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1. BEVEZETES

Az atopias dermatitis (AD) egy igen gyakori, kronikus lefolydsu, remissziokkal és
fellangolasokkal jard gyulladdsos borbetegség, melyet a bor szarazsaga, és kifejezett
viszketése, valamint a legstulyosabb formaban annak szoveti atépiilése (remodelling) jellemez.
maig sem teljesen tisztdzottak. A megvaltozott immunvalasz hatterében allhatnak az
immuntolerancia elvaltozasai, melynek fontos elemei a regulativ tulajdonsaggal rendelkez6 T
sejtek. Az egyik ilyen sejtcsoport a forkhead box P3 (FOXP3)-t expresszald
CD4*CD25"FOXP3* természetes regulativ T (nTreg) sejtek csoportja, melyek szerepe
intenziv kutatdsok targya AD-ben is. Ugyanakkor az nTreg funkcidk jellemzdinek vizsgélati
eredményei ellentmondéasosak.

amit a bor strukturalis elvaltozasai jellemeznek, de a hatterében lejatsz6ddé mechanizmusok
részleteiben nem ismertek. A proinflammatorikus citokinek, valamint a kemokin szupercsalad
egyes tagjai nemcsak az AD-re jellemz6 gyulladas elinditasaban, fenntartasaban ¢és
szabalyozasaban, hanem a szoveti atépiilésben is szerepet jatszhatnak, melynek feltételezett
hatterérél nem allnak rendelkezésre irodalmi adatok.

Dolgozatom elsd része az immunregulacios zavarok AD-ben betoltott szerepének kutatdsa
soran kapott eredményeimet foglalja Ossze, mig a masodik rész az atopias bdr szoveti
atépiilésének kemokin altal medialt egyik lehetséges kommunikacios utjat feltaro vizsgalataim

eredményeit mutatja be.

2. IRODALMI ATTEKINTES — ATOPIAS DERMATITIS

2.1. AD — etiolégia, genetika, epidemiologia, kornyezeti faktorok hatasa

Az AD kialakulasaban kornyezeti és genetikai tényezOk jatszanak szerepet, magéaba foglalva
komplex gén-gén és gén-kornyezet interakciokat. A bor fiziko-kémiai barrierjének, illetve a
szervezet természetes ¢és adaptiv immunvalaszanak miikodései olyan genetikailag jol
meghatarozott folyamatok, melyekre kozvetleniil hatnak a specifikus és aspecifikus
kornyezeti tényezOk, és ezek egyiittes valtozasa jarul hozza a betegség kialakulasdhoz.

A betegség prevalencidja a mult szazad hetvenes éveitdl egyes gyermek korcsoportokban

folyamatosan nd, de eléfordulasi gyakorisaga a foldrajzi teriiletek fiiggvényében igen nagy



kiilonbségeket mutat. A gyermekkori magas adatokhoz képest a felndtt lakossagban a
betegség prevalenciaja alacsonyabb (1-3%).

A genomikai vizsgalatok szamos, az AD-hez térsitott lokuszt azonositottak. Az immunvélasz
mukodését iranyitd gének mellett az utobbi iddben deriilt fény arra, hogy az AD
kialakulasaban az epidermalis barrier szerkezetét ¢és funkcidjat meghatarozo gének is
rendkiviil fontosak. Ez utobbi gének egyike az azonos nevii fehérjét kodolo filaggrin (FLG)
gén.

Az AD-ben a genetikai hajlam talajan a kornyezeti faktorok hatisidra manifesztalodhat a
betegség. A kornyezeti faktorokat két nagy csoportra oszthatjuk. Ezek a specifikus (allergének
¢s mikrobak), és a nem-specifikus (mechanikai irritaciok, klimatikus paraméterek, stressz,
gyogyszerek, terhesség) faktorok.

Az egészséges emberi boron szamos mikroorganizmus kolonizalodik, de a toxintermeld S.
aureus nem része a normal bor mikrobiomnak. Az AD-ben szenvedd betegek igen nagy
részében (kb. 90 %) mind a 1ézionalis, mind a nem-lézionalis boérén kimutathat6 a S. aureus
kolonizacidja (szemben a normal egyének 5-10 %-val), melynek foka korreldl a betegség
sulyossagaval és a klinikai tiinetek antibiotikum alkalmazasdra javulnak. Az atdpids boron
kolonizalddott baktérium €s toxinjai (enterotoxin A-D) széles bioldgiai aktivitasi spektrummal

rendelkeznek és részt vesznek az atdpias borgyulladas sulyosbitasaban.

2.2. AD patogenezise

Az AD ol karakterizalhato klinikai tiinetei mogott bonyolult patomechanizmus rejtézik. A
hattérben megfigyelhet6 az epidermalis barrierfunkciok és az 6sszetett immunmechanizmusok
folyamatainak abnormalitdsa. Az AD Iétrejotténél a bor barrier €s az immunvalasz olyan
elvaltozésai lathatok, mely miatt az arra hajlamos egyének epidermise nem képes ellenallni a

behatasoknak, és az artalmatlan kdrnyezeti anyagokra is hiperszenzitivitassal valaszol.

Barrierkarosodas AD-ben

Az emberi bOr barrier nem egy élettelen vdz, hanem egy metabolikusan aktiv, élettanilag
fontos szerepet jatszo réteg, melynek feladata a fizikai és kémiai védelem a kiilvilagbol
érkez6 ingerekkel szemben, valamint a transzepidermalis vizvesztés (TEWL)
megakadalyozasa. A barrier alkotdi a keratinocytak (corneocytdk), a strukturfehérjék, a
1étrejovo sejt-sejt kapcsolatok, és az intercellularis lipidek. A szaruboriték a hamsejtek 6
strukturalis fehérjéivel is kapcsolatban all, melyek koziil kiemelkedd jelentdségli molekula a

FLG. Ez a FLG mechanikai vazszerkezetet biztosit, termékei létrehozzak a természetes



hidratalé faktort, kozponti szerepet jatszik a bor hidrataltsdg, a savas pH fenntartdsaban,
regulélja a proteazok aktivitdsat, a barrier permeabilitasat és a bor antimikrobialis védelmét.

A barrier karosodas oka AD-ben lehet genetikai, vagy szerzett. A genetikai okok koziil a
legismertebb a FLG gén mutacioja, mig a szerzett barrierkarosodas létrejottének okai lehetnek

a testfelszinen megjelend korokozok, vagy irritalo hatast kémiai anyagok.

Szoveti atépiilés (remodelling) és az AD

A Dbor fiziko-kémiai barrierjének strukturalis és funkcionalis valtozasa ¢s az allanddan
jelenlévo gyulladas eredményeként egyéb szerkezeti atalakulasok is végbemehetnek az
atopias borben. AD-ben a proinflammatoérikus citokinek nemcsak a bérgyulladas elinditasaért
¢s fenntartasaért felelosek, de részt vehetnek a remodelling patogenezisében is. Az AD
kezeletlen, kronikus formajaban tapasztalhatd szoveti atépiilés folyamatdnak eseményei, a
mechanizmus hattere, valamint a résztvevd sejtes és humordlis elemek (pl. kemokinek)

feladatai részleteiben nem ismertek.

