” teoridja is feltételezi, hogy a
gyulladasos folyamatokban megjelend fokozott effektor T sejt szam reguldlésa
érdekében emelkedik az nTreg sejtszam is. A felnétt AD populaciéban szdmos vizsgalat
a keringé CD4*CD25P"9"FOXP3* nTreg sejtek magasabb szamat irta le és feltételezik,
hogy ezek a sejtek nem mikddnek megfelelden (92, 93). Korabbi vizsgalataink soran
mi is leirtuk a CD4*CD25""9"FOXP3* nTreg sejtek szignifikansan emelkedett szamat
AD boérben, és emelkedett tendencidjat az AD betegek vérében (116). Azonban
funkcionalis karakterizalast, illetve AD betegek periférias vérében az nTreg-ek szambeli
¢és funkcionalis valtozasainak egyidejlileg torténd vizsgalatat csak néhany kutatdocsoport

végezte eddig, és azok eredményeiben is felfedezhetdk ellentmondasok (117-119).

2.1.3.3.3. A természetes immunitds viltozdsai AD-ben

Az adaptiv immunvalasz fokozott és karosodott miikodése mellett AD-re jellemz6 a
természetes immunvalasz diszregulativ miikodése. A természetes immunitas egyik f6
feladata a jellegzetes mikrobialis strukturdk felismerése. Ezen strukturdk a patogén-
asszocialt molekuléris mintdzatok (pathogen-associated molecular pattern), és az ezeket
felismerd molekuldk a mintazatfelismerd receptorok (pattern recognition receptors —
PRR). A PRR kotddések kialakuldsa utan megindul a mikrobialis eredeti molekulak
eliminacidja. Ebben a folyamatban vesznek részt az AMP-k is. Az AMP-k aktivitasa
baktériumok, virusok, gombak ellen kifejezett és a mikroorganizmusok behatolasa utan
az epidermisben (és a nyalkahartyaban is) képzodhetnek (pl. human-B-defensin-2
(HBD-2), HBD-3, cathelicidin). A kozvetlen mikrobialis 616 mechanizmusok, a
kemotaxis, és a gyulladdsos valasz modositdsa révén megakadalyozzak a patogén
kolonizaciot. A HBD-2 a Gram negativ baktériumok és gombdk ellen hatasos, mig a
HBD-3 és a cathelicidin széles spektrumu antibiotikus hatasuak, ezért hatékonyak a
Gram negativ és pozitiv korokozokkal szemben is (kulcsszereplok a S. aureus elleni

védelemben) (1, 34, 39).
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AD-ben a TLR2, CD14, NOD1 polimorfizmusok létrejotte miatt (1. tablazat) a
mikroorganizmusok felismerése zavart szenved, melynek kovetkezménye a sériilt
természetes immunitas. A kifejezett Th2 talsuly eredményeként is jelentésen csokken az
AMP-k termelése AD-ben (76). Ezen valtozasok, egyiitt az AMP deficiencidjaval és a
barrier funkciok elégtelenségével, a bor bakteridlis kolonizacidjahoz, a védekezési
mechanizmusok zavarahoz és kdvetkezményes infekcidhoz vezethetnek (1, 16, 26, 76,
120). Korabbi megfigyeléseink szerint az ismétl6dé bakterialis infekciok a természetes
immunvalasz megvaltozadsadhoz, a monocytak felszinén létrejovod szignifikans TLR2,
TLR4 és a granulocytakon megjelend TLR2, CD14 talprodukciohoz vezethetnek (121).
Emellett bizonyos TLR2 polimorfizmus (TLR2 R753Q allélt érintve) esetén a betegek
magasabb szérum teljes IgE és szuperantigén-specifikus IgE szintet mutatnak, melyhez
stilyosabb klinikai tiinetek és allergén szenzitizacio is tarsulnak (122), illetve akut és
kronikus atopias borléziokban az LL-37 (a cathelicidin katabolizmuséval keletkezik) és
a HBD-2 szintek alacsonyabbak, mint normal bérben és ez emelkedett Th2—medialt

gyulladashoz vezethet (123).

2.1.3.3.4. Kemokinek és szerepiik AD-ben

A kemokinek Kkicsiny, citokin-szerii, kemoattraktans fehérjék, amik a leukocytak
mozgasat szabalyozzak homeosztatikus és gyulladasos koriilmények kozott (124, 125).
A kemokinek szerkezeti hasonlosagot mutatnak egymassal, és az altaluk inditott
jelatviteli folyamatok a 7 transzmembran régidt tartalmazd G fehérje-kotott
receptorokon keresztiil valésulnak meg. A kemokinek (46 ligand) 4 csoportba oszthatok
az N-termindlis végen 1évo ciszteinek egymashoz vald viszonya alapjan, és ezen
alcsalddok 4 receptor-csalad tagjaihoz (19 receptor) kotddhetnek. Ha a két cisztein
egymas mellett van, akkor a CC alcsaladrol beszéliink, melynek 28 tagja (ligand)
(CCL1-28) van, és ezek a CCR receptorokhoz (CCR1-10) kotédnek. Ha a 2 ciszteint
valamilyen masik aminosav valasztja el, akkor CXC alcsaladrol beszéliink, amelybe 17
ligand tartozik (CXCL1-17). Ezek hatasukat a CXCR receptorokon keresztiil (CXCR1-
7) fejtik ki. A maradék 2 alcsalad 1-1 ligandot tartalmaz, ezek esetében a 2 cisztein
kozott 3 amindsav lehet (CX3CL1), vagy 1 cisztein mellett egy masik amindsav allhat

(XCL1). Ezek receptorai a CX3CR1, illetve az XCR1 (125).
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A kemokinek feladata a kiilonb6zd fehérvérsejt alcsoportok szervspecifikus gyulladasos
teriiletre vezérlése. A kemokinek f6 forrdsai a gyulladasos sejtek mellett a bor
strukturalis rezidens sejtei (keratinocytdk, fibroblasztok) is. Nemcsak ¢élettani
koriilmények kozott, de proinflammatorikus citokinek hatasdra is nagymértékben
termelddnek, és az endothélen keresztiil transzportalodva megjelennek azok felszinén is,
igy fontos szerepet jatszanak a leukocytak gyulladasos teriiletre hivasaban (6). A Thl
sejtek CCRS és CXCR3 receptor expressziot mutatnak, mig a Th2 sejtek a CCR3,
CCR4, ¢s CCRS receptorokat expresszaljak a sejtfelsziniikon. A bor dendritikus sejtjei
¢s a macrophagok mint az immunrendszer drszemei vesznek részt a folyamatokban és a
prekurzoraik a postkapillaris venuldkon keresztiil a bérben megjelenve a CCR1, CCR2,
CCR5, CCR6, CXCR4, és CX3CR1 receptorokat expresszaljak felsziniikon.

A citokinek mellett a kemokin szupercsaldd egyes tagjairdl is leirtak, hogy aktiv
szerepet jatszanak az atopias borgyulladasban (126-128). Nemrégiben szamos
kemokinrél bizonyitottak (CCL1-5, CCL11, CCL13, CCL17, CCL18, CCL20, CCL22,
CCL26, CCL27, CX3CL1), hogy részt vesznek az atopias bdorgyulladas elinditasaban és
fenntartasaban (6, 26, 129). Ezen kemokin ligandok elsddleges cellularis forrasai a
keratinocytak, az endothél sejtek, és esetlegesen a bor rezidens T sejtek, DC-K,
macrofagok. Az AD-ben szerepet jatszo, thymusban termelt CCL17-t és a DC és
macrofagok altal termelt CCL22-t példaul Th2 kemokineknek is hivjak, mert a CCR4-t
(kozos receptora az emlitett két kemokinnek) expresszaldo Th2 sejteket vonzak a bdrbe a
gyulladas helyére (130). Ehhez hasonléan ismert Thl kemokin is, a CCL20, ami az
atopias bor basalis hamsejtjeiben IL-1 és TNFa hatdsara, a normal bérhéz képest
kifejezettebb mértékben termelédik. Ez a kemokin a CCR6 receptort expresszald Thl
sejtek mellett a DC-ket vonzza a gyulladas helyére a dermisbe (130). Tovabba leirtak,
hogy az elébbi kemokinek mellett a CCL11, CCL26, CCL27, CX3CL1 szérum szintjei
is emelkedettek AD-ben egészséges kontrollokhoz viszonyitva, ¢és a kemokinek
szintjének emelkedése direkt korrelaci6t mutat a betegség aktivitasaval ¢és
stlyossagaval, ami a kemokinek fontos szerepére utal az AD patogenezisében (126,
129, 131).

A kemokinek itt felsorolt sokréti funkcidjan tilmenden feltételezheté az is, hogy a

kordbban leirt szdveti atépiilés atdpids borben végbemend folyamatainak egyes
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részleteiben is szerepet jatszhatnak, de ennek megerdsitésére vonatkozdéan semmilyen

irodalmi eredmény nem all rendelkezéstinkre.

2.1.4. Az AD Klinikai tiinetei és diagnosztikdja

A Dbetegség klinikai lefolydsaban megkiilonboztetiink akut, szubakut és kronius
stadiumokat, melyeket jellegzetes klinikai tlinetek karakterizalnak. Akut folyamatban
valadékozo, erodalt, excorialt, esetleg oedemas, erythemads papulak és plakkok lathatok,
mig szubakut, kronikus stadiumban inkabb szaraz, lichenifikalt, hAml6 plakkok jelennek
meg. A vezetd panaszok a bor szarazsaga (xerosis cutis), és a viszketés (1, 132).
CsecsemOkorban a betegség elso jelei 2 honapos kor koriil jelentkeznek, leggyakrabban
a fejteton €s orcakon, excoriaciok, nedvezd erosiok formajaban. A folyamatos viszketés
miatt a csecsemd nyugtalan, nehezen taplalhat6, alvasa feliiletes, rovid. Késobb a
végtagok feszitd felszine és a torzs is érintettek lehetnek. Az esetek 20-30%-dban a
tinetek a masodik életév végére elmulhatnak, de a beteg atdpids tarsbetegségek
kialakulasara valo hajlama megmaradhat. Az esetek kb. felében ebben az életkorban
még nincs jelen az IgE medialt szenzitizacio (1). Késébb, gyermekkorban a tiinetek
els6sorban a tipikus predilekcidos helyeken, a hajlité felszineken jelennek meg
(konyokhajlat, kézto, térdhajlat, boka), valamint a tarko, a talp, a kezek teriiletén. Ezek a
1éziok de novo is létrejohetnek, vagy egy korabbi fazisbol fejlédhetnek tovabb. Az
elsddleges elemi jelenségeken tal (papula, plakk), szdmos masodlagos elemi jelenség
lathato, erosio, excoriacid, lichenifikacid, illetve prurigos gobesék formajaban. 16-20
éves korra az esetek 60-70 %-aban regredialhatnak a tiinetek. Felnéttként az AD
1étrejohet a gyerekkori tiinetek perzisztalasanak eredményeként, vagy de novo.

A 1éziok 16 lokalizacidja a fej (homlok, periorbitalis és perioralis régiok) és a nyak,
valamint a végtagok hajlito felszinei (5A-C. abra) (133).

Az AD legstlyosabb komplikacioi a bér masodlagos bakterialis (pl. impetigo, 5D. abra)
és viralis (pl. herpes simplex okozta ekcéma herpeticum) feliilfert6zodései, melyek
hatterében a korabban emlitett csokkent velesziiletett immunitas és az AMP-K
deficienciaja all (1).

A betegség diagnodzisa a beteg sajat és csalddi anamnézisén, valamint a klinikai
tineteken nyugszik. Hanifin és Rajka évtizedekkel ezel6tt alkotta meg a 4 major

(pruritus; tipikus klinikai morfologia és eloszlas; kronikus relapszusokat mutatd
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dermatitis; pozitiv atopias egyéni, vagy csaladi korelézmény) és 23 minor (tobbek
kozott a leggyakoribbak a fehér dermographismus, mamilla- vagy szemhéjeczema,
cheilitis, emelkedett szérum IgE, korai betegségkezdet, pityriasis alba, recidivalo
conjunctivitis, Dennie-Morgan jel, stb.) Klinikai tiinet alapjan a betegség diagnosztikus
kritériumait (1, 134, 135), melyben legalabb 3 major és 3 minor kritériumnak kell
egyidejileg jelen lennie a betegség diagnosztizalasahoz.

