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BEVEZETES

Az atopias dermatitis (AD) egy kronikus, nem fertdz6, gyulladasos bdrbetegség,
lefolyasa hullamzé jellegii. A tiinetek nagyobb gyakorisdggal jelennek meg azoknal a
gyermekeknél, ahol a csaladban korabban mar eléfordult AD. Kialakuldsdban azonban a
genetikai hattér mellett nagyon fontos szerepe van a kornyezeti kockazati faktoroknak.

A betegség patogenezise komplex, szamos kutatas témajaként szerepel, de még mindig
sok a tisztazatlan vagy ellentmondasos teriilet. Az AD patogenezisének 3 {6 szerepldje a bor
barrier karosodasa, valamint az adaptiv (szerzett) és az innate (velesziiletett) immunvalasz
eltérései. Az AD kialakulasara vonatkozoan alapvetéen két hipotézis Iétezik, egy
immunolodgiai (inside-out) és egy bor barrier (outside-in) hipotézis. Az immunologiai elmélet
szerint a betegség primer oka olyan immunologiai diszregulacid, mely a T sejtek egyenstly
eltolodasat eredményezi, emiatt bérgyulladas és kovetkezményes bor barrier karosodas alakul
ki. Az outside-in tedria szerint eldszor barrier karosodas jon 1étre és ez vezet immun-medialt
gyulladdshoz. Az irodalmi adatok azt mutatjak, hogy a két elmélet Osszefliggésben van
egymassal, nem létezik egyik a masik nélkiil. Az is ismert, hogy az innate immunvalasz
elemei, leginkdbb a keratinocitdk jelenthetik a hidat a két elmélet kozott, mivel nem csupén a
bor fizikokémiai barrierjének épitdelemei, hanem a bdér immunoldgiai barrierjének is.
Amennyiben genetikai vagy szerzett okbol karosodik a keratinocitdk fizikokémiai barrierben
betoltott szerepe, ez immunoldgiai miikodésiikben megnyilvanulo eltéréseket is eredményez.
A velesziiletett immunvalasz mas képviseldi [dendritikus sejt (DC), invarians natural killer T
sejt (INKT) stb,] is szamos karosodast mutatnak AD-ben, mely eltérések részben okai,
részben kovetkezményei a bor fizikokémiai barrierjében mutatkozo karosoddsoknak vagy a
szerzett immunvalaszban tapasztalt eltéréseknek €s ez a 3 rendszer egymast erdsitve egy
olyan circulus vitiosust hoz létre, mely fenntartja az AD-ra jellemz0 stlyos bdrgyulladast.

Sajat kutatdsaink soran elsdsorban a velesziiletett immunvalasz egyes sejtjeinek
(keratinocita, DC, iINKT sejt) szerepét tanulméanyoztuk AD-ben szenvedd betegekben.
Dolgozatom elsé része az interleukin (IL)-16, mint lehetséges biomarker szerepének
tanulmanyozésa soran kapott eredményeinket foglalja 6ssze, a masodik rész a vérbdl izolalt

DC-kel, mig a harmadik rész az iNKT sejtekkel végzett kutatdsaink eredményeit mutatja be.
Az atopias dermatitis patogenezise

Az elmult évek kutatisai nyoman jelentésen gyarapodott tudidsunk a betegség

patomechanizmusat illetéen. Alapvetden két hipotézis Iétezik az AD kialakuldsara



vonatkozdan, egy immunologia (inside-out) és egy bor barrier (outside-in) hipotézis. Az
immunologiai elmélet szerint a betegség primer oka olyan immunoldgiai diszregulacid, mely
a T sejtek, kiillondsen a helper T sejtek (Thl, 2, 17 és 22) és a regulatorikus T sejtek egyenstly
eltolodasat eredményezi. Akut AD-ben elsésorban a Th2/Th22 sejtek aramlanak a boérbe,
melynek kovetkeztében emelkedik az IL-4, -5, -13 interleukinek expresszidja, bérgyulladas
alakul ki. Ennek hatasara kovetkezményes bor barrier kdrosodds, tovabbi gyulladdsos sejt
bedramlés (eozinofil, makrofag, hizosejt), gatolt Thl sejt differencidcio és fokozott IgE
termelés jon létre. Ezen elmélet szerint elsdédleges az immunrendszer karosodéasa ¢és
kovetkezményes a bor barrier eltérés.