Immunologiai mechanizmusok valtozasai AD-ben

Az immunvélasz szabalyozasanak zavarai, pl. a Th2 effektor sejtek iranyaba eltolodott
folyamatok feler6sddése, az allergias szenzitizacid jelenlétének ndvekedése a betegekben, a
karosodott immuntolerancia és természetes immunitas, mind nagyon fontos, integralt szerepet
jatszanak az AD patomechanizmusaban, szoros kapcsolatban a barrierfunkcié elemeivel.
résztvevo elemek ismerete. A T sejtek kdzponti szerepet jatszanak a betegség lefolyasaban. A
betegség akut fazisaban a boérben az IL-5 és IL-13 termel6 memoria sejtek és hosszan
fenntartott Th2 talsuly lathato. A fiziko-kémiai barrier és a Th2 tllsuly kapcsolata kettds: a
gyulladas fokozza a barrier kdrosodéasat, mig a sériilt barrieren keresztiil atjuto, kifejezett
allergén expozicid6 a Th2 tulstlyt fokozza. Ez utdbbi esetén csékken az antimikrobialis
peptidek (AMP) mennyisége is, valamint a Th2 sejtek altal termelt IL-4 és 1L-13 felerdsitik az
adhéziés molekuldk expressziojat az endothelsejteken, a B sejtekben IgE termelést
indukalnak, mig a CCL11l, CCL26 kemokinek fokozzak az eosinophil granulocytak
gyulladasos teriiletre toborzasat. Az AD krénikus fazisa soran a bérben mar nem lathaté Th2
dominancia, hanem fontos szerepet jatszanak az interferon (IFN)-y, IL-12, IL-5, granulocyta-
makrofag-CSF, illetve 1L-22 termelést mutatdé Th1 és Th22 sejtek is.

Alapvetd fontossagl,, hogy a jol mikodd immunrendszer felismerje a sajat és az idegen

antigénstruktarakat, valamint megkiilonbdztesse az artalmas és az artalmatlan behatasokat. Az



immunhomeosztazis fenntartasa érdekében az immunrendszernek az idegen struktarak ellen
védelmet kell nyujtania, mig a sajat struktirdkat tolerdlnia kell. Az immunrendszer
antigénspecifikus, elsésorban a sajat antigének iranyaban megmutatkoz6 valaszképtelensége
az immuntolerancia, mely kialakitdsdban pozitiv és negativ szelekcioés folyamatok vesznek
részt. A perifériara kijutott T lymphocytdkat a periférifas tolerancia mechanizmusai
folyamatosan kontroll alatt tartjak. A regulaldo T sejteknek, melyek kulcsfontossagiak a
periférias tolerancia fenntartasaban, 3 f6 alcsoportja ismert: a TGFB"FOXP3™ Th3 sejtek, az 1.
tipust IL-10*FOXP3" regulald T (Trl) sejtek, valamint a CD4*CD25P"9"MFOXP3* természetes
regulativ T (nTreg) sejtek.

Az nTreg sejtek fontos szerepet jatszanak az allergénekre adott T sejtes valaszok
kontrollalasaban. A regulativ tulajdonsaggal rendelkezé6 CD4*CD25"9" sejtek magas szinten
expresszaljak a FOXP3-t és csak ezek rendelkeznek szuppressziv tulajdonsagokkal. Gatoljak
valamint feladatuk az autoaggressziv lymphoproliferativ betegségek kialakulasanak
megeldzése, a normal immunhomeosztazis fenntartdsa, az immunvalaszok modulalésa.
bérben. Egyes vizsgdlatok az emelkedett nTreg sejtek protektiv hatdsat irtdk le fiatal
¢letkorban, ahol atopias gyermekekben allergén-specifikus tolerancia alakult ki a magas
nTreg sejtszam hatasara. A feln6tt AD populacidban is szamos vizsgalat a keringd
CD4*CD25"M"MFOXP3* nTreg sejtek magasabb szamat irta le, azonban funkcionélis
karakterizalast, illetve AD betegek periférids vérében az nTreg-ek szdmbeli és funkcionalis
valtozasainak egyidejlileg torténd vizsgalatat csak néhany kutatocsoport végezte eddig, €s
azok eredményeiben is felfedezhetdk ellentmondasok.

Az adaptiv immunvalasz fokozott és karosodott miikddése mellett AD-re jellemzd a
természetes immunitas diszregulativ miikddése is. Ennek egyik f6 feladata a jellegzetes
mikrobidlis struktirdk felismerése. Ezen struktirdk a patogén-asszocidlt molekularis
mintazatok és az ezeket felismerd molekuldk a mintdzatfelismerd receptorok (pattern
recognition receptors — PRR). A PRR kotodések kialakulasa utan megindul a mikrobialis
eredetli molekulak eliminacidja. AD-ben a TLR2, CD14, NOD1 polimorfizmusok létrejotte
miatt a mikroorganizmusok felismerése zavart szenved, melynek kovetkezménye a sériilt
természetes immunitas. Ezen valtozasok, egyiitt az antimikrobidlis peptidek deficiencigjaval
¢s a barrier funkciok elégtelenségével, a bor bakteridlis kolonizacidjdhoz, a védekezési

mechanizmusok zavardhoz ¢és kdvetkezményes infekcidhoz vezethetnek.



Kemokinek és szerepiik AD-ben

A kemokinek (46 ligand és 19 receptor) kicsiny, citokin-szerti, kemoattraktans fehérjék, amik
a leukocytdk mozgasat szabdlyozzak homeosztatikus ¢és gyulladasos koriilmények kozott. A
kemokinek f6 forrasai a gyulladasos sejtek mellett a bor strukturalis rezidens sejtei; hemcsak
¢lettani koriilmények kozott, de proinflammatdrikus citokinek hatasara is nagymértékben
termelddnek, és az endothélen keresztiil transzportdlodva megjelennek azok felszinén is, igy
fontos szerepet jatszanak a leukocytak gyulladésos teriiletre hivasaban.

A kemokin szupercsalad egyes tagjairol leirtak, hogy aktiv szerepet jatszanak az atopias
bérgyulladasban. A kemokinek sokrétii ismert funkcidjan tilmenden feltételezhetd, hogy a
szoveti atépiilés atopias borben végbemend folyamatainak egyes részleteiben is szerepet

jatszhatnak, de ennek megerdsitésére irodalmi eredmény nem all rendelkezéstinkre.

2.3. Az AD Kklinikai tiinetei, diagnosztikaja és terapiaja

A betegség klinikai lefolyasaban megkiilonboztetiink akut, szubakut és kronius stadiumokat,
melyeket jellegzetes klinikai tlinetek karakterizalnak. A vezetd panaszok a bor szarazsaga és a
viszketés. Az AD legsulyosabb komplikaciéi a bér mdésodlagos bakteridlis és virdlis
feliilfert6z0dései. A betegség kezelése komplex terdpiat igényelhet. Elsddleges cél a bor
barrierfunkciojanak javitasa, tovabba a gyulladds megsziintetése, valamint a provokalo
faktorok elimindldsa. A megfeleléen kivalasztott terapia végso célja a tiinetmentesség elérése

és az életmindség javitasa.

2.4. Célkitiizések
Munkank soran az AD patogenezisében lejatszodo két fontos mechanizmus hatterének

részletesebb megismerése volt a célunk.

2.4.1. Az nTreg sejtek szerepének vizsgalata AD-ben
Az irodalomban egymaésnak ellentmond6é eredmények miatt tanulmanyoztuk a periférids
nTreg sejtek AD-ben betdltott szerepét. Céljainkat az alabbiak szerint hataroztuk meg:

1. milyen valtozast mutatnak az AD betegek periférias vérében keringd
CD4*CD25™"MFOXP3*CD127" nTreg sejtek és azon beliill a borbe visszatérd sejtek
funkciondlis és mennyiségi tulajdonsagai az egészséges kontrollokhoz képest,

2. milyen funkcionalis valtozasokat tapasztalhatunk az nTreg sejtek szuppresszor
képességében in vitro funkcionalis teszttel; a kapott eredmények sszehasonlitasa a betegek és

az egészséges kontrollok kozott; milyen hatdssal van a sejtekre a SEB,



3. milyen 0sszefiiggés van az nTreg szam ¢€s a klinikai adatok kozt.