Az els6 meghatarozas ota szamos, nemzetkdzi, vagy nemzeti tarsasagok altal kimunkalt

finomitason ¢és validalt moddositason ment 4t a kritériumrendszer, mely altal még

pontosabba valt a betegség klinikai diagnozisa (136, 137).
A ‘ S

5. abra Az AD Kklinikai tiinetei. Hamlo, excoridlt, erythemas, kozepesen infiltralt
plakkok a hajlito felszineken (A-C). Impetiginizalt klinikai tiinetek (D). (Forras:
Debreceni Egyetem Klinikai Kozpont Bérgyogyaszati Klinika fotogytijteménye).

Emellett a szenzitizacio jelenléte szerint korabban elkiilonitettek extrinsic (szenzibilizalt

betegek, akiknél specifikus IgE jelenléte kimutathatd) és intrinsic (szenzitizacio
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jelenléte nem bizonyithato. A definicié az irodalomban ellentmondasos, egyesek nem-
atopias dermatitisnek hivjak) AD formakat (134).

A betegség stlyossaga kiilonboz6 pontrendszerckkel értékelheté. A leggyakrabban
alkalmazott a Scoring Atopic Dermatitis (SCORAD) index, amely a betegség
kiterjedése (A) mellett figyelembe veszi az erythema, infiltracid, oedema, excoriacio,
lichenifikacid, és nedvezés mértékét (egyiitt B), valamint a beteg altal jelzett szubjektiv
tiineteket (pruritus, insomnia) (C) is, és a kovetkez6 képletet alkalmazza: A/5 + 7xB/2 +
C. (1, 132). Az értékelés soran 18 pont alatt az AD enyhe, 18-35 pont kzott mérsékelt,
35-60 pont kozott sulyos, és 60 pont felett nagyon sulyos formajardl beszéliink.

A bortesztek (Prick teszt, APT) és a laboratdriumi vizsgélatok (szérum specifikus IgE,
eosinophilia, anti-streptolyzin O, laktat dehidrogenaz meghatarozasa), a beteg
anamnézisével Osszhangban, segitséget nydjthatnak a specifikus provokald faktorok

felderitésében (138).

2.1.5. Az AD terdpidja

Az epidermalis és immunoldgiai folyamatok jobb megismerése, a betegség hatterének
pontosabb feltarasa segiti a megfeleld terapiak Kifejlesztését és alkalmazasat.

A betegség kezelése igen Osszetett, és akar élethosszig tartd, komplex terapiat is
igényelhet (139). Ebben elsédleges cél a bor barrierfunkcidjanak javitasa, tovabba a
gyulladas csokkentése/megsziintetése és a kiillonbozé provokald/sulyosbitod faktorok (pl.
mikrobialis kolonizacio, kifejezett allergén expozicid) eliminalasa, vagy kontrollalasa.
Elengedhetetlen tovabba a beteg pszichoszocialis vezetése is. A gyogyszeres terapia
mellett igen fontos a betegoktatas, illetve gyerekek esetén a sziilok felvilagositasa a
betegségrol, mely altal a beteg compliance, illetve adherencia is novelhet6 (1, 140).
kezelések, fényterapia, és szisztémas terapia, valamint ezek kombindcidja
alkalmazhatok (4. tdblazat). A megfelelden, egyénre szabottan kivalasztott, biztonsagos
és kevés mellékhatassal jard terdpia végsé célja a tiinetmentesség elérése és az
¢letmindség javitasa.

A helyi kezelésben alapvetd a bazisterapia, a rendszeres hidratalas alkalmazasa, mely
potolja a hidnyzd esszencidlis zsirsavakat, valamint noveli a bdér rugalmassagat,

csokkenti a fesziilo, viszketd érzést. Az eldirasszerlien (napi 2-4 alkalommal) hasznalt
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bazisterapiaval csokkenthetd a lokalis kortikoszteroid igény, és ndvelheté annak
hatékonysaga is (141-143). Igen fontos a bakterialis kolonizacié kontrollja, mely helyi
antiszeptikumokkal (pl. fuzidinsav) érhet6 el. Kiterjedt bakterialis feliilfert6z6dés,
impetigo, pyoderma esetén szisztémas antibiotikumos kezelés kezdhet6 (1), de

hossztava alkalmazasa kontraindikalt a rezisztencia kifejlodése miatt (141, 142, 144).

Kezelés formdja | Név Hatas Adagolisitja Adag Egyébmegjegyzés
Helyi kezelés Kortikoszteroid Immunszuppressziv Lokalis Napi 1x Proaktiv kezelés soran
Gyulladascsékkentd heti 2x alkalmazhaté
Antiproliferativ
Calcineurin Immun-modulalé Lokalis Napi 2 x Proaktiv kezelés soran
inhibitor heti 2x alkalmazhaté
Helyi antibiotikum, | Antibakteridlis Lokalis Napi 1x Impetigo esetén kétésben
antiszeptikus szer
Fénykezelés 311om UVB Immunszuppressziv Fényforras Heti 3-5x
Gyulladascsokkentd
UVA1l Bakteridlis kolonizdcict Fényforras Heti 3-5x Akut fellangolas esetén is
cstlkenti alkalmazhaté
PUVA (psoralen + Fényforras (psoralen | Heti 2-3x Gyermekkorban nem
UVA) per os, vagy alkalmazandé
lokalisan)
Szisztémas Kortikoszteroid Immunszuppressziv Per os Napi 0.5
kezelés Gyulladéscskkenté mg/tskg
Antiproliferativ
Cyclosporin A Immunszuppressziv Per os Napi 3-5
mg/tskg (2
részletben)
Azathioprin, Immunszuppressziv Per os Viltozé Off-label alkalmazas
methotrexat Teréapia-refrakter

esetekben

4, tablazat Az AD kezelésének 6sszefoglaldja (bazisterapia nélkiil) (UV: ultraibolya).

A folyamatos hidratalas mellett elengedhetetlen a gyulladascsokkenté kezelés (145).
Alkalmazhatok helyi calcineurin inhibitorok (TCI) és helyi gliikokortikoszteroidok
(TCS) (42, 132, 146, 147). A TCI tartalmu kezelést napi 2x, a TCS tartalmt externakat
naponta egyszer javasoljuk. A TCI, illetve a TCS kezelést azonban annak ellenére is
folytatni érdemes (heti 2 alkalommal), ha az érintett teriileteken éppen nincs gyulladas
(proaktiv kezelés), ugyanis a klinikailag ,,normalis” béron a sub-klinikus gyulladas
ilyenkor is megfigyelhetd (148-151). Kiterjedt, sulyos AD esetén fototerapia, illetve
szisztémas kezelés indithato (151, 152). Ezek lehet6ségeit az 4. tablazat foglalja Gssze
(132, 141, 142, 147, 153). A sulyos, terapia-refrakter AD kezelésében off-label
indikaciok (azathioprine, methotrexate, biologiai terapia) is megprobalhatok (146, 154).
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2.2. CELKITUZESEK

Munkank soran az AD patogenezisében lejatszodo két fontos mechanizmus hatterének
részletesebb megismerése volt a célunk. A vizsgalat egyik részében a regulativ T
sejteket és az immuntolerancia folyamatat kutattuk, a masik részben az atdpias
boérgyulladdsokban szerepet jatszo szoveti atépiilés hatterének pontosabb feltarasara

torekedtiink.

2.2.1. Az nTreg sejtek szerepének vizsgdalata AD-ben
Az irodalomban egymasnak ellentmond6 eredmények miatt tanulmanyoztuk a periférias
nTreg sejtek AD-ben betoltott szerepét. Céljainkat az alabbiak szerint hataroztuk meg:
1. milyen valtozadst mutatnak az AD betegek periférias vérében keringd
CD4*CD25"9"FOXP3*CD127" nTreg sejtek és azon beliil a bérbe visszatérd sejtek
funkcionalis és mennyiségi tulajdonsagai az egészséges kontrollokhoz képest,
2. milyen funkcionalis valtozasokat tapasztalhatunk az nTreg sejtek szuppresszor
képességében in vitro funkcionalis teszttel, a kapott eredmények Osszehasonlitisa a
betegek és az egészséges kontrollok kozott; milyen hatassal van a sejtekre a SEB,

3. milyen Gsszefliggés van az nTreg szam ¢€s a klinikai adatok kozt.

2.2.2. Szoveti dtépiilés vizsgalata AD-ben
A kemokinek kulcsszerepet jatszanak az atopias boérgyulladasban, ezért arra voltunk
kivancsiak, vajon kozvetleniil hatnak-e a normal humén dermalis fibroblasztokra
medialt kommunikacids Gtvonalakat atopias borgyulladas szoveti atépiilése soran:

1. milyen kemokin receptor repertoart mutatnak a human dermalis fibroblasztok,
és mi jellemzi a legerésebben expresszalt sejtfelszini CCR3 kemokin receptort,

2. milyen eloszlast mutat a CCR3 ligandok (CCLS5, CCL8, CCL11, CCL24 és
CCL26) mRNS expresszioja kronikus borgyulladasokban és in vivo atopias borben,

3. milyen a CCL26 kemokin expresszids mintazat, €s annak regulacioja,

crer

fibroblasztokon végzett funkcionalis vizsgalatok soran.
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3. BETEGEK ES MODSZEREK

3.1. Betegek

A nTreg sejtek vizsgalatdhoz 27, magas IgE szinttel (>1000 U/ml) rendelkezd,
kozépstlyos-silyos AD-ben szenvedd, tiinetes beteg és 11 egészséges, azonos kort és
nemil onkéntes periférias vérét hasznaltuk.

betegektdl (29 tiinetmentes teriiletrél nyert és 65 Iézionalis teriiletrdl szarmazo
biopszia), psoriasisos betegektdl (9 biopszia tiinetmentes teriiletrél, 37 tilinetes
tertiletrdl), és prurigo nodularisban szenvedoktdl (46 beteg), tovabba 29 egészséges
onkéntestol.

Az APT-t hazipor atka keverékkel (Stallergen SA, Antony, Franciaorszag) 17, Prick
teszttel bizonyitottan hazipor atkakra érzékeny AD-s betegen végeztik el. Az APT 7
betegnél volt pozitiv (2, 6, és 48 oras értékelés soran), akiknél a teszttel fedett
borteriiletbdl nyertiink biopsziat.

Az atopias betegek diagnozisdnak felallitdsdban a Hanifin és Rajka altal 1étrehozott
kritériumrendszert kovettikk, mig a betegség sulyossagdnak meghatarozadsaban a
SCORAD indexet hasznaltuk (134). A magas szérum teljes IgE szinttel rendelkez6
betegek esetében kizartuk a Hyper IgE szindroma (HIES) lehetdségét a HIES klinikai
pontrendszer alkalmazasaval (155).

A vizsgélatokba valasztott betegek nem részesiiltek szisztémas gliikokortikoid vagy
egyéb immunmodulans kezelésben 4 héttel, mig TCS kezelésben 4 nappal a
mintavételek elott.

A helyi etikai bizottsag altal engedélyezett vizsgalatokba bevont személyek részletes
tajékoztatas utan irasban egyeztek bele. A Kisérletek a Helsinki Nyilatkozat eléirasainak

megfelelden torténtek.

3.2. Sejtkultirdk
A vizsgélatainkban alkalmazott human primer epidermalis keratinocytakat és az NHDF
sejteket a forgalmazo altal eldirt médiumokban tenyésztettiik (mind a sejtek, mind a

tapfolyadékok Clonetics, San Diego, CA, USA).

38



3.3. Szérum IgE szint mérése
A szérum teljes IgE szinteket a gyart6 altal (Radim SpA, Pomezia-Roma, Olaszorszag)

el6irt formaban enzim-kotott immunszorbens teszttel (ELISA) hataroztuk meg.