A bor barrier hipotézis szerint elsédleges 1€épés a bor barrier karosodasa, mely lehet
genetikai vagy szerzett karosodas. Jo példa erre a filaggrin (FLG) gén mutécidja, mely a
betegek 30-40 %-anal kimutathat6. Az FLG mutaciok miatt kevesebb filaggrin termel6dik.
Hidnydban a bdr barrier karosodik, ndvekszik a transzepidermalis vizvesztés. A karosodott
barrieren tobb allergén jut at, valamint gyulladdsos citokin termelés indul el a
keratinocitakbol. Ezek koziil legfontosabb a thymic stromal lymphopoetin (TSLP), mely a
dendritikus sejteket aktivalja és Th2 tipusu polarizald képességgel ruhdzza fel. Megindul a
Th2 tipusu sejtek bevandorlasa, kovetkezményes egyéb gyulladasos sejt megjelenéssel egyiitt.
Az outside-in tedria szerint tehat eldszor barrier karosodas jon 1étre és ez vezet immun-
medialt gyulladdshoz. Feltehetéen mindkét elmélet igaz, egyik betegnél az egyik Utvonal,
masiknal a masik dominal, igy ez a két elmélet kiegésziti egymast, nem létezik egyik a masik

nélkiil.
Az immunologiai bér barrier (velesziiletett immunvalasz) sejtjeinek jelentésége AD-ben

A fizikokémiai bdr barrier legfontosabb alkotoi a keratinocitdk, a kozottik
elhelyezkedd lipid-fehérje matrix és az Oket dsszekapcsold desmosomaék és tight junctionok.
A keratinocitdk azonban nem csupan a bor fizikokémiai barrierjének épitdelemei, hanem a bor
immunologiai barrierjének is, elsOsorban a velesziiletett immunvélasznak. Amennyiben
genetikai vagy szerzett okbol kéarosodik a keratinocitdk fizikokémiai barrierben betdltott
szerepe, ez immunologiai miikodésiikben megnyilvanulo eltéréseket is eredményez.

A velesziiletett immunvalasz més képviseldi (DC, iNKT stb,) is szamos kéarosodast
mutatnak AD-ben, mely eltérések részben okai, részben kovetkezményei a bor fizikokémiai
barrierjében mutatkozd karosoddsoknak vagy a szerzett immunvélaszban tapasztalt
eltéréseknek. A 3 rendszer kozott kimutathatd szoros kapcsolat ramutat ugyanakkor a bor

fizikokémiai barrierjének és immunologiai barrierjének szoros Osszefiiggéseire is. Sajat
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kutatasaim soran elsésorban a velesziiletett immunvalasz adott sejtjeinek (keratinocita, DC,

INKT sejt) szerepét tanulmanyoztam AD-ben szenvedd betegekben.
Keratinocitak, IL-16

Az elmult évtizedek kutatasi eredményei bebizonyitottak, hogy a keratinocitak szerepe
nem merll ki a bor fizikokémiai barrierjének kialakitasdban, hanem ezek a sejtek aktiv
szerepet jatszanak az innate immunvalasz indukdldsdban, a bér immunoldgiai barrierjének
mikodésében is. Toll-like receptoraik és egyéb patogén asszocialt molekularis mintazat
(PAMP) és endogén veszély-asszocialt molekularis mintazat (DAMP) felismerd receptoraik
[pl. NLR gén csalad altal kodolt fehérjék] révén képesek kiilonbséget tenni a patogén és nem
patogén jelek kozott. A keratinocitdkon a TLR aktivacié egy predominans Thl tipust
immunvalaszt indukal, mely I. tipust interferon (IFN) termeléssel tarsul. Az NLR indukci6
eredményeképpen mas tipusu proinflammatdrikus jelatviteli utvonalak kapcsolnak be. A
keratinocitak fontos szerepet jatszanak az AMP termelésben (-defensinek, kathelicidinek) is.
A bor fertdzése soran a keratinocitadk AMP termelését novelik a T sejt citokinek, kiilondsen az
IL-17A és az IL-22. A keratinocitak citokineket és kemokineket is expresszalnak, tehat ugy is
képesek az immunrendszert modulalni, hogy immunsejteket aktivalnak és toboroznak a bérbe.
Leirtak ezen sejtek antigén prezentald képességét is az MHCII expresszidra alapozva, bar ugy
tlinik, hogy kevésbé vesznek részt a T sejtek polarizacidjaban, sokkal inkdbb a mar kordbban
antigénnel taldlkozott T sejtek toborzasaban és aktivaldsaban van szerepiik.