2.4.2. Szoveti atépiilés vizsgalata AD-ben
A kemokinek kulcsszerepet jatszanak az atopias borgyulladasban, ezért arra voltunk
kivancsiak, vajon kozvetleniil hatnak-e a normal human dermalis fibroblasztokra (NHDF) és
részt vesznek-e a szoveti atépiilésben. Célunk volt meghatarozni a kemokin-medialt
kommunikécios ttvonalakat atopias borgyulladas szoveti atépiilése soran:

1. milyen kemokin receptor repertoar jellemzi a human dermalis fibroblasztokat, €s
melyik a legnagyobb mértékben expresszalt sejtfelszini kemokin receptor,

2. milyen eloszlast mutat a CCR3 ligandok (CCL5, CCLS8, CCL11, CCL24 ¢és CCL26)
mRNS expresszioja kronikus bérgyulladasokban és in vivo atdpias bérben,

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

crer

végzett funkcionalis vizsgalatok soran.

3. BETEGEK ES MODSZEREK

3.1. Betegek

A nTreg sejtek vizsgalatahoz 27, magas IgE szinttel (>1000 U/ml) rendelkez6, kozépstlyos-
sulyos AD-ben szenvedd beteg és 11 egészséges, azonos koru és nemii dnkéntes periférids
veérét hasznaltuk. A szoveti atépiilés vizsgalatiban 6 milliméter atmérdjli bdrbiopszidkat
nyertlink AD-s betegektdl (29 tlinetmentes tertiletrl nyert és 65 1ézionalis teriiletrdl szarmazo
biopszia), psoriasisos betegektdl (9 biopszia tiinetmentes teriiletrdl, 37 tlinetes teriiletrdl), és
prurigo nodularisban szenveddktdl (46 beteg), tovabba 29 egészséges Onkéntestdl. Atdpias
allergia tesztet (APT) végeztiink héazipor atka keverékkel (Stallergen SA, Antony,
Franciaorszag) 17, Prick teszttel bizonyitottan hazipor atkdkra érzékeny AD-S betegen. Az
APT 7 betegnél volt pozitiv, akiknél a teszttel fedett borteriiletbdl nyertiink biopsziat. Az
atopias betegek diagndzisdnak felallitisdban a Hanifin és Rajka 4ltal Iétrehozott
kritériumrendszert kovettik, mig a betegség sulyossaganak meghatarozasaban a SCORing
AD (SCORAD) indexet hasznaltuk. A vizsgalatokba valasztott betegek nem részesiiltek
szisztémas gliikokortikoid vagy egyéb immunmoduldns kezelésben 4 héttel, mig TCS
kezelésben 4 nappal a mintavételek el6tt. A helyi etikai bizottsag altal engedélyezett
vizsgalatokba bevont személyek részletes tdjékoztatas utan irasban egyeztek bele. A kisérletek

a Helsinki Nyilatkozat eléirasainak megfelelden torténtek.



3.2. Sejtkultarak
A vizsgalatainkban alkalmazott human primer epidermalis keratinocytdkat és az NHDF
sejteket a forgalmazd altal eldirt médiumokban tenyésztettiik (mind a sejtek, mind a

tapfolyadékok Clonetics, San Diego, CA, USA).

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

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

3.4. Aramlasi citometrias vizsgilatok

Az nTreg-ek tanulmanyozasa aramlasi citométerrel

A periférias vér mononuklearis sejteket (PBMC) Ficoll (Sigma-Aldrich, Miinchen,
Németorszag) gradiens centrifugalassal izolaltuk heparinizalt vérbdl, majd a CD4"CD25" T
sejteket PBMC-bdl kiilonitettiik el Miltenyi Regulatory T Cell Isolation Kit (Miltenyi
Biotech, Bergisch Gladbach, Németorszag) felhasznalasaval, a gyartd altal leirt protokollt
kovetve. Aramlasi citometriaval hatdroztuk meg a CLA*CD4*CD25""9"FOXP3* nTreg
sejteket az AD betegek és az egészségesek vérében. Elészor a CD4*CD25PMM sejtek
vizsgalata soran bizonyitottuk, hogy csaknem kizarélagosan FOXP3 pozitivak és CD127
negativak, majd a CD127 antitestet elhagyasaval 4. jelolésként anti-CLA antitestet
alkalmaztunk. A CLA pozitivitast a kapuzott CD4*CD25""9"FOXP3* T sejteken vizsgaltuk.
A sejtfelszini és intracellularis festések soran a gyartok utmutatdsait kovettiik. A PBMC
elékeészitése soran nyert T sejteket foszfat puffer oldatban mostuk, 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). A
sejteket hideg Flow Cytometry Staining Buffer oldatban mostuk és Fixation/Permeabilisation
munkaoldatban (eBioscience, San Diego, CA, USA) reszuszpendaltuk. Ezt kovetden anti-
human FOXP3-PE (clone PCH101; eBioscience, San Diego, CA, USA) antitestet adtunk a
szuszpenzidhoz. A mintdkat BD FACSCalibur flow cytometerrel analizaltuk, és az adatokat
CellsQuest software-rel (BD Pharmingen, Heidelberg, Németorszag) dolgoztuk fel.

Kemokin receptorok kimutatasa fibroblasztokon aramlasi citométerrel

Az NHDF felszinén expresszalt kemokin receptorokat aramlasi citometridval PE-konjugalt

antitestekkel mutattuk ki [CCR1-10, CXCR1-6 és izotipus kontroll (mind R&D Systems Inc.,



Minneapolis, MN, USA)]. A CCR3 kimutatasdhoz patkdny 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 mintak vizsgalata BD FACSCalibur aramlasi citométerrel, kiértékelése CellsQuest

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

3.5. Sejt szuppresszios teszt

A CD4'CD25" T sejteket periférias, heparinnal alvadasgatolt vérbdl Ficoll gradiens
segitségével szeparalt PBMC-bdl izolaltuk Miltenyi Regulatory T Cell Isolation Kit (Miltenyi
Biotech GmbH, Bergisch Gladbach, Németorszag) felhasznalasaval, a gyart6 altal leirt
protokoll szerint. A szuppresszor aktivitds kimutatisanak érdekében a CD47CD25" és
CD4*CD25" T sejteket 1:1 aranyt kevert kultiraban tenyésztettiik. A poliklonalis stimulacio
szimulalasara anti-CD3/CD28 T sejt expander mikrogyongydket (Invitrogen Dynal AS, Oslo,
Norvégia) hasznaltunk kizarolagosan, vagy az AD-es vizsgalatokban elfogadott SEB (Sigma-
Aldrich, Miinchen, Németorszag) jelenlétében. A CD4"CD25" populaciot nemcsak kevert
kultaraban, hanem 6nmagéban is stimulaltuk, majd a kapott eredményre korrigaltuk a kevert
lymphocyta reakci6 (MLR — mixed lymphocyte reaction) soran kapott értékeket. 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-fiiggd kisérletsort is Kkialakitottunk. 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)
detektaltunk. A kevert lymphocyta kultarak OD értékeit korrigaltuk a tiszta CD4*'CD25" T
sejt tenyészetek OD értékeivel. A szuppresszor aktivitast a CD4"CD25 T sejt kultardk és a
kevert kultirak korrigalt OD értékei hanyadosa alapjan szdmoltuk.