3.4. Aramlisi citometrids vizsgdlatok

3.4.1. Az nTreg-ek tanulmadnyozdsa aramldasi citométerrel

A periférias vér mononuklearis sejteket (PBMC) Ficoll (Sigma-Aldrich, Miinchen,
Németorszag) gradiens centrifugaldssal izolaltuk heparinizalt vérbol, majd a
CD4'CD25" T sejteket PBMC-bél kiilonitettiik el Miltenyi Regulatory T Cell Isolation
Kit (Miltenyi Biotech, Bergisch Gladbach, Németorszag) felhasznalasaval, a gyarto altal
leirt protokollt kovetve. Ezutdn 4ramlasi citometridval hatdroztuk meg a
CLA*CD4*CD25"""FOXP3* nTreg sejteket az AD betegek és az egészségesek
vérében. A felhasznalhatd antigének szamdnak korlatai (4-szinli aramlési citométer)
miatt eldszor a CD4*CD25"9" sejtek vizsgalata soran bebizonyitottuk, hogy csaknem
kizarolagosan FOXP3 pozitivak és CD127 negativak (97.3% + 2.0%) (6A. abra). A
tovabbi vizsgalatok kivitelezése soran a CD127 antitestet elhagyhattuk, és negyedik
jelolésként anti-CLA antitestet alkalmazhattunk. A CLA pozitivitast a kapuzott
CD4*CD259"FOXP3* T sejteken vizsgaltuk (6B-C. bra).

A sejtfelszini és intracellularis festések soran a gyartok Gtmutatasait kovettilk. A PBMC
elokészitése soran nyert T sejteket foszfat puffer oldatban (PBS) mostuk 3 alkalommal,
majd sejtfelszini festéseket végeztiink CD4-allophycocyanin, vagy CDA4-fluoreszcein
izotiocianat (FITC), CD127-allophycocyanin, CLA-FITC (mind BD Pharmingen,
Heidelberg, Németorszag), és CD25-fikoeritrin (PE)-Cy5 (Immunotech, Marseille,
Franciaorszag) antitestekkel (30 perc, 4°C). Ezutan a sejteket hideg Flow Cytometry
Staining Buffer oldatban mostuk, majd reszuszpendaltuk azokat
Fixation/Permeabilisation munkaoldatban (eBioscience, San Diego, CA, USA). Ezt
kovetéen a mintakat 30 perig 4°C-on inkubaltuk és 1X Permeabilizacios Puffer oldattal
mostuk (eBioscience, San Diego, CA, USA), majd anti-human FOXP3-PE (clone
PCH101; eBioscience, San Diego, CA, USA) antitestet adtunk a szuszpenzidhoz.
Ujabb, sététben tortént 4°C-os 30 perces inkubaciot kovetden mosasi és reszuszpenzios

1épesek kovetkeztek. A mintdkat BD FACSCalibur flow cytometerrel analizaltuk, és az

39



adatokat CellsQuest software-rel

dolgoztuk fel.

(BD Pharmingen, Heidelberg,
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6. abra Az nTreg sejtek meghatidrozdsa aramlasi citométerrel. A CD4 és CD25

sejtfelszini molekulakat monoclonalis antitestekkel festettiik. A FOXP3 meghatarozasa
a CD4*CD25"9" ¢s CD1277"°% populacioban (A) és a CD2519M CD25'°"- ¢s CD25

populacioban (B) tortént. EQy reprezentativ “dot-plot” mérés egy AD beteg és egy

egészséges kontroll CD4*CD25P"9MFOXP3* nTreg sejtek CLA expressz

i6jarol (C).

3.4.2. Kemokin receptorok kimutatdsa fibroblasztokon aramldsi citométerrel

A NHDF-kat a tenyészté edénybdl a 80-90%-os konfluencia elérése utan StemPro

Accutase (Invitrogen, Karlsruhe, Németorszag) sejt levalasztd oldattal tavolitottuk el,
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majd tobbszori mosasi 1épést kovetden PBS-ben reszuszpendaltuk és FACS csovekbe
helyeztiik a tovabbi festési 1épések elott. A sejtek felszinén expresszalt kemokin
receptorokat aramlasi citometriaval PE-konjugalt antitestekkel mutattuk ki [CCR1-10,
CXCR1-6 és izotipus kontroll (mind R&D Systems Inc., Minneapolis, MN, USA)]. A
CCR3 kimutatasahoz patkany anti-human anti-CCR3-PE (IgG2a) antitestet
alkalmaztunk (BD Pharmingen, San Diego, CA, USA). A sejtfelszini festés utan a
mintakat Fixation/Permeabilisation munkaoldattal (eBioscience, San Diego, CA, USA)
fixaltuk. A mintdk vizsgalata BD FACS Calibur aramlasi citométerrel, kiértékelése

CellsQuest software (BD Pharmingen, Heidelberg, Németorszag) segitségével tortént.

3.5. Sejt szuppresszios teszt

A CDA4'CD25" T sejteket periférias, heparinnal alvadasgatolt vérbol Ficoll gradiens
segitségével szeparalt PBMC-bdl izoldltuk Miltenyi Regulatory T Cell Isolation Kit
(Miltenyi Biotech GmbH, Bergisch Gladbach, Németorszag) felhasznalasaval, a gyartd
altal leirt protokoll szerint. Azért ezt a technikat valasztottuk, mert ,sorter” altali
szepardlasra nem volt lehetdség, és ez a kit biztositotta a legtobb sejtet az izolalas
végére a tovabbi vizsgalatok elvégzéséhez. A periférias vérbol izolalt sejtpopulaciok
tisztasdga a CD4"CD25" sejtek esetén 95 % feletti, a CD4"CD25" sejtek esetén 85-95 %
volt. A szuppresszor aktivitas kimutatasanak érdekében a CD4"CD25" és CD4"CD25 T
sejteket 1:1 aranyu kevert kulturdban tenyésztettiik 72 oran keresztiil. A poliklonalis
stimulacié szimulalasara az altalanosan alkalmazott anti-CD3/CD28 T sejt expander
mikrogyongyoket (Invitrogen Dynal AS, Oslo, Norvégia) hasznaltuk kizar6lagosan,
vagy az AD-es vizsgalatokban elfogadott SEB (Sigma-Aldrich, Miinchen,
Németorszag) jelenlétében. Mivel a funkciondlis vizsgalatok eldkészitése soran az
izol4cios kit technikaval nem lehetséges a CD4*CD25P 9" sejteket elkiiloniteni, ezért a
CD4"CD25" populaciot nemcsak kevert kultiraban, hanem 6nmagaban is stimulaltuk,
majd a kapott eredményre korrigaltuk a kevert lymphocyta reakcio (MLR — mixed
lymphocyte reaction) soran kapott értékeket (lasd lentebb). Az alapkisérlet soran 1
egység (gyongy/sejt) anti-CD3/CD28 T sejt expandert és 1 pg/ml SEB-t alkalmaztunk.
SEB altal stimulalt effektor T sejtek szuppressziojat okozd Treg sejtek szelektiv
defektusanak bizonyitasara dozis-fliggd kisérletsort alakitottunk ki. A tesztet eldszor

standard 1 pg/ml SEB koncentraci6 mellett emelkedd effektor : regulativ T sejt arany
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(1:2, 1:1, 3:1), majd 1:1 sejtarany mellett névekvé SEB koncentracioval (1 — 500 — 5000
pg/ml) végeztikk el. A sejtproliferaciot EZ4U kolorimetrias kittel (BioMedica, Bécs,
Ausztria) vizsgaltuk, és az aktivitast az optikai denzitas (OD) értékekbdl szamitottuk,
melyet 450 nm-es hullamhosszon Labsystems Multiscan MS késziilékkel (MTX Lab
Systems Inc, Vienna, VA, USA) detektdltunk. A kevert lymphocyta kultiradk OD
értékeit korrigaltuk a tiszta CD4'CD25" T sejt tenyészetek OD értékeivel. A
szuppresszor aktivitast a CD4"CD25 T sejt kultarak és a kevert kulturdk korrigalt OD
értékei hanyadosa alapjan szamoltuk a ODcp2s-/(ODmiLr-ODcp2s+) képlet szerint.

3.6. Quantitativ real-time RT- polimeraz lancreakcio (PCR) (TagMan) analizis

A 6-lyukt talcan tenyésztett human primer keratinocyta és dermalis fibroblaszt
sejtkulturakban a génexpresszios szinteket kezeletlen allapotban, illetve keratinocytak
esetén 6 és 24 oOras, NHDF esetén 24 orés kezelés utan vizsgaltuk [TNF-o és IL-1f3,
vagy IFN-y, vagy IL-13, vagy IL-4 (R&D Systems Inc., Minneapolis, MN, USA), vagy
h-granulocyta-makrofag-CSF (Schering-Plough Research Institute, Kenilworth, NJ,
USA)]. A boérbiopszias mintdk vizsgalatahoz a szoveteket Mikro-DismembratorU
késziilék (Braun Biotech, San Diego, CA, USA) segitségével homogenizaltuk. Mind a
sejtkulturak, mind a bérszovet esetében TRIzol (Invitrogen, Karlsruhe, Németorszag)
reagenst alkalmazva RNS izolalast hajtottunk végre. Ezutan az RNS-t DNase |
(Boehringer, Mannheim, Németorszag) enzimkezelésnek vetettiik ala, majd a reverz
transzkripcid kovetkezett. Az igy nyert komplementer dezoxyribonukleinsav (CDNS)
mintakban a kemokin ligandok (sejtkultaraban CCL11, CCL24, CCL26; bérben CCLS5,
CCL8, CCL11, CCL24, CCL26) és receptor (borben CCR3) génexpresszios szintjét
gRT-PCR méréssel mutattuk ki [ABI PRISM 7000 Sequence Detection Systems
(Applied Biosystems, Darmstadt, Németorszag) folyamatosan 40 ciklus]. A primer
assay-t az Applied Biosystems (Darmstadt, Németorszag) cégt6l rendeltiik. A célgének

expresszidjat a 18S RNS normalizalé gén expresszidjahoz viszonyitottuk.
3.7. Szovettani vizgsgdlatok

A szoveti atépililés és a dermalis valtozdsok bemutatdsa érdekében eldszor rutin

szOvettani vizsgalatokat végeztiink egészségesek és AD-es betegek borébdl szarmazo
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biopszias mintakon. A metszeteket elastica van Giesson, és Masson-féle trikrom festési

modszerekkel festettiik.

3.8. Immunfluoreszcens vizsgalatok

3.8.1. Immunfluoreszcens vizsgdlatok borben

A CCL26 fehérje expresszid bemutatdséhoz immunfluoreszcens vizsgalatokat
végeztiink egészségesek, és AD-s betegek borébdl szarmazd acetonnal fixalt fagyasztott
metszeteken. A metszeteket PBS + 2% szamdar-szérum oldata altali blokkolds utdn 16
oran at kecske anti-human CCL26 antitesttel inkubaltuk, izotipus kontroll mellett
(kecske 1gG; Santa Cruz Biotechnology, Heidelberg, Németorszag; izotipus Jackson
Immunoresearch, West Grove, PA, USA). Ezutan a metszeteket AlexaFluor 555-jelzett
szamar anti-kecske antitesttel inkubaltuk (R&D Systems, Mineapolis, MN, USA). A
fibroblasztokat identifikalo fibroblaszt felszini fehérje (fibroblast surface protein — FSP)
és a vizsgalt CCR3 lokalizaciojanak kimutatasahoz a kettés immunfluoreszcencia
modszerét alkalmaztuk egészséges kontrollokbdl (n=10) és AD-s betegekbdl (n=10)
szarmaz0 fagyasztott bormintdkon. Az FSP jelzése anti-FSP-vel (egér IgG; Sigma,
Taufkirchen, Németorszag) tortént [masodlagos antitestként fluoreszcens egér elleni
IgG Ab (R&D Systems, Mineapolis, MN, USA) alkalmaztunk], mig a CCR3 kimutatasa
anti-CCR3 (kecske IgG; Santa Cruz Biotechnology, Heidelberg, Németorszag)
segitségével késziilt, ahol masodlagos fluoreszcens antitestként kecske elleni IgG Ab-t
(R&D Systems, Mineapolis, MN, USA) hasznaltunk. A sejtmagi festéshez mindenkor
DAPI-t (Invitrogen, Karlsruhe, Németorszadg) alkalmaztunk. A metszetekrdl képeket

Zeiss Cell Observer System (Zeiss, Oberkochen, Németorszag) altal rogzitettiink.