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

A 6-lyukt talcan tenyésztett human primer keratinocyta és dermalis fibroblaszt sejtkultarakat
kezeletlen allapotban, illetve kezelés utan vizsgaltuk [TNF-a és IL-13, 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 bdrbiopszias mintak
vizsgalatahoz a szoveteket Mikro-DismembratorU késziilék (Braun Biotech, San Diego, CA,

USA) segitségével homogenizaltuk. Mind a sejtkultirdk, mind a bérszovet esetében TRIzol
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(Invitrogen, Karlsruhe, Németorszag) reagenst alkalmazva RNS izolalast hajtottunk végre.
Ezutan az RNS-t DNase | (Boehringer, Mannheim, Németorszag) enzimkezelésnek vetettiik
ala, majd a reverz transzkripcié kovetkezett. A komplementer dezoxyribonukleinsav (cDNS)
mintakban a kemokin ligandok (sejtkultardban CCL11, CCL24, CCL26; bdérben CCLS,
CCLS, CCLI11, CCL24, CCL26) ¢és receptor (borben CCR3) génexpresszios szintjét qRT-
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) cégtol rendeltiik. A célgének expresszidjat a 18S RNS

normalizalé gén expresszidjahoz viszonyitottuk.

3.7. Szovettani vizsgalatok
A szoveti atéplilés és a dermalis valtozasok bemutatasa érdekében rutin szdvettani vizsgalatok
mellett elastica van Giesson ¢és Masson-féle trikrom festési modszereket alkalmaztunk

egészségesek és AD-es betegek borébol szarmazo biopszias mintakon.

3.8. Immunfluorescens vizsgalatok

Immunfluorescens vizsgalatok bérben

A CCL26 fehérje expresszid bemutatdsdhoz immunfluoreszcens vizsgalatokat végeztiink
egészségesek, és AD-s betegek borébdl szarmazo acetonnal fixalt fagyasztott metszeteken. A
metszeteket kecske anti-human CCL26 antitesttel inkubaltuk, izotipus kontroll mellett (kecske
IgG; 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) és sejtmagfestést (DAPI
Invitrogen, Karlsruhe, Németorszag) alkalmaztunk. A metszetekrdl tortént képek rogzitése
Zeiss Cell Observer System (Zeiss, Oberkochen, Németorszag) altal tortént.
Immunfluorescens vizsgalatok NHDF-n

Az in vitro immunfluoreszcens vizsgalatok elvégzéséhez az NHDF sejteket targylemezen
torténd tenyésztés utan fixaltuk, és el6készités utan a festéseket eldszor primer antitestekkel,
anti-human CCR3 (kecske IgG; Santa Cruz Biotechnology, Heidelberg, Németorszag) és az
izotipus kontrollhoz kecske IgG (Jackson Immunoresearch, West Grove, PA, USA), majd a
masodlagos kotédést nyual anti-kecske fluoreszcens antitesttel (1:200; Molecular Probes,
Eugene, OR, USA) végeztik. A fibroblasztokat identifikdlo fibroblaszt felszini fehérje
(fibroblast surface protein — FSP) és a vizsgalt CCR3 lokalizacidjanak kimutatasahoz a kettds

immunfluoreszcencia moddszerét alkalmaztuk egészséges kontrollokbdl (n=10) és AD-s
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betegekbdl (n=10) szarmaz6 fagyasztott bormintdkon. Az FSP jelzése anti-FSP-vel (egér 1gG;
Sigma, Taufkirchen, Németorszag) tortént [masodlagos antitestként fluoreszcens egér elleni
IgG antitestet (R&D Systems, Mineapolis, MN, USA) alkalmaztunk], mig a CCR3 kimutatéasa
anti-CCR3 (kecske IgG; Santa Cruz Biotechnology, Heidelberg, Németorszag) segitségével
késziilt, ahol masodlagos fluoreszcens antitestként kecske elleni IgG antitestet (R&D
Systems, Mineapolis, MN, USA) hasznaltunk. A sejtmagi festéshez DAPI-t (Invitrogen,
Karlsruhe, Németorszag) alkalmaztunk. A metszeteket Zeiss Axiovert2 MOT mikroszkoppal

vizsgalatuk (Zeiss, Oberkochen, Németorszag).

3.9. Funkcionalis vizsgalatok NHDF sejteken

In vitro reparacio

A fibroblasztok reparacios tulajdonsagainak vizsgalatihoz, az NHDF sejtek egyszeres
sejtrétegben 80 % konfluencidig torténd tenyésztése utan steril pipetta hegyével felszines,
egyszerl ,,sebzést” hoztunk 1étre. Mosasi 1€épés utan a sejteket vagy kezeletleniil hagytuk,
vagy 100 ng/ml CCL26-t adtunk hozzajuk. A neutralizacios kisérletekben a CCL26 beadasa
elétt 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. A
,,sebzési” terliletet time-lapse video-mikroszkoppal rogzitettik 15 oOran at (Inverz Leitz
Mikroszkép Inkubator, Zeiss AxioCam HRc, Zeiss AxioVision Software, Carl Zeiss,
Oberkochen, Németorszag).

Fibroblaszt migracié 3D kollagén matrixon

A fibroblasztok migraciods kapacitasanak meéréséhez eldszor NHDF szferoidokat hoztunk létre
agaroz gélen (Agarose TypVII Low Gelling, Sigma, Taufkirchen, Németorszag) 24 orés
tenyésztéssel, majd Matrigélre (BD Bioscience, Erembodegem, Németorszag) helyeztiik
azokat (1 szferoid/lyuk) 24-lyuku sejttenyészt6 talcan. Ezt kdvetden vagy 100 ng/ml CCL26-t
tettlink a lyukakba, vagy kezeletleniil hagytuk a szferoidokat. A kisérletet négyszer
ismételtiik. A sejtek migracidés aktivitasdit a 0. és 6. napon értekeltiik a szferoidok
nagysaganak mérésével. Random valasztott sejtek motilitdsat is Osszehasonlitottuk. A
rogzitést digitalis kamerdval (Olympus, Hamburg, Németorszdg) az értékelést Zeiss
AxioVision szoftver (Carl Zeiss, Oberkochen, Németorszag) segitségével végeztiik.
Kalcium-imaging konfokalis mikroszképpal

Az aktivéaciora kialakulé intracellularis kalciumszint ([Ca?*]i) valtozasait fluorimetrias Ca?*-
imaging technikdval detektaltuk. A méréseket megeldzéen az NHDF sejteket targylemezre

helyeztilk a pre-konfluens allapot eléréséig, majd Hank oldatban (Sigma, Taufkirchen,
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Németorszag), 37°C-on 40 percig inkubdltuk 1% szérum albumin, 2.5 mM Probenecid
(mindketté Sigma, Taufkirchen, Németorszag) ¢s 2 uM Fluo-4 AM (Invitrogen, Karlsruhe,
Németorszag) indikator jelenlétében. Mosas €és inkubalds utan a targylemezt lefedtiik, majd a
detektalasra LSM 510 laser scanning konfokalis mikroszképot (Zeiss, Oberkochen,
Németorszag) alkalmaztunk. A vizsgalatban a sejteket 100 ng/ml CCL26 (R&D Systems Inc.,
Minneapolis, MN, USA) kemokinnel kezeltiik, illetve a neutralizacié soran egér anti-human
CCR3 eldkezelést (2 pg/ml) alkalmaztunk. Egy kezelés alkalméaval 200 képet rogzitettiink
(Zeiss LSM Image Browser 4.2.0.121, Zeiss, Oberkochen, Németorszag). A sejtek relativ
fluoreszcens intenzitasat ImageJ programmal hataroztuk meg (NIH, Bethesda MD, USA).
BrdU sejtproliferacios assay

talcan 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 inkubacié utan DNS
szintézist detektaltunk sejtproliferacios ELISA, BrdU (Roche Molecular Biochemicals,
Indianapolis, IN, USA) technikaval a gyart6 ajanldsa szerint. Az Gjonnan szintetizalt BrdU-

DNS mennyiségét ELISA-readerrel (BioRad, 450 nm) mértiik.

3.10. Statisztikai modszerek

Az adatok statisztikai feldolgozasa soran SPSS v.12.0 szoftvert (SPSS Inc., Chicago, IL,
USA) alkalmaztunk. A normal eloszlas vizsgalatat Kolgomorov-Smirnov teszttel végeztiik el,
majd meghataroztuk az 4tlag + standard deviacio értékeket és a kiértékeléséhez kétmintas t-
probat végeztiink. Nem-normal eloszlas esetén median, valamint minimum ¢és maximum
értékeket kalkulaltunk, és Mann-Whitney probat vagy Kruskal-Wallis tesztet alkalmaztunk. A
variancia-analizisben =~ F  tesztet végeztink. A  korrelacidos  szamitasok  soran
(CD4*CD25M9MFOXP3* és CLA*CD4*CD25P9"FOXP3* sejtek szazalékos aranyai, valamint
az IgE szint és SCORAD kozott) normal eloszlas esetén a Pearson-féle korrelacios
koefficienst hataroztuk meg. A statisztikai probadk értékelésénél a p < 0,05 értéket tekintettiik
szignifikansnak(*p<0.05; **p<0.01; ***p<0.005).

4. EREDMENYEK

4.1. Az nTreg sejtek vizsgalata
Az nTreg populiaci0 meghatarozasa AD  betegek  periférias  vérében
CD4*CD25P"9tCD1271oWFOXP3* jeldléssel (négyes kombinacid)
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A regulativ tulajdonsidgokkal rendelkezd CD4"CD25" sejtek identifikdlasaban szamos
sejtfelszini marker jelenléte, vagy hidnya segithet. Ennek kimutatdsara az irodalomban nincs
egységes modszer. Eloszor arra voltunk kivancsiak, hogy a FOXP3 megjelenése, illetve a
CD127 hianya a sejtfelszinen milyen mértékben alkalmazhaté az nTreg sejtek kizarolagos
meghatarozasdban. Ehhez 4 szini éaramlasi citometrids jelolést hasznéltunk, ahol a
CD4*CD25MCD127/™"FOXP3* nTreg sejteket vizsgaltuk AD betegekben (n=3). A
vizsgilat bizonyitotta, hogy a CD4*CD25"9" sejtek szinte kizarélag FOXP3 pozitivak
(95.3% + 3.4%), vagy CD127 negativak (93.4% + 4.1%), és a CD4*CD25""9" sejtek 97.3% +
2.0% volt egyszerre FOXP3* és CDI1277°% 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 késébbiekben a CD127 jeldlést nem volt
sziikséges alkalmazni, és helyette wjabb sejtfelszini markert (CLA) vizsgélhattunk. A
szambeli vizsgalatoknal tehat a CD4*CD25"""FOXP3* fenotipusu sejteket azonositottuk az
nTreg sejtekkel, mig a funkciondlis vizsgilatokban a CD4"CD25" sejteket hasznaltuk, mint

nTreg sejteket, ahogyan azt az irodalom is szdmos esetben alkalmazza.

Az nTreg sejtek szamanak meghatirozasa AD betegek perifériads vérében
CD4*CD25P"9tFQXP3* jeléléssel (harmas kombinacié)

Aramlasi  citométerrel  hatiroztuk meg a  CD4*CD25°9"FOXP3* és a
CLA*CD4*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) periférias vérében. A periférias CD4*CD25"""FOXP3* nTreg sejtek
aranyat, az 6sszes CD4" T sejt tiikrében vizsgélva, szignifikdnsan emelkedettnek mértiik az
AD betegekben az egészségesek adataihoz viszonyitva (AD: 3.62% =+ 1.55; kontroll: 2.19% =+
képességét, ezért kivancsiak voltunk a bdrbe vandorlo, CLA-t expresszalo
CD4*CD259"FOXP3* nTreg sejtek aranyara a CD4" T sejtek kozott. Ezen sejtek szazalékos
aranyat szignifikdnsan magasabbnak mértiikk az AD betegek periférias vérében az egészséges

kontrollokhoz viszonyitva (AD: 0.78% = 0.46; kontroll: 0.43% =+ 0.17; p=0.048).

4.2. Osszefiiggések az nTreg sejtek laboratériumi paraméterei és a klinikai tiinetek
kozott
Az eredmények statisztikai feldolgozasa soran pozitiv korrelacidt talaltunk a betegekben a

CD4*CD25""FOXP3* nTreg sejtek szazalékos ardnya, valamint a szérum IgE szint (r=
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0.514, p= 0.041) vagy a SCORAD index (r= 0.584, p= 0.018) kozott. Pozitiv korrelaciot
talaltunk a bérbe vandorlé CLA*CD4*CD25P""FOXP3* nTreg sejtek, valamint az IgE szint
(r=0.561, p=0.024) és a SCORAD (r=0.789, p= 0.0003) kozott is.

4.3. Az nTreg sejtek in vitro funkcionalis vizsgalata

Az nTreg-ek szuppresszor aktivitasanak valtozasa SEB hatasara

Az in vitro funkcionalis teszthez véletlenszeriien kivalasztottunk 11 AD beteget, illetve 11
egészséges személyt. A szuppresszor aktivitds méréséhez a nemzetkézi 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/CD4'CD25" sejtek
kevert lymphocyta reakcio (MLR) kultarajaban az utdbbi sejtek jelenléte szignifikansan
a szuppresszor aktivitdsi index-szel jellemeztiik. A SEB stimuldcioban nem részesiild
CD4*CD25" T sejtek szuppresszor aktivitisa 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 szignifikins. SEB jelenlétében azonban a CD4'CD25" T sejtek szuppresszor
aktivitasa szignifikansan csokkent mind a beteg, mind az egészséges csoportban (AD: 1.79 +/-
0.09; kontroll: 1.49 +/- 0.10).

Az nTreg szuppresszor aktivitas dozisfiiggo valtozasa SEB hatasara

SEB altal stimulalt effektor T sejtek szuppresszidjat okozd nTreg sejtek szelektiv
defektusanak bizonyitasara dozis-fliggd kisérletet végeztiink. Ennek sordn elészor standard
SEB koncentracio (1 pg/ml) mellett emelkedd effektor-T sejt : nTreg aranyt (1:2, 1:1, 3:1)
alkalmaztunk. Azt tapasztaltuk, hogy ahogyan noveltiik az nTreg sejtek ardnyat (ndvekvo
nTreg : effector-T sejt arany), Ggy nétt az nTreg sejtek szuppressziv hatasa az effector-T
sejtekre (20-60% csokkenés a szuppresszor aktivitasi indexben). Ezutan allando, 1:1 effektor-
T sejt : nTreg arany mellett novekvd SEB koncentraciot (1 pg/ml, 500 pg/ml, 5 ng/ml)
hasznalva is hasonlé eredményeket kaptunk. Ugyanakkor azt tapasztaltuk, hogy igen magas
SEB koncentraciok (>500 pg/ml) teljesen kioltottak az nTreg sejtek szuppresszor aktivitasat,

kovetkezményes emelkedd effektor T sejtek proliferaciot okozva.