3.8.2 Immunfluoreszcens vizsgdlatok NHDF-n

Az in vitro immunfluoreszcens vizsgalatokhoz az NHDF sejteket targylemezen torténd
tenyésztés utan fixaltuk, és elOkészités utan a festéseket eldszor primer antitestekkel,
anti-human CCR3 (kecske IgG; Santa Cruz Biotechnology, Heidelberg, Németorszag)
¢s az izotipus kontrollhoz kecske IgG (Jackson Immunoresearch, West Grove, PA,
USA), majd a masodlagos kotddést nyal anti-kecske fluoreszcens antitesttel (1:200;
Molecular Probes, Eugene, OR, USA) végeztik. A sejtmagi festéshez DAPI-t

(Invitrogen, Karlsruhe, Németorszag) alkalmaztunk. A metszeteket Zeiss Axiovert2
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MOT mikroszkoppal vizsgalatuk, és a Zeiss Axiocam MRc, Zeiss AxioVision 4.6

Software segitségével értékeltiik (Zeiss, Oberkochen, Németorszag).

3.9. Funkcionadlis vizsgalatok NHDF sejteken

3.9.1. In vitro ,repardcio”

A fibroblasztok reparacios tulajdonsagainak vizsgalatahoz, az NHDF sejtek egyszeres
sejtrétegben 80 % konfluencidig torténd tenyésztése utan steril pipetta hegyével
felszines, egyszerli ,,sebzést” hoztunk Ilétre. Mosasi Iépés utdn a sejteket vagy
kezeletleniil hagytuk, vagy 100 ng/ml CCL26-t adtunk hozzajuk. A neutralizdciods
kisérletekben a CCL26 beadasa el6tt 30 percig egér anti-human CCR3-mal (2 pg/ml)
elokezeltik a sejteket (mind R&D Systems Inc., Minneapolis, MN, USA). Minden
kisérletet 3 alkalommal végeztiink el (triplicate). A ,,sebzési” teriiletet time-lapse video-
mikroszkoppal rogzitettiik 15 o6ran at (Inverz Leitz Mikroszkop Inkubator, Zeiss
AxioCam HRc, Zeiss AxioVision Software, Carl Zeiss, Oberkochen, Németorszag).

3.9.2. Fibroblaszt migrdcio 3D kollagén mdtrixon

A fibroblasztok migracidés kapacitasanak méréséhez eldszor NHDF szferoidokat
hoztunk Iétre agardz gélen (Agarose TypVII Low Gelling, Sigma, Taufkirchen,
Németorszag) 24 oras tenyésztéssel, majd Matrigélre (BD Bioscience, Erembodegem,
Németorszag) helyeztiik azokat (1 szferoid/lyuk) 24-lyuka sejttenyésztd talcan. Ezt
kovetden vagy 100 ng/ml CCL26-t tettiink a lyukakba, vagy kezeletleniil hagytuk a
szferoidokat. A kisérletet négyszer ismételtilk (quadruplicate). A sejtek migracios
aktivitasat a 0. és 6. napon értékeltiik a szferoidok nagysdganak mérésével. Random
valasztott sejtek motilitasat is Osszehasonlitottuk. A rogzitést digitalis kameraval
(Olympus, Hamburg, Németorszag) az értékelést Zeiss AxioVision szoftver (Carl Zeiss,

Oberkochen, Németorszag) segitségével végeztik.

3.9.3. Kalcium-imaging konfokalis mikroszkdppal

Az aktivaciora kialakulé intracellularis kalciumszint ([Ca®']i) valtozasait fluorimetrias
Ca?*-imaging technikaval detektaltuk. A méréseket megelézéen az NHDF sejteket
targylemezre helyeztikk a pre-konfluens allapot eléréséig. Masnap a sejteket Hank

oldatban (Sigma, Taufkirchen, Németorszag), 37°C-on 40 percig inkubaltuk 1% szérum
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albumin, 2.5 mM Probenecid (mindketté Sigma, Taufkirchen, Németorszag) és 2 uM
Fluo-4 AM (Invitrogen, Karlsruhe, Németorszag) indikator jelenlétében. Mosas utan,
ismételt inkubalast (Hank oldattal) kdvetden a targylemezt lefedtiik, majd a valtozasok
detektalasara LSM 510 laser scanning konfokalis mikroszkopot (Zeiss, Oberkochen,
Németorszag) alkalmaztunk. A vizsgalat soran a sejteket 100 ng/ml CCL26 (R&D
Systems Inc., Minneapolis, MN, USA) kezeltiik, illetve a neutralizacié soran egér anti-
human CCR3 eldkezelést (2 pg/ml) alkalmaztunk. Egy kezelés alkalmaval 200 képet
rogzitettink 987 ms alatt (20x objektivvel) argon-ion 1ézer (488 nm; 10% lézer
intenzitas) segitségével. A képeket avi formatumba konvertaltuk (Zeiss LSM Image
Browser 4.2.0.121, Zeiss, Oberkochen, Németorszag), majd a sejtek relativ fluoreszcens
intenzitasat ImageJ programmal hataroztuk meg (NIH, Bethesda MD, USA).

3.9.4. BrdU sejtproliferdcios assay

tenyésztettiink CCL26 (10, vagy 100, vagy 1000 ng/ml) jelenlétében, vagy anélkiil. 24
oras inkubécio utan 20 pl BrdU-t helyeztiink a lyukakba, majd tovabbi inkubacid utan
DNS szintézist detektaltunk sejtproliferacios ELISA, BrdU (Roche Molecular
Biochemicals, Indianapolis, IN, USA) technikaval a gyarto ajanlasa szerint. Az Gijonnan
szintetizalt BrdU-DNS mennyiségét ELISA-readerrel (BioRad, 450 nm) mértiik.

3.10. Statisztikai modszerek

Az adatok statisztikai feldolgozésa soran SPSS v.12.0 szoftvert (SPSS Inc., Chicago, IL,
USA) alkalmaztunk. A normal eloszlas vizsgalatit Kolgomorov-Smirnov teszttel
végeztik el, majd meghatdroztuk az atlag + standard devidcid értékeket és a
kiértékeléséhez kétmintas t-probat végeztiink. Nem-normal eloszlas esetén median,
valamint minimum €s maximum értékeket kalkulaltunk, és Mann-Whitney probat vagy
Kruskal-Wallis tesztet alkalmaztunk. A variancia-analizisben F tesztet végeztiink. A
korrelacios szamitasok soran (CD4*CD25P"MFOXP3* és CLA*CD4*CD25 "9"FOXP3*
sejtek szazalékos aranyai, valamint az IgE szint és SCORAD kozo6tt) normal eloszlas
esetén a Pearson-féle korrelacios koefficienst hataroztuk meg. A statisztikai probak
értekelésénél a p < 0,05 értéket tekintettiik szignifikansnak(*p<0.05; **p<0.01;
***p<0.005).
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4. EREDMENYEK

4.1. Az nTreg sejtek vizsgdlata

4.1.1. Az nTreg populici6 meghatirozisa AD betegek periférias vérében
CD4*CD25PrieCD127""FOXP3* jeliléssel (négyes kombindcid)

A regulativ tulajdonsagokkal rendelkez6 CD4"CD25" sejtek identifikalasaban szamos
sejtfelszini marker jelenléte, vagy hidnya segithet. Ennek kimutatasara az irodalomban
nincs egységes modszer. El6szor arra voltunk kivancsiak, hogy a FOXP3 megjelenése,
illetve a CD127 hianya a sejtfelszinen milyen mértékben alkalmazhaté az nTreg sejtek
kizardlagos meghatarozasaban. Ehhez 4 szinii aramlasi citometrias jelolést hasznaltunk,
ahol a CD4*CD259"CD127/°""FOXP3* nTreg sejteket vizsgaltuk AD betegekben
(n=3). A vizsgalat bizonyitotta, hogy a CD4*CD25"19" sejtek szinte kizarélag FOXP3
pozitivak (95.3% + 3.4%), vagy CD127 negativak (93.4% + 4.1%) (6A. abra), és a
CDA4*CD25"9" sejtek 97.3% + 2.0% volt egyszerre FOXP3* és CD1277°% is. Mivel
technikailag a citométer 4 szin vizsgalatat tette lehetdvé, ¢és a fenti eredmények
igazoltak, hogy a CD4*CD25""MFOXP3* sejtekkel a regulativ sejtek jol azonosithatok,
igy a késobbiekben a CD127 jeldlést nem volt sziikséges alkalmazni, és helyette tjabb
sejtfelszini markert (CLA) vizsgalhattunk (lasd lentebb). A szambeli vizsgalatoknal
tehat a CD4*CD25M"MFOXP3* fenotipusti sejteket azonositottuk az nTreg sejtekkel,
mig a funkcionalis vizsgdlatokban a CD4'CD25" sejteket hasznaltuk, mint nTreg

sejteket, ahogyan azt az irodalom is szamos esetben alkalmazza.

4.1.2. Az nTreg sejtek szdmdnak meghatirozisa AD betegek periférids vérében
CD4*CD25PM9MEQXP3* jeliléssel (hdarmas kombindcid)

Aramlasi  citométerrel  hataroztuk meg a CD4'CD25PMMFOXP3* ¢és a
CLA*CDA4*CD25"9"FOXP3* nTreg sejtek eléfordulasi frekvenciajat a CD4* T sejtek
kozt magas IgE szinttel rendelkez6 AD betegek (n=27) és életkorra illetve nemre
illesztett egészségesek (n=11) periférids vérében (7. 4&bra). A periférids
CD4*CD25""FOXP3* nTreg sejtek aranyat, az dsszes CD4" T sejt tiikrében vizsgélva,
szignifikdnsan emelkedettnek mértilk az AD betegekben az egészségesek adataihoz

viszonyitva (AD: 3.62% =+ 1.55; kontroll: 2.19% + 0.84; p=0.014) (7A. abra). Az nTreg

crer
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kivancsiak voltunk a bérbe vandorld, CLA-t expresszaléo CD4*CD25"9"FOXP3* nTreg
sejtek aranyara a CD4* T sejtek kozott. A CLA*CD4*CD25"9"FOXP3* nTreg sejtek
szazalékos aranyat szignifikdnsan magasabbnak mértilkk az AD betegek periférias
vérében az egészséges kontrollokéhoz viszonyitva (AD: 0.78% =+ 0.46; kontroll: 0.43%
+0.17; p=0.048) (7B. abra).
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7. abra A CD4*CD259"FOXP3* nTreg (A) és a CLA*CD4*CD25""FOXP3* nTreg
sejtek (B) szazalékos aranya a teljes CD4" T sejtek kozt AD betegekben (n=27) és
egészséges kontrollokban (n=11). Az abran az atlagokat és a szorasokat tiintettiik fel. A

szignifikans kiilonbségeket (*)-gal jeloltik (*p<0.05).

4.2. Osszefiiggések az nTreg sejtek laboratoriumi paraméterei és a klinikai tiinetek
kozon

Az eredmények statisztikai feldolgozasa soran pozitiv korrelaciot talaltunk a betegekben
a CD4*CD25""9"FOXP3* nTreg sejtek szazalékos aranya, valamint a szérum IgE szint
(r=0.514, p= 0.041, 8A. abra) vagy a SCORAD index (r= 0.584, p= 0.018, 8C. abra)
kozott. Pozitiv korrelciét taldltunk a bérbe vandorlé CLA*CD4*CD25"9MFOXP3*
nTreg sejtek, valamint az IgE szint (r= 0.561, p= 0.024, 8B. abra) és a SCORAD (r=
0.789, p=0.0003, (8D. abra) kozott is.