4.4. Szoveti atépiilés vizsgalata atopias borgyulladas soran
A kronikus atopids borgyulladdsok altal okozott dermiszben végbemend valtozasok
kimutatasa érdekében szdvettani vizsgalatokat végeztiink AD betegekbdl szarmazo mintdkon

(n=37) és azokat egészséges Onkéntesek bOrbiopszidibol (n=10) szdrmazd mintdkkal
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hasonlitottuk 6ssze. Az elasztik van Giesson festés az elasztikus rostok mennyiségének
csokkenését, mig a Masson-féle trikrom festés a megndvekedett dermalis kollagén

mennyiségét mutatta AD betegekben az egészségesekhez viszonyitva.

4.5. Human fibroblasztok kemokin receptor expresszios mintazatanak vizsgalata in vitro
és in vivo korillmények kozott

A kemokinek kulcsszerepet jatszanak az atopids borgyulladasok elinditdsdban és
fenntartasaban, ezért arra voltunk kivancsiak, vajon a kemokinek kozvetleniil hatnak-e a
szisztematikusan vizsgaltuk tenyésztett NHDF sejteken. Vizsgdlatainkban azt talaltuk, hogy
az NHDF sejtek nagymértékben expresszaltak CCR3-t a sejtfelszinen. A receptor jelenlétét
fibroblasztokon immunfluoreszcens technikaval is megerdsitettiik in vitro NHDF sejteken és

in vivo FSP-pozitiv dermalis fibroblasztokon atopias bérbetegekben.

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

In vitro mRNS expressziok

egyeb szoveti atépiiléssel jaré kronikus gyulladasos korképben, ezért célul tliztiik ki, hogy
kronikus gyulladasos borgyogyaszati korképekben is megvizsgédljuk a CCR3 és ligandjai
(CCL5, CCLS, CCL11, CCL24 ¢s CCL26) expresszidjat. 65 1éziondlis és 29 nem-lézionalis
AD betegbdl szarmazo, 37 1ézionalis és 9 nem-1éziondlis psoriasisos betegbdl szarmazo, 46
prurigo nodularisban szenvedé betegbdl szarmazo és 29 egészséges kontrollbol nyert
boérmintat vizsgaltunk. A qPCR vizsgéalatok megmutattak, hogy a CCL26 volt a leginkabb
AD-specifikus CCR3 ligand. A CCL26 mRNS expresszidja atlagosan 150x volt magasabb
1éziondlis AD bdrben, mint nem-lézionélis AD, vagy egészséges borben, és 15x magasabb,
mint 1ézionalis psoriasisos bérben (**p<0.01). Erdekes modon az irodalomban leginkabb
tanulmanyozott CCR3 ligand, a CCL11 nem mutatott domindns expresszids kiilonbséget
atopias €s psoriasisos mintdk Osszehasonlitasa esetén, de 1ézionalis AD bdrben 4x nagyobb
expressziot mutatott, mint nem-1ézionalis AD, 1éziondlis psoriasisos vagy egészséges bdrben,
igaz az eredmény nem volt statisztikailag szignifikans (p>0.05). Emellett a CCL24 szintek,
bar alacsonyak voltak, mégis szignifikansan magasabb expresszidot mutattak 1ézionalis AD
mintakban, mint nem-Iéziondlis AD, vagy lézionalis psoriasisos mintakban (***p<0.005).
Ezzel ellentétben a CCLS és a CCL8 elsdsorban psoriasisos mintdkban mutatott magasabb

expressziot, nem a lézionalis AD mintdkban, ahol alacsonyabb expressziot tudunk kimutatni a
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kontrollhoz viszonyitva. A ligandok receptora, a CCR3 a legmagasabb expressziot leginkabb
l1ézionalis AD, valamint emellett a prurigo nodularis bérbdl szarmaz6é mintdkban mutatta,
mely szignifikdnsan magasabb volt, mint a nem-Iéziondlis AD, léziondlis psoriasisos, vagy
egészséges borbol szarmazo mintakban. Osszességében kimutattuk, hogy a CCR3 ligandjai
koziil a CCL26 mutatta a legerésebb asszociaciot AD-szel.

In vivo szoveti expressziok

Azért, hogy jobban megismerjik a CCL26 sejtszintli termelésének forrasat a bdrben,
egészségesekt6l és AD betegektdl szarmazdé mintdkban vizsgaltuk a kemokin in vivo
expressziojat immunfluoreszcens modszerrel. A vizsgalat soran a CCL26 kifejezett
expresszigjat talaltuk a 1éziondlis AD bor epidermisében. A szdvettani mintdk szamitogép-
asszisztalt képanalizise megmutatta, hogy az epidermisben a CCL26 fehérje szignifikansan
tulexpresszalt AD-ben (n=10), egészséges borbdl (n=9) szdrmazd mintdkhoz viszonyitva
(***p< 0.005; Student-féle t proba). Vizsgalatunk azt is bizonyitotta, hogy az atdpias
boérgyulladas soran a CCL26 termelés elsédleges helye az epidermis basalis és suprabasalis
sejtrétegének keratinocytai, tovabba kisebb mértékben a superficialis dermalis plexusban 1évo

endotél sejtek mutattak CCL26 fehérje immunreaktivitast.

4.7. CCR3 és CCL26 regulaciojanak vizsgalata in vivo és in vitro koriilmények kozott
CCR3 és CCL26 expresszios kinetikaja atopias bérben

expresszids kinetikdjanak tovabbi vizsgalata céljabol APT-t végeztink 17 AD betegen,
melybdl 7 beteg anamnesztikusan, klinikailag és APT-ben is pozitiv eredményt mutatott
hazipor atka allergénre nézve. A ligand és a receptor mRNS expressziot az APT 2., 6., 48.
Orajaban végzett borbiopszias mintakban és egészséges borben vizsgaltuk. A betegek koziil
6/7 mutatott tobb mint 2x novekedést a CCL26 expresszidjaban az APT ideje alatt. A
legmagasabb CCL26 expressziot az allergén expozicidt kovetd korai vizsgalati idépontokban
tapasztaltuk (2-6 ora; 3 betegnél). Azoknal a betegeknél, akik a csucsexpressziot az allergén
expozicid utdn 48 oraval mutattdk, atlagosan alacsonyabb mRNS expresszids szinteket
mértiink. A CCR3 mRNS expresszid tekintetében 4/6 beteg mutatott a CCL26 expressziojat
kovetd CCR3 expresszidos mintdzatot, mely a ligand és receptora Osszehangolt
transzkripcidjara utal az allergén expozicio utan a szenzitizalt betegekben.