4.3. Az nTreg sejtek in vitro funkcionalis vizsgalata

4.3.1. Az nTreg-ek szuppresszor aktivitasdanak valtozdsa SEB hatdsdra
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Az in vitro funkcionalis teszthez véletlenszeriien kivalasztottunk 11 AD beteget, illetve
11 egészséges személyt. A szuppresszor aktivitds méréséhez a nemzetkdzi irodalomban
is elfogadott modszerrel, a CD4"CD25" (regulativ) és a CD4*CD25 (effektor) T
sejteket egyiitt vizsgaltunk anti-CD3/CD28 és/vagy SEB jelenlétében. A CD4*CD25
/ICD4"CD25" sejtek kevert lymphocyta reakcid (MLR) kultirajaban az utobbi sejtek
jelenléte szignifikansan csokkentette a CD4*CD25" effektor T sejtek proliferaciojat (9A.
abra). A sejtek szuppresszor funkciojat a szuppresszor aktivitasi index-szel jellemeztiik.
A SEB stimuldcidban nem részesiilé CD4°CD25" T sejtek szuppresszor aktivitdsa
magasabb volt az AD betegekben, mint az egészséges kontroll csoportban (AD: 4.30 +/-
1.79; control: 2.71 +/- 0.72), de a kiilonbség nem volt szignifikans. SEB jelenlétében
azonban a CD4*CD25" T sejtek szuppresszor aktivitisa szignifikansan csokkent mind a
beteg, mind az egészséges csoportban (AD: 1.79 +/- 0.09; kontroll: 1.49 +/- 0.10) (9B.

abra).
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8. abra Pozitiv korrelaciok a szérum IgE szint é az nTreg sejtek szazalékos
megjelenése [CD4*CD25”"MFOXP3* nTreg (A), CLA*CD4*CD25""FOXP3* nTreg
(B)] kozott, és korrelaciok a SCORAD index €s az nTreg sejtek szazalékos megjelenése
[CD4*CD25"9"FOXP3* nTreg (C), CLA*CD4*CD25"9"FOXP3* nTreg (D)] kozott
AD betegekben (n=16). *p<0.05.
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9. dbra CD4'CD257, CD4"CD25" és CD4"CD25/CD4"CD25" MLR proliferacio anti-
CD3/CD28 jelenlétében (MLR esetében a CD4'CD25"-korrigalt optikai denzitast
tintettiik fel) (A). CD4*CD25" regulativ T sejtek szuppresszor aktivitasi indexének
valtozasa anti-CD3/CD28 ¢és/vagy SEB (1 pg/ml) stimulacié hatdsara AD betegekben
(n=11) és egészséges kontrollokban (n=11) (B). Az atlagértékeket és a szorasokat
tiintettiik fel, a szignifikans kiilonbséget (*p<0.05, **p<0.01) jeloli.

4.3.2. Az nTreg szuppresszor aktivitds dozisfiiggd valtozasa SEB hatdsdra

SEB altal stimulalt effektor T sejtek szuppressziojat okozd nTreg sejtek szelektiv
defektusdnak bizonyitdsara dozis-fliggd kisérletet végeztiink. Ennek soran eldszor
standard SEB koncentracié (1 pg/ml) mellett emelked6 effektor-T sejt : nTreg aranyt
(1:2, 1:1, 3:1) alkalmaztunk. Azt tapasztaltuk, hogy ahogyan noveltikk az nTreg sejtek
aranyat (novekvo nTreg : effector-T sejt arany), ugy nétt az nTreg sejtek szuppressziv
hatasa az effector-T sejtekre (20-60% csokkenés a szuppresszor aktivitasi indexben)
(10A. abra). Ezutan allando, 1:1 effektor-T sejt : nTreg arany mellett novekvo SEB
koncentraciot (1 pg/ml, 500 pg/ml, 5 ng/ml) hasznalva is hasonldé eredményeket
kaptunk. Ugyanakkor azt tapasztaltuk, hogy igen magas SEB koncentraciok (>500
pg/ml) teljesen kioltottdk az nTreg sejtek szuppresszor aktivitasat, kdvetkezményes

emelkedd effektor T sejtek proliferaciot okozva (10B. abra).
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10. abra A CD4" effector-T sejtek proliferacioja AD betegekben (n=3) anti-CD3/CD28
és SEB stimulacié hatasara CD4*CD25"9M regulativ T sejtek jelenlétében dézis-valasz
kisérletek soran. Az effector-T sejtek proliferacidjat vizsgaltuk elészor 1 pg/ml SEB
jelenlétében emelkedd nTreg : effector-T sejt arany (1:2, 1:1, 3:1) esetén (A), majd 1:1
nTreg : effector-T sejt arany mellett emelkedé SEB koncentracio (1 pg/ml, 500 pg/mi,

5000 pg/ml) esetén (B). (Harom mérés atlaganak eredményei vannak feltiintetve).

4.4. Szoveti atépiilés vizsgdlata atopidas borgyulladas sordan

A kronikus atopids borgyulladasok altal okozott dermiszben végbemend valtozasok
kimutatdsa érdekében szovettani vizsgélatokat végeztink AD betegekbdl szdrmazo
mintakon (n=37) és azokat egészséges Onkéntesek bdrbiopszidibol (n=10) szdrmazo
mintakkal hasonlitottuk Ossze. Az elasztik van Giesson festés az elasztikus rostok
mennyiségének csokkenését mutatta AD betegekben (11B. abra) az egészségesekhez

(11A. abra) viszonyitva.

11. abra Elasztik van Giesson (A-B), és Masson féle trikrom festés (C-D) egészséges
(A, C) és AD borben (B, D).
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Tovabbd a Masson-féle trikrom festés megmutatta, hogy a papillaris dermiszre
lokalizalodo kollagén rostok mennyisége jelentésen nétt atopiasokban (11D. ébra)
egészségesekhez (11C. abra) hasonlitva. Mindezek arra utalnak, hogy a szdveti

atalakulas fontos folyamat a kronikus atopias bérgyulladas mechanizmusaban.

4.5. Human fibroblasztok kemokin receptor expresszios mintdizatanak vizsgdlata in
vitro és in vivo koriilmények kozott

A kemokinek kulcsszerepet jatszanak az atdpids borgyulladasok elinditasdban és
fenntartasaban, ezért arra voltunk kivancsiak, vajon a kemokinek kozvetlentiil hatnak-e a
NHDF sejtekre és részt vesznek-e a szoveti atépiilésben. Ehhez a kemokin receptor

repertoart szisztematikusan vizsgaltuk tenyésztett NHDF sejteken (5. tablazat).

Kemokin receptor Fibroblaszt
CCR1 -
CCR2 -
CCR3 +
CCR4 +
CCR5 -
CCR6 -
CCRY7 -
CCRS -
CCR9 -
CCR10 +
CXCR1 -
CXCR2 -
CXCR3 -
CXCR4 -
CXCR5 -
CXCR6 -

5. tablazat In vitro tenyésztett NHDF sejtek kemokin receptor repertoarja aramlasi

citometridval vizsgalva.
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Vizsgalatainkban azt talaltuk, hogy az NHDF sejtek nagymértékben expresszaltak
CCR3-t a sejtfelszinen (12A. 4abra). A receptor jelenlétét fibroblasztokon
immunfluoreszcens technikaval is megerdsitettiik in vitro NHDF sejteken (12B-C. abra)

és in vivo FSP-pozitiv dermalis fibroblasztokon atopias boérbetegekben (12D-F. abra).
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12. abra Az aramlasi citometrias vizsgalat (A) CCR3 jelenlétét mutatja NHDF sejteken
(fekete hisztogram; izotipus kontroll: szilirke hisztogram). Immunfluoreszcens
mikroszkopia: CCR3 jelenléte NHDF sejttenyészetben (C) (B: izotipus kontroll); a
fibroblasztok felszinén CCR3 lathaté AD beteg tiinetes borébdl szdrmazo biopszian [D-
Fibroblaszt (FSP, z6ld); E-CCR3 (vords); F-atfedés].

4.6. CCR3 kemokin receptor és ligandjai expressziojanak vizsgdalata AD-ben

4.6.1. In vitro mRNS expressziok

illetve egyéb szdveti atépiiléssel jarod kronikus gyulladasos korképben, ezért célul tliztiik
ki, hogy kronikus gyulladasos borgyogyaszati korképekben is megvizsgaljuk a CCR3 és
ligandjai (CCLS, CCL8, CCL11, CCL24 és CCL26) expressziojat. 65 1ézionalis és 29
nem-lézionalis AD betegbdl szarmazo, 37 1ézionalis €s 9 nem-léziondlis psoriasisos
betegbdl szarmazd, 46 prurigo nodularisban szenvedd betegbdl (a betegségre jellemzd a
kifejezett kinzod viszketés, és az erythemas, gyulladdsos infiltraciot és jellegzetes

karaktert, fibrosist mutaté nodulusok kialakulasa a bérben) szarmazo és 29 egészséges
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kontrollb6l nyert bormintat vizsgaltunk. A qPCR vizsgalatok megmutattdk, hogy a

CCL26 volt a leginkabb AD-specifikus CCR3 ligand (13E. abra).
A B C D E F

‘E : 1. EJ:]’ha:

i
|

. Egészséges bor
Atl ag + SD Psoriasis, tinetmentes
Psoriasis, tinetes

Atopias dermatitis, tinetmentes

Atopias dermatitis, tinetes

Prurigo nodularis

”!T!

Egészséges bor (n=29)

Psoriasis,
tiinetmentes (n=9)

e (AR L MU HERRRE

Psoriasis,
tiinetes (n=37)

e

| Bl el

.--r—I11‘IIl—'T1""|'_'IT'-r"“'|-"I !11,!,

Atopias dermatitis,
tiinetmentes (n=29)

|

™

Ly o

Atopias dermatitis,
tiinetes (n=65)

1-“*7'r'|"r“1

LBl | | ol o T |TIT|

meﬂ Ty

Prurigo nodularis (n=46) b—

F
!
:

0 50 100 1500 2 40 06 120 1 20 3 60 4 8
CCL5 [RU] CCL8[RU] CCL11[RU] CCL24[RU] CCL26[RU] CCR3[RU]

13. abra CCLS5 (A), CCL8 (B), CCL11 (C), CCL24 (D), CCL26 (E), és CCR3 (F)
expressziok quantitativ real-time PCR analizise egészséges borben, 1ézionalis és nem-
1éziondlis psoriasisos €s AD bdrben, valamint 1ézionalis prurigo nodularis bérben. Az
értekeket relativ egységekben (RU) adtuk meg. Az egyedi mintdk eredményei és az

atlag + sz6rds megadva.
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A CCL26 mRNS expresszidja atlagosan 150x volt magasabb 1ézionalis AD bdrben,
mint nem-lézionalis AD, vagy egészséges bérben, és 15x magasabb, mint lézionalis
psoriasisos borben (**p<0.01). A CCL26 prurigo nodularisban is magasabb expressziot
mutatott psoriasisos (***p<0.005), vagy egészséges borhoz (**p<0.01) viszonyitva.
Erdekes modon az irodalomban leginkabb tanulmanyozott CCR3 ligand, a CCL11 nem
mutatott dominans expresszidos kiilonbséget atopids ¢és  psoriasisos mintdk
Osszehasonlitasa esetén, de 1ézionalis AD bdrben 4x nagyobb expressziét mutatott, mint
nem-lézionalis AD, 1ézionalis psoriasisos vagy egészséges borben, igaz az eredmény
nem volt statisztikailag szignifikans (13C abra, p>0.05). Emellett a CCL24 szintek, bar
alacsonyak voltak, mégis szignifikdnsan magasabb expressziét mutattak 1éziondlis AD
mintakban, mint nem-1ézionalis AD, vagy 1éziondlis psoriasisos mintadkban (13D. dbra,
*#%p<0.005). Ezzel ellentétben a CCL5 és a CCLS8 elsdsorban psoriasisos mintakban
mutatott magasabb expressziot, nem a lézionalis AD mintakban, ahol alacsonyabb
expressziot tudunk kimutatni a kontrollhoz viszonyitva (13A-B. éabra). A ligandok
receptora, a CCR3 a legmagasabb expressziot leginkabb lézionalis AD, valamint
emellett a prurigo nodularis borbél szarmazé mintakban mutatta, mely szignifikansan
magasabb volt, mint a nem-lézionalis AD, 1ézionalis psoriasisos, vagy egészséges
bérbél szarmazo mintakban (13F. 4bra). Osszességében kimutattuk, hogy a CCR3

ligandjai koziil a CCL26 mutatta a legerésebb asszociaciot AD-szel.