CCL26 expresszio regulacidoja primer keratinocytakban és NHDF sejtekben

A CCL26, és egyéb, az eotaxin csaladba tartoz6 kemokin (CCL11, CCL24), reguléciojanak

pontosabb megértése érdekében human primer epidermalis keratinocytdkat és NHDF sejteket
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kezeltiink proinflammatorikus (TNF-a/IL-1f), és effektor Th sejt citokinekkel (IFN-y, 1L-4,
IL-13), melyek fontos szerepet jatszanak az atopias gyulladas elinditasaban és fenntartdsaban.
A gPCR vizsgélatok megmutattak, hogy alapallapotban a keratinocytdk alacsony szinten
expresszaljak a CCL26-t, de IL-4 ¢és IL-13 citokin stimulusok utan 6, illetve 24 oraval
jelentésen megnd annak az expresszioja. Az egyes kemokin ligandok mRNS expressziojat
Osszehasonlitva azt tapasztaltuk, hogy a keratinocytak a CCL26-t 100x nagyobb szinten
expresszaltak, mint a CCL11-t, vagy a CCL24-t, mely a CCL26 dominans szerepét erdsiti az
epidermalis sejtek altal termelt CCR3 ligandok kozott. NHDF sejteket vizsgalva a CCL26
mRNS alapexpresszid igen alacsony volt, de 24 oras IL-4, vagy IL-13 stimulus hatdsara
szignifikansan nétt a ligand expresszidja. A CCL26 expressziohoz hasonloan a nyugvo NHDF
sejtek alacsony CCL11 mRNS expressziot mutattak. Az NHDF altal expresszalt ligand profilt
megvizsgalva lathato, hogy a CCL11 homeosztatikus koriilmények kozt is er0sen expresszalt,
¢s mind a CCL11, mind a CCL26 expresszid szignifikdnsan emelkedik Th2 citokinek altali
stimulusra. A CCL24 keratinocytak vagy fibroblasztok altali expresszioja elhanyagolhato, de
IL-4 és IL-13 hatasara NHDF sejtekben novekszik a CCL24 kifejez6dése. A Th2 citokinek
tehat fokozzak a CCL11 és CCL26 expresszidjat a bor strukturalis rezidens sejtjeiben, és

koziiliik a CCL26 bizonyult a f6 CCR3 ligandnak az epidermalis kompartmentben.

4.8. In vitro funkcionalis vizsgalatok CCR3 tekintetében

CCL26 hatasa az intracellularis Ca?* mobilizaciéra

A CCR3 receptor funkciondlis aktivitisit NHDF sejteken elészor Ca?* mobilizacios
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 kialakuldsat bizonyitotta. A sejtek neutralizalé anti-CCR3
antitesttel tortént elOkezelése gatolta a CCL26 stimulatorikus hatasat, mely a CCR3
funkcionalis aktivitasat bizonyitotta NHDF sejteken.

CCL26 biologiai hatasa dermalis fibroblaszt sejteken

Ezek utan a CCR3 szignalizacios utvonal biologiai jelentdségét vizsgaltuk a fibroblaszt
proliferacié és migracio tekintetében. Erdekes modon a ndvekvé dozisa CCL26 stimulacio
modellben a CCL26 hatasara markansan nétt a fibroblasztok reparacios (kijavitod) kapacitasa a
15 oras megfigyelési periodus alatt (a stimulalatlan kontroll esetében 40.37 % + 1.84 % volt a
reparacio mértéke, mig a CCL26 esetében 70.06 % + 12.86 %; *p<0.05) A sejtek neutralizalo

anti-CCR3 antitesttel torténd eldkezelése teljesen blokkolta a CCL26 in vitro reparaciot
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serkentd hatasat, mely bizonyitotta a CCR3 szignalizadcio elengedhetetlen szerepét a
folyamatban. Tovabbi bizonyitékkal tamasztotta ezt ala a CCL26 jelenlétében, vagy anélkiil
CCL26 a fibroblasztok szferoidbdl torténd kivandorlasa éltal a szferoid teljes méretét (36.5 %
novekedés; **p<0.01), és a sejtek atlagos motilitasat is (95.7 % ndvekedés; ***p<0.005)
szignifikansan novelték a kezeletlen kontrollhoz képest. Eredményeink tehat bizonyitottak a

CCL26 kozvetlen hatasat a fibroblaszt migraciora.

5. MEGBESZELES

5.1. Az nTreg sejtek vizsgalata AD betegek periférias vérében

A regulativ T sejtek fontos kontroll funkciokat toltenek be az immunolédgiai folyamatokban,
habar pontos feladatuk AD-ben még nem teljesen tisztazott. A regulativ sejtek heterogenitasa
¢s a specifikus sejtmarkerek hidnya miatt a kiilonb6z6 vizsgalatok nTreg-ek karakterizalasara
vonatkoz6o eredményei nehezen Osszehasonlithatok. Bar az irodalmi bizonyitékok azt
mutatjadk, hogy AD betegek periférids vérében az nTreg sejtek szdma normadlis, vagy
emelkedett lehet, csak néhany olyan tanulmany sziiletett, ahol egyszerre vizsgaltak az nTreg-
ek szambeli és funkcionalis elvaltozasait.

A jelen PhD munka egyik célja az volt, hogy karakterizalja az nTreg-ek, ezen beliil a
specialis, bérbe vandorld nTreg sejtek komplex mennyiségi és funkciondlis valtozasait
kozépsulyos-sulyos klinikai tiineteket, és magas IgE szintet mutatdé AD betegekben. Tovabbi
cél volt meghatarozni a kapcsolatot a bérbe vandorld nTreg sejtek €és a betegség sulyossaga
kozott, mely ravilagithat a nTreg-ek fontos patofiziologias szerepére AD-ben.
Munkacsoportunk korabban mar leirta a bdrben a CD4*CD25P"9"FOXP3* nTreg sejtek magas
szamat és kapcsolatat a dendritikus sejtekkel APT pozitiv AD betegek biopszidiban. Ezen
sejtek magas szama AD-ben dnmagéaban nem utal kizérolagosan regulativ funkcidkra, hisz a
FOXP3 pozitivitdas a human CD4*CD2519" T sejtekben nem csak az nTreg sejtpopulaciot
jelolheti, egy résziik Th2-szerii effektor funkciot is felvehet specifikus triggerek hatasara.

Az nTreg-ek megfeleld karakterizaldsa érdekében jelen vizsgélatainkban el6szor a regulativ
funkciéval rendelkezé CD4*CD25PMCD127°"FOXP3* T sejt populaciét hataroztuk meg,
ahol a kapuzott CD4*CD25""9" sejtek csaknem teljessége FOXP3 pozitivnak és CD127
negativnak bizonyult, ezek alapjan az nTreg sejteket azonositani tudtuk a
CD4*CD25"FOXP3* sejtekkel, melyek szazalékos eléforduldsa szignifikdnsan emelkedett

volt AD betegek periférias vérében az egészséges kontrollokhoz képest. Meghataroztuk a
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specifikus, CLA*CD4*CD25""9"MFOXP3*, bérbe vandorlé nTreg alcsoportot, melyek
szazaléka szintén szignifikdnsan magasabb volt AD betegekben egészségesekhez viszonyitva.
Leirtak mar kordbban a CD4"CD25"9"FOXP3* nTreg sejtek és a SCORAD kozti pozitiv
korrelaciot, de a szérum IgE szint és a CLA' nTreg-ek oOsszefliggéseit a betegség
sulyossagaval korabban még nem jellemezték. Vizsgalataink soran eldszér mutattuk be, hogy
AD betegekben szignifikans korrelacié van mind az nTreg sejtek, mind a CLA* nTreg-ek és a
betegség SCORAD ¢és IgE szint altal jellemzett sulyossaga €s a szenzitizacid jelenléte kozott.