4.6.2. In vivo szoveti expressziok

Azért, hogy jobban megismerjiik a CCL26 sejtszintli termelésének forrasat a borben,
egészségesektol és AD betegektdl szarmazd mintakban vizsgaltuk a kemokin in vivo
expresszidjat (izotipus kontroll mellett) immunfluoreszcens modszerrel (14A-B. abra).
A vizsgalat sordn a CCL26 kifejezett expressziojat talaltuk a léziondlis AD bor
epidermisében (14B. dbra). A szovettani mintak szamitogép-asszisztalt képanalizise
megmutatta, hogy az epidermisben a CCL26 fehérje szignifikansan talexpresszalt AD-
ben (n=10), egészséges borbol (N=9) szarmazoé mintakhoz viszonyitva (14C. abra,
***p< 0.005; Student-féle t proba). Vizsgalatunk azt is bizonyitotta, hogy az atopias
borgyulladéds sordan a CCL26 termelés elsddleges helye az epidermis basalis és
suprabasalis sejtrétegének keratinocytai (14B. abra), tovabba kisebb mértékben a

superficidlis dermalis plexusban 1év6 endotél sejtek mutattak CCL26 fehérje
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immunreaktivitast (14A-B. abra). Az izotipus kontrollok minden esetben negativak

voltak (abra nélkiil).
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14, abra A CCL26 expresszioja egészséges borben (A) és 1ézionalis AD bdrben (B)
(immunofluorescens analizis, voros: CCL26, kék: DAPI; 400x nagyitas). A CCL26
fehérje expresszid szamitogép-asszisztalt kvantifikacidja egészséges borben (n=9) és

AD bérben (n=10) (C).***P value < 0.005; Student-féle t proba.

4.7. CCR3 és CCL26 regulacidjanak vizsgalata in vivo és in vitro koriilmények kozott

4.7.1. CCR3 és CCL26 expresszios kinetikdja atopidas borben

expresszios kinetikdjanak tovabbi vizsgalata céljabol APT végeztiink 17 AD betegen,
melybdl 7 beteg anamnesztikusan, klinikailag és APT-ben is pozitiv eredményt mutatott
hazipor atka allergidra nézve. A ligand és a receptor mRNS expressziot az APT 2., 6.,
48. drajaban végzett borbiopszias mintakban és egészséges borben vizsgaltuk (15. abra).
A vizsgalt betegek (n=7) koziil 6 mutatott tobb mint 2x ndvekedést a CCL26
expressziojdban az APT ideje alatt. A legmagasabb CCL26 expresszidt az allergén
expoziciot kovetd korai vizsgéalati idépontokban tapasztaltuk (2-6 ora; 3 betegnél).
Azoknal a betegeknél, akik a cslicsexpressziot az allergén expozicid utdn 48 oOraval
mutattak, atlagosan alacsonyabb mRNS expresszids szinteket mértiink (15. abra bal
oszlop). A CCR3 mRNS expresszio tekintetében 4/6 beteg mutatott a CCL26
expresszidjat kovetd CCR3 expresszids mintdzatot, mely a ligand és receptora
Osszehangolt transzkripcidjara utal az allergén expozicid utan a szenzitizalt betegekben

(15. abra jobb oszlop).
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15. abra CCL26 (bal oszlop) és CCR3 (jobb oszlop) mMRNS expressziok mérése hazipor
atka allergénnel végzett APT-b6l szarmazo boérbiopsziakban kvantitativ real-time PCR
analizissel. A borbiopszidkat az allergén expozicio el6tt €s utan (2, 6, €s 48 oOraval)
nyertiik. Klinikailag mind a 7 beteg pozitiv teszt reakciokat mutatott és a vehikulummal
végzett teszt minden esetben negativ volt. Az értékeket a célgén esetében fg/25 ng teljes

c¢DNS hanyadosaként adtuk meg.

4.7.2. CCL26 expresszio reguldcidja primer keratinocytikban és NHDF sejtekben

A CCL26, és egyéb, az eotaxin csaladba tartoz6 kemokin (CCL11, CCL24),
regulacidjanak  pontosabb megértése €érdekében humén primer epidermalis
keratinocytdkat és NHDF sejteket kezeltiink proinflammatorikus (TNF-o/IL-1B), és
effektor Th sejt citokinekkel (IFN-y, IL-4, IL-13), melyek koztudottan fontos szerepet
jatszanak az atopias gyulladasok elinditasaban és fenntartasaban (84). A qPCR

vizsgalatok megmutattak, hogy alapéllapotban a keratinocytdk alacsony szinten
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expresszaljak a CCL26-t, de 1L-4 és IL-13 citokin stimulusok utan 6, illetve 24 6raval

jelentésen megnd annak az expresszioja (16C. abra).
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16. abra Kezeletlen, ¢s citokinekkel kezelt human epidermalis keratinocytdk (6 és 24
oras stimulacio) (A-C) és NHDF sejtek (24 oras stimulacio) (D-F) CCL11 (A, D),
CCL24 (B, E), és CCL26 (C, F) expresszidjanak mérése kvantitativ real-time PCR
modszerrel. Az értékeket relativ egységekben (RU) adtuk meg.

------

a keratinocytak a CCL26-t 100x nagyobb szinten expresszaltak, mint a CCL11-t, vagy a
CCL24-t, mely a CCL26 dominans szerepét er0siti az epidermalis sejtek altal termelt
CCR3 ligandok kozott. NHDF sejteket vizsgalva a CCL26 mMRNS alapexpresszid igen
alacsony volt, de 24 oras IL-4, vagy IL-13 stimulus hatasara szignifikansan nétt a ligand
expresszidja (16F. abra). A CCL26 expresszidhoz hasonléoan a nyugvdo NHDF sejtek
alacsony CCL11 mRNS expressziét mutattak (16D. 4bra). FErdekes, hogy
homeosztatikus koriilmények kozott a keratinocytdk nem expresszaltadk a CCL11
MRNS-t, mely azt jelzi, hogy a CCL11 inkabb a fibroblasztok dominadns CCR3 ligandja
(16A. ébra). Az IL-13 stimulus nem, de az IL-4 hatas mindkét sejttipusban szignifikans
CCLI11 expresszi6 novekedést okozott (fibroblasztokban 400x magasabb CCL11
expresszi6 a keratinocytakhoz képest). Az NHDF altal expresszalt ligand profilt
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megvizsgalva lathatd, hogy a CCL11 homeosztatikus koriilmények kozt is erdsen
expresszalt, és mind a CCL11, mind a CCL26 expresszi6 szignifikansan emelkedik Th2
citokinek altali stimulusra. A CCL24 tekintetében megfigyelhetd, hogy elhanyagolhatd
a keratinocytak vagy a fibroblasztok altali expresszidja, de IL-4 és IL-13 hatdsara
NHDF sejtekben novekszik a CCL24 kifejez6dése (16B. és 16E. abra). Mindezek
alapjan kirajzolodik az a kép, mely szerint a Th2 citokinek fokozzdk a CCLI1 és
CCL26 expresszigjat a bor strukturalis rezidens sejtjeiben, €és kozilik a CCL26

bizonyult a {6 CCR3 ligandnak az epidermalis kompartmentben.

4.8. In vitro funkcionalis vizsgalatok CCR3 tekintetében

4.8.1. CCL26 hatdsa az intracelluldris Ca?* mobilizdcidra

A CCR3 receptor funkcionalis aktivitasat NHDF sejteken elészor Ca®" mobilizaciods
tesztekkel vizsgaltuk. Ennek soran a CCL26 (100 ng/ml) stimulus hatasara allando
cytoszolikus Ca®* emelkedést tapasztaltunk, mely a kalcium-flux primer rezidens
sejtben kemokin stimulusra torténd kialakulasat bizonyitotta (17A. abra, felsé panel). A
sejtek neutralizald anti-CCR3 antitesttel tortént elOkezelése gatolta a CCL26
stimulatorikus hatasat, mely a CCR3 funkciondlis aktivitasat bizonyitotta NHDF
sejteken (17A. abra, also panel).

4.8.2. CCL26 biologiai hatdsa dermalis fibroblaszt sejteken
Ezek utan a CCR3 szignalizacios utvonal biologiai jelentdségét vizsgaltuk a fibroblaszt
proliferacidé és migracio tekintetében (17B-N. abra). A fibroblaszt proliferacio fontos

1épés a szdveti atépiilés soran, ezért in vitro koriilmények kozott vizsgaltuk a CCL26

crer

crer

Ugyanakkor a kemokin NHDF-sejtmigraciora vald hatasat is vizsgaltuk. Az in vitro
sebgyogyulasi modellben a CCL26 hatdsara markansan nétt a fibroblasztok reparacios
(kijavito) kapacitdsa a 15 ords megfigyelési periddus alatt (a stimuldlatlan kontroll
esetében 40.37 % =+ 1.84 % volt a reparacié mértéke, mig a CCL26 esetében 70.06 % +
12.86 %; *p<0.05) (17C-H. abra). A sejtek neutralizalo anti-CCR3 antitesttel torténd
elokezelése teljesen blokkolta a CCL26 in vitro reparaciot serkentd hatasat, mely

bizonyitotta a CCR3 szignalizaci6 elengedhetetlen szerepét a folyamatban (17G. abra).
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17. abra CCL26 funkcionalis hatasa NHDF sejtekre. Kalcium mobilizadci6 CCL26
stimulacié utan (A, felsé panel) (A, also panel: anti-CCR3 antitest elokezelés utan).
Sejtproliferaciora gyakorolt hatas (B). Reparaciora (kijavitas) (G) és motilitasra (H)
valo hatas CCL26 és anti-CCR3 nélkiil (kontroll, C-D), vagy annak jelenlétében (E-F).
Migracios hatasok (M-N) szferoidon CCL26 jelenlétében (K-L), vagy anélkiil (1-J).
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Tovabbi bizonyitékokkal tamasztotta ezt ala a CCL26 jelenlétében, vagy anélkiil
elvégzett NHDF-szferoid 3D migracidés tesztiink. Ennek soran a 100 ng/ml
teljes méretét (36.5 % ndvekedés; **p<0.01; 17M. abra), és a sejtek atlagos motilitasat
is (95.7 % novekedés; ***p<0.005; 17N. abra) szignifikdnsan ndvelték a kezeletlen
kontrollhoz képest (171-N. dbra). Eredményeink tehat bizonyitottdk a CCL26 kozvetlen

hatasat a fibroblaszt migraciora.
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5. MEGBESZELES

5.1. Az nTreg sejtek vizsgalata AD betegek periférids vérében

A regulativ T sejtek, mint a TGF-f3 termel6 Th3 sejtek, az IL-10 termeld Trl sejtek, és a
CD4*CD25""FOXP3* nTreg sejtek, fontos kontroll funkcidkat toltenek be az
immunologiai folyamatokban (156), habar pontos feladatuk AD-ben még nem teljesen
tisztazott (157). Az allergids, autoimmun és kronikus gyulladasos korképeket
félresiklott effektor T sejt medialt immunvalaszok jellemzik, melyeket részlegesen
magyarazhatnak az nTreg sejtek mennyiségi és/vagy funkcionalis elvaltozasai is. A
regulativ sejtek heterogenitdsa és a specifikus sejtmarkerek hidnya miatt azonban a
kiilonbozé vizsgdlatok nTreg-ek karakterizalasara vonatkozd eredményei nehezen
Osszehasonlithatok (102, 103, 158-161). Bar az irodalmi bizonyitékok azt mutatjak,
hogy AD betegek periférias vérében az nTreg sejtek szama normalis, vagy emelkedett
lehet, csak néhany olyan tanulmany sziiletett, ahol egyszerre vizsgaltak az nTreg-ek
szambeli és funkcionalis elvaltozasait (117, 118).

A jelen PhD munka egyik célja az volt, hogy karakterizalja az nTreg-ek, ezen beliil a
specialis, borbe ,homingold” nTreg sejtek komplex mennyiségi és funkcionalis
valtozasait kozépsulyos-sulyos klinikai tiineteket, és magas IgE szintet mutatdé AD
betegekben. Tovabbi cél volt meghatarozni a kapcsolatot a bérbe vandorlé (CLAY)
NTreg sejtek és a betegség sulyossaga kozott, mely ravilagithat a nTreg-ek fontos
patofiziologias szerepére az AD kialakulasaban.

Korabban munkacsoportunk mar leirta a bérben a CD4*CD259"FOXP3* nTreg sejtek
magas szamat ¢€s kapcsolatat a dendritikus sejtekkel APT pozitiv AD betegek
biopsziaiban (116). Ezen sejtek magas szama AD-ben azonban dnmagaban nem utal
kizarolagosan regulativ funkciokra, hisz a FOXP3 pozitivitas a human CD4*CD25Prdnt
T sejtekben nem csak az nTreg sejtpopulaciot jelolheti (162). AD-ben a
CD4*CD25"9"FOXP3* és a CLA*CD4*CD25""9MFOXP3* sejtek egy része Th2-szerii
effektor funkcidt is felvehet specifikus triggerek (pl. bakterialis szuperantigének hatasa)
hatasara (118, 119).

Az nTreg-ek megfeleld karakterizalasa érdekében ezért a jelen munka sordn eldszor a
regulativ funkcioval rendelkezé CD4*CD25P9MCD127/°WFOXP3* T sejt populaciot

hataroztuk meg. Az eredmények értékelése soran kideriilt, hogy az dramlasi citometriai
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vizsgalatban a kapuzott CD4*CD2519" sejtek csaknem teljessége FOXP3 pozitivnak és
CDI127 negativnak bizonyult (97.3% + 2.0%). Ezek alapjan az nTreg sejteket
azonositani tudtuk a CD4*CD25""9"FOXP3* sejtekkel, melyek szazalékos eléfordulasa
szignifikansan emelkedett volt AD betegek periférias vérében az egészséges
kontrollokhoz képest. Majd meghataroztuk a specifikus, CLA*CD4*CD259"FOXP3*,
boérbe vandorlé nTreg alcsoportot, melyek szézaléka szintén szignifikansan magasabb
volt AD betegekben egészségesekhez viszonyitva. Eredményeink &sszhangban voltak
az irodalom korabbi kozléseivel (163).

Leirtak mar korabban a CD4"'CD25""MFOXP3* nTreg sejtek és a SCORAD kozti
pozitiv korrelaciét (105, 118, 163), de a szérum IgE szint és a CLA" nTreg-ek
Osszefliggéseit a betegség sulyossagaval korabban még nem jellemezték (164).
Vizsgalataink soran eldszor mutattuk be, hogy AD betegekben szignifikans korrelacio
van mind az nTreg sejtek, mind a CLA" nTreg-ek és a betegség SCORAD és IgE szint
altal jellemzett sulyossaga és a szenzitizacid jelenléte kozott.

Korébban kérdéses eredmények jelentek meg az irodalomban az nTreg sejtek antigén
stimulusra adott valaszar6l AD-ben. Nem megfelelé nTreg funkciot irtak le allergének
(158) és a bort kolonizald mikroorganizmusok hatasara. Beszamoltak az nTreg sejtek
mind AD betegekben. Tovabba a betegek nagy szazalékaban irtak le S. aureus
kolonizaciot, és azt talaltak, hogy SEB jelenlétében az nTreg-ek elvesztették az effektor
T sejteken val6 szuppressziv hatasukat (117).

Vizsgalatainkban egy korabban mar alkalmazott modszer modositott formajat hasznalva
a SEB hatasat tanulmanyoztuk az AD patogenezis€re €s progresszidjara az nilreg
funkcidra torténé SEB-medialta szuppresszido jelenlétének bemutatdsa altal. A
funkcionalis tesztek bizonyitottak, hogy az anti-CD3/CD28 hatds mellett az AD betegek
periférias vérében 1évé nTreg sejtek megtartottdk szuppresszor aktivitdsukat. Amikor
azonban tovabbi SEB stimulust is alkalmaztunk, a sejtek elvesztetteék szuppressziv
képességiiket mind az AD betegekben, mind az egészségesekben, mely azt mutatja,
hogy AD-ben az nTreg sejtek primer funkcidja megtartott és nem kiilonbozik az
egészségesekétol. Ugyanakkor AD esetén a beteget koriilvevé mikrokdrnyezet jelenti a
legnagyobb kiilonbséget az egészségesekhez viszonyitva. Mivel AD-ben a SEB szinte

folyamatosan jelen van a betegek borén (34), ez okoz masodlagos uton funkcidzavart az
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nTreg sejtekben. Az AD betegek tobb, mint 90 %-ban mind a 1ézionalis, mind a nem-
1ézionalis boéron kimutathato a S. aureus kolonizacidja, amely mértéke korrelal a
betegség sulyossagaval (34). Szamos oka lechet a megnovekedett S. aureus
kolonizéacidonak a béron. Az egyik a karosodott barrier funkcioé (abnormalis keratinocyta
differenciacio, fehérje maturacid, defektiv lipid lamellak) (8, 35, 36). Emellett a
természetes (nem megfeleld AMP, pl dermcidin, B-defensin, cathelicidin szint és
funkcid)(37) és a szerzett immunitas is zavart szenved. Utdbbiban a KC-k és a
gyulladasos sejtek altal termelt citokinek és kemokinek (pl. TSLP, CCL17, CCL20)
elosegitik a tovabbi gyulladast, Th2 sejt polarizacidt, emelkedett Th2 effektor citokin
termelést, mely folymatok egylittesen csokkentik a filaggrin és AMP temelést,
kovetkezményes mikrobialis kolonizaciot eldsegitve (34).

A S. aureus tobb utvonalon is eldsegitheti az AD borgyulladas feler6sodését. E16szor is
megfigyelheté a bakteridlis sejtfalat felismeré TLR2 polimorfizmus eléfordulasa és
szoros kapcsolata a sulyos AD-es tiinetekkel és a nem megfelelden szabalyozott citokin
expresszioval. Tovabba a baktérium altal termelt alfa-toxin citotixikus hatast a KC-ra és
fokozza a lymphocyta apoptdzist. Ezen tdlmenden a bakterialis szuperantigének a T
sejtekhez direkt kotddve poliklondis T sejt aktivaciot, lymphocytak altali IL-31
indukcidt és szuperantigén-specifikus IgE termelést okozhatnak (34). Valamint, ahogy
azt kisérleteinkben is bizonyitottuk, a SEB tovabbi fontos hatdssal bir az AD
pathogenezisében és progresszidjaban. A korabbiakban megkérddjelezhetd eredmények
sziilettek az antigénstimulusra adott Treg valaszokrél AD-ben. Leirtak, hogy Der pl
antigének altali stimuldcid hatasadra a Treg-ek anergiasak maradtak mind egészséges
kontrollokban, mind AD betegekben (165). Ugyanakkor egy masik vizsgalat, a
miénkhez hasonloan, azt a megfigyelést tette, hogy SEB hatasara a Treg-ek nem
maradtak anergiasak, hanem ,,valaszoltak™ a stimulusra (117). Cardona és mtsai ezt a
fenomént in vitro a monocytakon megjelend stimulalt glucocorticoid-indukalt TNF-
receptor-kapcsolt fehérje ligand expresszido megjelenésével magyaraztak, mely Treg
proliferaciohoz és T effektor sejt szuppressziohoz vezetett (166).

Osszességében az eddig kozolt tudomanyos eredmények, valamint a korabbi és jelen
eredményeink alapjan egy hipotézis allithatd fel, mely szerint az allanddan jelenlévd
allergén és bakterialis stimulusok a KC-k, DC-k és hizosejtek altal kozvetitve

szignifikans effektor T sejt aktivacidhoz vezet az AD betegek borében (167). A
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bérgyulladas kialakuldsa soran a FOXP3" T sejtek helyi indukcidja figyelhetd meg,
habar a sejtek funkcidja még nem tejesen tisztazott (104, 168, 169). Ha ezek a sejtek
FOXP3* indukalt Treg-ek regulativ funkcioval (ahogy mi azt be is mutattuk
eredményeinkben), akkor az AD-ben tapasztalt folyamatos SEB jelenlét elnyomja
funkcidjukat tovabbi intenziv borgyulladashoz vezetve (18. abra). Ha ezek a sejtek
atmeneti FOXP3" Th2-szerii effector sejtek, akkor dnmagukban is képesek az atdpids
bérgyulladas eldsegitésére. Ezek a FOXP3* sejtek a periférian megjelenve mérhetdk, és

informaciot adnak a betegség stulyossagarol (118, 119).
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18. abra Hipotézisiink a CD4*CD25""M"FOXP3* nTreg sejtek szerepérél AD-ben (118,
119).

Vizsgalatainkban bizonyitottuk, hogy a kézépsulyos-stlyos tiinetekkel rendelkez6 AD
betegek  periférias  vérében  emelkedett  szazalékban  fordulnak el6 a
CD4*CD25"""FOXP3* ¢s a CLA*CD4*CD25""9MFOXP3* nTreg sejtek, és ezek
mennyisége pozitiv korrelacidt mutat a betegség sulyossagaval és az IgE szinttel, mely a
FOXP3" nTreg sejtek AD kialakulasaban betoltott patogenetikai szerepére utal.
Tovéabba igazoltuk, hogy az nTreg funkcid homeosztatikus koriilmények kozott AD

betegekben megtartott, de dozistiiggd SEB stimulacié hatasara kéarosodik. Ez alapjan
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kijelenthetd, hogy a CD4"CD25°9"FOXP3* és a CLA*CD4*CD25"9"FOXP3* nTreg

sejtek vizsgalata a betegség stlyossaganak fontos markere AD betegekben.

5.2. Szoveti atépiilés vizsgalata AD betegekben

A szdveti atépiilés fontos patofizioldgiai esemény kronikus atdpias borgyulladasban,
habar a folyamat pontos hattere nem ismert. A bdérben jol karakterizalhato valtozasokat
lathatunk, um. epidermalis hyperplasia a hampapillak irregularis megnyulasaval, fokalis
hypergranulosis, megvastagodott bazalis membran, dermalis perineuralis és papillaris
fibrozis, megnovekedett szamtG dermalis macrofagok ¢és fibroblasztok, csokkent
elasztikus rost mennyiség, szuperficialis perivascularis lymphocytas és eosinophil sejtes
gyulladasos infiltratum, kifejezett extracellularis matrix depozitumok (81, 82).

Jelenleg ugy gondoljuk, hogy a gyulladdsos sejtek, (kiilonosen az eosinophil
granulocytak) részvétele, a mikrovaszkulatira megvaltozasa, valamint a rezidens
mesenchymalis sejtek Osszegytiilése és aktivacidja mind szerepet jatszhat az
atalakulasokban (170). Ezt a fibroblaszt-eosinophil sejt-sejt interakciot pedig fontos
kommunikécids utvonalak regulalhatjdk, melyek végezetiill a dermalis atépiiléshez
vezethetnek.

Vizsgalatainkban az volt a cél, hogy a szoveti rezidens sejtek (epitelialis sejtek, dermalis
sejtek) kozti kemokin vezérelte utvonalakat vizsgaljuk atopias bérben, hisz a kemokin
szignalizacido szamos biologiai folyamatban (pl. migracid, invazio, proliferacio, gén
expresszid) fontos szerepet jatszik (6, 125).

Eloszor a NHDF sejtek kemokin receptor repertoarjat analizaltuk. A kemokin
receptorok szisztematikus vizsgalata human dermalis fibroblasztokon igen hianyos.
Korabban leirtak, hogy diffiz kutan szisztémas sclerosisban szenvedd betegek bérébol
szarmaz6 fibroblasztok kifejezett CCR2 expressziot mutattak in vivo és in vitro
vizsgalatokban, mely a Dbetegség kezdeti szakaszaban mutatott kifejezett
profibrogenikus fenotipusra utalt, ugyanakkor az egészséges borbdl szarmazo sejtek
nem expresszaltak ezt a receptort. Kimutattak tovabba, hogy a fibroblasztok CCR2-n
keresztiili szigndlja megnovelte a CCL2 expressziot, melybdl egy autokrin
profibrogenikus regulalé Gtvonal jelenlétére kovetkeztettek (171).