Korabban kérdéses eredmények jelentek meg az irodalomban az nTreg sejtek antigén
stimulusra adott valaszar6l AD-ben. Nem megfeleld nTreg funkciot irtak le allergének és a
bort kolonizalé mikroorganizmusok hatasara. A betegek nagy szazalékaban irtak le S. aureus
kolonizaciot, és azt talaltak, hogy SEB jelenlétében az nTreg-ek elvesztették az effektor T
sejteken valod szuppressziv hatasukat. Vizsgalatainkban a SEB hatasat tanulmanyoztuk az
nTreg funkciora torténd SEB-medialta szuppresszié jelenlétének bemutatasa altal. A
funkcionalis tesztek bizonyitottak, hogy az anti-CD3/CD28 hatds mellett az AD betegek
periférias vérében 1évo nTreg sejtek megtartottdk szuppresszor aktivitasukat. Amikor azonban
tovabbi SEB stimulust is alkalmaztunk, a sejtek elvesztették 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 egészségesekétdl. Ugyanakkor AD esetén a
beteget koriilvevé mikrokornyezet jelenti a legnagyobb kiilonbséget az egészségesekhez
viszonyitva. Mivel AD-ben a SEB szinte folyamatosan jelen van a betegek borén, ez okoz
masodlagos uton funkciozavart az nTreg sejtekben.

Ez alapjan kijelenthetd, hogy a CD4*CD25""9"FOXP3* és a CLA*CD4*CD25"9"FOXP3*

nTreg sejtek vizsgalata a betegség stilyossaganak fontos markere AD betegekben.

5.2. Szoveti atépiilés vizsgalata AD betegekben

borben jol karakterizalhatdo valtozasokat hoz létre, habar a folyamat pontos hattere nem
ismert. Jelenleg ugy gondoljuk, hogy a gyulladdsos sejtek (kiillondsen az eosinophil
granulocytak) részvétele, a mikrovaszkulatira megvaltozasa, valamint a rezidens
mesenchymalis sejtek (pl. fibroblasztok) dsszegytilése és aktivacioja mind szerepet jatszhat az
atalakulasokban. Ezt a fibroblaszt-eosinophil sejt-sejt interakciot pedig fontos kommunikacios
utvonalak regulalhatjak, melyek végezetiil a dermalis atépiiléshez vezethetnek.
Vizsgélatainkban az volt a cél, hogy a szdveti rezidens sejtek (epitelialis sejtek, dermalis

sejtek) kozti kemokin vezérelte utvonalakat vizsgaljuk atdpias bdrben, hisz a kemokin
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szignalizaci6 szamos bioldgiai folyamatban (pl. migraci6é, invazio, proliferacid, gén
expresszid) fontos szerepet jatszik.

Elészor a NHDF sejtek kemokin receptor repertoarjat analizaltuk. Vizsgalataink soran a
CCR3-t, mint legerdsebben expresszalt receptort identifikaltuk a dermalis fibroblasztokon. A
tovabbi kisérletekben bebizonyitottuk, hogy a fibroblasztok a CCR3 funkcionalisan aktiv
formajat in vitro, és in vivo AD bérben is expresszaljak. A tanulmanyunk eredményei els6ként
bizonyitottak, hogy a CCR3-medialta Utvonal fontos szerepet jatszik a fibroblasztok
aktivalasaban ¢és a borben torténd szoveti atépiilésben.

A CCR3 receptorhoz szdmos ligand kotddhet. Vizsgalatainkban kronikus gyulladasos és
autoimmun korképek esetén elemeztiik ezen ligandok expresszids profiljat, melyek kozott a
keratinocyta eredetli CCL26 szignifikans, erdteljes, és szelektiv expressziét mutatott AD
betegek 1ézionalis bdérmintdiban 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. Tanulmanyunkban igazoltuk tovabba, hogy a CCL26 kemokin
ligand altali direkt CCR3 stimulacio intracellularis kalcium mobilizaciot okoz NHDF
sejtekben, mely erdteljes és szelektiv migracids, invazids €s reparacids aktivaciot valt ki, de a
sejt proliferaciora vald hatasat nem tudtuk detektalni.

Eredményeink alapjan lathatd, hogy a fehérvérsejtek gyulladasos teriiletre torténd
szerep jut a kemokinek altal szabalyozott kommunikacids utvonalaknak, amik egy specialis
profibrogenikus mikrokdrnyezetet (,,niche”) hoznak létre, melyben fontos szerepet jatszanak a
keratinocytak, fibroblasztok, eosinophilek, Th2 lymphocytak. Az atopias allapothoz kotott,
keratinocytak altal termelt CCL26 gyulladasos sejteket (Th2 és eosinophil sejtek) vonz a
bérbe AD-ben. A megjelend Th2 sejtek a gyulladéasos teriileten termelt citokinjeik altal a
tovabbi CCL26 termelést segitik eld, mely ligandok felerdsitik és allandositjak a gyulladasos

folyamatot és ezaltal a szoveti atépiilés elésegitéséhez vezetnek.

6. OSSZEFOGLALAS

A vizsgalataink soran az immunregulacios zavarokat és a bor szoveti atépiilésének kemokinek
altal medialt Utjait tanulmanyoztuk atopias dermatitisben (AD).
Munkénk eredményei szerint a betegek széruméban az egészségesekhez képest szignifikdnsan

magasabb  szdzalékban  fordult el6 a regulativ  tulajdonsidggal rendelkezd
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CD4*CD25P9"CD127"WFOXP3* és a bérbe vandorlo CLA*CD4*CD25P9MFOXP3* T sejt
populacié. Kimutattuk ezen sejtek szdmanak a betegség sulyossagaval vald pozitiv
szerepére utal. Funkcionalis tesztekkel bizonyitottuk, hogy az AD betegek periférias vérében
1évo nTreg sejtek primeren megtartottak szuppresszor aktivitasukat, de SEB stimulus hatésara
az egészségesekhez hasonldan elvesztették szuppressziv képességiiket. Kisérleteink alapjan
lathat6, hogy az egészségesekkel ellentétben, AD esetén a regulativ sejtek funkciojara a
legnagyobb mértékili befolyassal a beteget koriilvevo mikrokdrnyezet van.

Tovéabbi kisérleteinkben az AD soran kialakuld szdveti atépiilést vizsgaltuk. Kordbbi
feltételezések szerint a gyulladasos és a rezidens sejtek aktivacidja szerepet jatszhat az
atalakulasokban, de a fontos szabalyoz6 utvonalak nem ismertek. Munkank soran
meghataroztuk az NHDF sejteken a legerdsebben expresszalt kemokin receptort (CCR3),
majd az ezen keresztiil vezérelt utvonalat elemeztiink. A receptor ligandjai kozott a CCL26
szignifikans és specifikus talprodukciot mutatott egészségesekhez, vagy egyéb
bérgyulladasokhoz viszonyitva AD-ben. In vivo vizsgalataink szerint az epidermalis
keratinocytdk mutattdk a legerdsebb CCL26 fehérje expressziot AD 1ézionalis bdrben.
Strukturalis bor rezidens sejtekben vizsgalva megallapitottuk, hogy a Th2 citokinek (IL-4 és
IL-13) okoztak a leger6sebb CCL26 expressziot. Igazoltuk, hogy dermalis fibroblaszokban a
CCL26 4ltal medialt CCR3 receptoron keresztiili szignal intracellularis Ca®* mobilizaciot
eredményezett, és a direkt stimulacid a fibroblasztokon migracios, invazids €s reparacios
aktivaciot valtott ki, mint a szoveti remodelling fontos 1épései AD bdrben.

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

szoveti atépiiléshez az atopids bérgyulladas soran.
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