Vizsgalataink soran a CCR3-t, mint leger6sebben expresszalt receptort identifikaltuk a

dermalis fibroblasztokon. A tovabbi kisérletekben bebizonyitottuk, hogy a fibroblasztok
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a CCR3 funkcionalisan aktiv formajat in vitro, és in vivo AD bdrben is expresszaljak.
Hasonl6 eredményeket mutattak human tiid6 fibroblasztokon végzett vizsgalatok, ahol a
sejtek szintén erés és funcionalisan aktiv  CCR3 expressziot mutattak, valamint
kifejezett sejtproliferaciot és kollagén produkciot detektaltak eotaxin kemokinek
hatasara a receptoron keresztiil (172, 173).

A tanulmanyunk eredményei elséként bizonyitottak, hogy a CCR3-medialta Gtvonalak
fontos szerepet jatszanak a fibroblasztok aktivalasdban és a bdrben torténd szoveti
atéptilésben.

A CCR3 receptorhoz szamos ligand kotddhet. Vizsgalatainkban kronikus gyulladasos és
autoimmun korképek esetén elemeztilk ezen ligandok expresszios profiljat, melyek
kozott a keratinocyta eredetli CCL26 szignifikans, erdteljes, €és szelektiv expressziot
mutatott AD betegek 1éziondlis bOrmintdiban a psoriasisos betegekhez, vagy az
egészségesekhez viszonyitva. Mindezek alapjan lathato, hogy a CCL26, mint
gyulladasos és atopidhoz szorosan kotott és AD soran emelkedett expressziot mutatd
kemokin fontos szerepet jatszik a betegség patogenezisében. Ezt meger6sitik a
nemzetkdzi irodalom eredményei is (174, 175).

Tanulmanyunkban igazoltuk tovabba, hogy a CCL26 kemokin ligand altali direkt CCR3
stimulacid intracelluléris kalcium mobilizaciét okoz NHDF sejtekben, mely erételjes és
szelektiv migracios, invazids és reparacios aktivaciot valt ki, de a sejt proliferaciora vald
hatasat nem tudtuk detektalni.

Az AD patogenezisében fontos tényezd a szoveti eosinophilia jelenléte is. Ezek a sejtek
profibrogenikus szignalokat termelnek, amik a szdveti atépiilésben szerepet jatszo
fibroblasztokat aktivaljak. Egy nemzetkdzi tanulmanyban bemutattadk, hogy a
transzdermalisan bejutd allergének altal provokalt szdveti eosinophilia sordan ezen
gyulladasos sejtek fibroblaszt aktivacidt, myofibroblaszt-szerli sejtek létrejottét, és
emelkedett matrix protein expressziot indukaltak a bérben (83). Mas leirasok szerint a
CCR3 utvonal szerepet jatszik a szoveti eosinophilia 1étrejottében atopias bérben, azaz a
CCR3 kemokinek a gyulladt bdrteriiletbe vezetik az eosinophil sejteket, melyek
jelenlétiikkel serkentik a szoveti remodellaciot (176). Ezen tilmenden a CCR3 szignal a
Th2 effektor sejteket is a gyulladasos teriiletre hivja (177, 178), amelyekbdl
felszabadul¢ citokinek (IL-4, IL-13), ahogy azt in vitro eredményeinkben ismertettiik, a

rezidens sejtek altal termelt CCL26 fontos regulatorai. Ezek a citokinek emellett, mint
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kollagén homeosztazis profibrogenikus szignaljai a szoveti atépiilésben is szerepet
jatszanak (179, 180).

Eredményeink alapjan lathatd, hogy a fehérvérsejtek gyulladésos teriiletre torténd
fontos szerep jut a kemokinek altal szabalyozott kommunikaciés utvonalaknak, amik
egy specialis profibrogenikus mikrokornyezetet (,,niche”) hoznak I1étre, melyben
fontosak a keratinocytak, fibroblasztok, eosinophilek, Th2 lymphocytak (19. abra). Az
atopiahoz kotott, keratinocytak altal termelt CCL26 gyulladasos sejteket vonz (Th2 és
eosinophil sejtek) a borbe. A megjelend Th2 sejtek a gyulladasos teriileten termelt
citokinjeik altal a tovabbi CCL26 (és CCL11) termelést segitik el6, mely ligandok
felerdsitik és allandositjak a gyulladasos folyamatot az eosinophilek altal termelt TGFf3
segitségével az atopids dermalis szoveti atépiilés soran ¢€s ezaltal a szoveti atépiilés
elosegitéséhez vezetnek. Emellett a CCL26 serkenti a CCR3 receptort expresszalo

rezidens fibroblasztok megjelenését és migracios aktivitasat a gyulladas teriiletén.
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19. abra Feltételezett CCR3-CCL26 kemokin receptor-ligand interakcidé atopias
boérgyulladasban.
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6. OSSZEFOGLALAS

A vizsgalataink sordn az immunregulacids zavarokat €s a bor szoveti atépiilésének
kemokinek altal medialt utjait tanulmanyoztuk atopids dermatitisben (AD).

Munkéank eredményei Szerint a betegek szérumaban az egészségesekhez képest
szignifikansan magasabb szazalékban fordult eld a regulativ tulajdonsaggal rendelkez6
CD4*CD25"""CD127""FOXP3* és a bdrbe vandorlé CLA*CD4*CD25""FOXP3* T
sejt populacio. Kimutattuk ezen sejtek szamanak a betegség stlyossagaval vald szoros
osszefiiggését, mely a FOXP3"™ nTreg sejtek AD kialakuldsaban betoltott patogenetikai
szerepére utal. Funkciondlis tesztekkel bizonyitottuk, hogy az AD betegek periférids
vérében 1évé nTreg sejtek primeren megtartottdk szuppresszor aktivitasukat, de SEB
stimulus hatasara az egészségesekhez hasonldéan elvesztették  szuppressziv
képességiiket. Kisérleteink alapjan lathato, hogy az egészségesekkel ellentétben, AD
esetén a regulativ sejtek funkcidjara a legnagyobb mértékii befolyassal a beteget
koriilvevé mikrokérnyezet van.

Tovabbi kisérleteinkben az AD sordn kialakuld szdveti atépiilést vizsgaltuk. Korabbi
feltételezések szerint a gyulladasos és a rezidens sejtek aktivacioja szerepet jatszhat az
atalakulasokban, de a fontos szabalyoz6 utvonalak nem ismertek. Munkank soran
meghataroztuk az NHDF sejteken a legerOsebben expresszalt kemokin receptort
(CCR3). A receptor in vitro és in vivo expressziojat és a receptoron keresztiil vezérelt
utvonalat elemeztiink. A receptor ligandjai kozott a CCL26 szignifikans és specifikus
tulprodukciot mutatott egészségesekhez, vagy egyéb borgyulladasokhoz viszonyitva
AD-ben. In vivo vizsgalataink szerint az epidermalis keratinocytdk mutattadk a
legerésebb CCL26 fehérje expressziot AD lézionalis bérben. Strukturalis bor rezidens
sejtekben vizsgalva megallapitottuk, hogy a Th2 citokinek (IL-4 és IL-13) okoztak a
legerésebb CCL26 expressziot. Igazoltuk, hogy dermalis fibroblaszokban a CCL26 altal
medialt CCR3 receptoron keresztiili szignal intracellularis Ca®" mobilizaciot
eredményezett, és a direkt stimulacid6 a fibroblasztokon migracids, invazios ¢és
reparacios aktivaciot valtott ki, mint a szoveti remodelling fontos 1épései AD borben.

Az AD-szel kapcsolatos vizsgalataink eredményei megmutattak, hogy az nTreg sejtek
fontos indikatorai a betegség sulyossaganak, valamint a CCR3 medialt szignalutvonal

hozzéjarul a szoveti atépiiléshez az atdpias borgyulladas soran.
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SUMMARY

We investigated the immunreglatory alterations and the chemokine-mediated
communication pathways in cutaneous remodeling during atopic dermatitis (AD).
According to our results the CD4*CD259"CD127/°"FOXP3* and the skin homing
CLA*CD4*CD25"9"FOXP3* T cell populations with regulative characteristics occur in
a significantly higher percentage in the sera of AD patients when compared with healthy
volunteers. We demonstrated the strong connection between the percentage of these cell
populations and the severity of the disease that may indicate an important pathogenic
role of these nTregs in AD. Furthermore by functional tests we proved that the nTregs
in the peripheral blood of AD patients primarily maintained their suppressor activity,
however, when stimulated with SEB, they lost their suppressive ability similar to
normal controls. We concluded from our experiments that unlike in healthy people the
main distinctive factor in AD is the surrounding environment of the skin due to the
nearly continuous presence of SEB.

Next we investigated the cutaneous remodeling during atopic skin inflammation. It was
previously postulated that activated inflammatory and resident skin cells may play
crucial role in remodeling, however the regulating pathways have not yet been
investigated. In our work we characterized the most significantly expressed chemokine
receptor on NHDF cells in vitro and in vivo and then we analyzed the chemokine-
mediated communication routes via CCR3 receptor. Among its corresponding ligands
CCL26 demonstrated a significant and specific up-regulation in atopic when compared
to healthy skin or other skin inflammations. In vivo, epidermal keratinocytes showed
most abundant CCL26 protein expression in lesional atopic skin. In structural cells of
the skin, Th2-cytokines such as IL-4 and IL-13 were dominant inducers of CCL26
expression. We proved that in dermal fibroblasts, CCL26 induced CCR3 signaling
resulting in intracellular Ca?* mobilization, as well as enhanced fibroblast migration,
invasion and repair capacity that are inevitable processes in the remodeling during
atopic skin inflammation.

Our investigations in AD clarified that the nTregs are important indicators of the
severity of the disease and proved that the participation of CCR3-mediated pathways in

tissue remodeling during atopic skin inflammation is crucial.
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9. KOSZONETNYILVANITAS

Koszonetemet, ¢s mély halamat fejezem ki témavezetdmnek, mentoromnak, &s
legk6zelebbi patronusomnak Szegedi Andrea professzor asszonynak mindenkori
szakmai vezetéséért, Otleteiért, tanacsaiért, tiirelméért, szeretetéért, figyelméért, anyagi
¢és professziondlis tAmogatasaért, Onzetlenségéért, ahogy végig 6sztondzve tudomanyos
eredményeim eléréséhez és azok megjelenéséhez, interpretalasahoz segitett.

Koszonet ¢és hala a debreceni Borgyogyaszati Klinika igazgatdinak, Hunyadi Janos
professzor urnak és Remenyik Eva professzor asszonynak, akik figyelemmel kisérték
munkamat, és lehetévé tették szamomra a kisérletek elvégzését, biztositva a nyugodt
hattért, valamint koszonet néhai Béginy Agnes tanarnének és Juhdsz Istvan
professzornak, akik eldszor megszeretették velem a csoddlatos borgydgyaszatot.

Kiilon koszonet illeti a kollaboraciés munkaban résztvevd hazai ¢és kiilfoldi
munkatarsaimat, a debreceni klinika Regionalis Immunlabor (kiilon kiemelve dr. Barath
Sandort) és Elettani Intézet (kiilon kiemelve dr. Szollosi Attilat és Bird Tamast)
dolgozoit, valamint a diisseldorfi Bérklinika laborjdnak munkatarsait, Bernhard Homey
professzor ur vezetésével (és Thomas Ruzicka professzor Ur hathatds segitségével), aki
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megismerve annak minden nehézségét, buktatodit és szépségeit.
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Anikd, Mocsai Gabor, Nagy Georgina), akik kozvetlen munkatarsaim voltak a
kutatasok soran, és a kritikai észrevételeikkel, az abrdk elkészitésében nyujtott
segitségiikkel, a javitd tanicsaikkal folyamatosan segitették munkdm megvalosulésat.
Emellett kdszonom a Borgyogyaszati Klinika minden dolgozdjanak segitségét, akik
tamogattak doktori munkam elkésziiltében.

Végiil, de mégis elsdsorban koészonom a feleségemnek, szerelmemnek, Bednak a
szeretetét, tamogatasat, tlirelmét, biztatdsat, gyakori egyediili helytallasat a csaladi
kihivasokban, a gyermekeink (Adél, Abigél, Jonatan) nevelésében, mellyel biztositotta,
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