A keratinocitdk szerepe kiemelten fontos az AD kialakuldsdban, mind a betegség
inicidlasdban, mind a tiinetek fenntartasaban. Legismertebb szerepiik a TSLP nevil
proinflammatorikus citokin termelése, mely normal bérben nem detektalhat6d, ugyanakkor
mind az akut, mind a krénikus AD-s bor 1éziokban nagy mennyiségben jelenik meg, és
leginkabb a teljesen differencialt keratinocitdkhoz kothetd. Az éretlen CD11c” DC-k a TSLP
hataséara éretté valnak, Th2 tipusu polarizaciot idéznek eld naiv T sejtekben, illetve olyan
kemokineket (kemokin (C-C motivum) ligand (CCL)17, CCL22) termelnek, melyek a
kemokin (C-C motivum) receptorhoz (CCR)4 kotddve Th2 citokineket termeld sejteket
toboroznak a bdrbe. A TSLP hatast gyakorol a hizdsejtekre és NKT sejtekre is. Az iNKT
sejtek TSLP receptort expresszalnak és a ligand kotddésére 1L-4 és -13 termeléssel reagalnak.
A TSLP mellett a keratinocitdk szamos citokint képesek termelni, ilyenek: az IL-1, IL-6, IL-
10, IL-18, GM-CSF és a tumor necrosis factor a (TNFa), valamint az IL-16, melyrdl kevés

ismeretiink van AD-ben.



Az IL-16 fehérjét eloszor 1982-ben azonositottak, limfocita kemoattraktans faktorként
(LCF) irtdk le. A human IL-16 gén 7 exonbdl és 6 intronbdl all, és a teljes prekurzor IL-16
molekulat kodolja. Szamos fajban elvégezték az IL-16 gén szekvenalasat €s azt talaltak, hogy
ez a gén nagyon konzervativ valamennyi vizsgalt fajban, s6t nemcsak maga a gén
konzervativ, hanem a koté kapcsolata a CD4 receptorral is. Ebbdl arra kovetkeztettek, hogy
az IL-16/CD4 kapcsolatnak alapvetd szerepe kell legyen a sejtes immunvalasz
szabalyozasaban.

Az IL-16 egy prekurzor molekulaként generalodik, majd a sejt aktivaciot kdvetden
hasad egy promolekulara és egy szekretalt, érett komponensre. Mas prekurzor molekulédkkal
ellentétben az IL-16-nak mindkét komponense biologiailag aktiv. Limfocitdkban a pro-IL-16,
N-termindlis domén transzkripcionalis represszorként funkcional, igy szabalyozo szerepet tolt
be a sejtciklus folyamataban. Az érett, C-terminalis domén a CD4 ligandjaként szekretalodik,
fontos kemoattraktans, novekedési faktor ¢és differenciaciés faktor a gyulladasos
folyamatokban részt vevo hematopoietikus sejtek szamara.

Az IL-16 citokint epitél sejtek, hizdsejtek, limfocitak, makrofagok, synovialis
fibroblasztok, eozinofil sejtek és keratinocitdk termelik, ugyanakkor megfigyelték, hogy a
CD4" és CD8" sejtek is képesek IL-16 termelésre antigén vagy mitogén aktivaciot kdvetden.
Az IL-16 expresszié elsésorban olyan gyulladasos folyamatokhoz kothetd, mint: az asthma,
rheumatoid arthritis, szisztémas lupus erythematosus, colitis, atopias dermatitis, €s a sclerosis
multiplex.

Az IL-16-ot elsdként a CD4" T sejtek kemoattraktans faktoraként irtik le, késdbb
kimutattdk, hogy az IL-16 valamennyi CD4" periférialis immunsejt szdméra kemoattraktans,
ilyenek a monocyték, eozinofilek és dendritikus sejtek. A CD4" T sejtek koziil pedig
leginkabb Thl és Treg sejt migraciot indukal, sét képes direkt modon forkhead box P3

(FOXP3) expressziot indukalni, ezaltal emelni az indukalhatdé Treg populdcid mértékét.

c gy

crer

antigén felismerését.

AD-ben kimutattak, hogy az IL-16 szintje emelkedett és bizonyos kutatok munkaja
alapjan felmeriilt, hogy szérum szintje jol korrelal a betegség aktivitasaval és
sulyossagaval. Azonban nem minden kutatis tudta ezt alatamasztani és nem allt
rendelkezésiinkre adat arra vonatkozoan sem, hogy van-e oOsszefiiggés az allergias

szenzitizacio mértéke és az IL-16 szintje kozott.
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Dendritikus sejtek szerepe AD-ben

A DC-k a természetes immunvalasz fontos szerepldi, és hidat képeznek a természetes
¢és az adaptiv immunrendszer kozott. A DC-k az antigén prezentacid révén képesek inicialni
az adaptiv immunvalaszt, de képesek meghatarozni annak iranyultsagat is. Az adott DC-re
jellemz6 antigént kotd PRR-k mindsége, az expresszalt kostimulaldé molekuldk és az érés
soran termelt citokinek hatarozzdk meg a kialakuldé immunogén Th valasz tipusat (Th1/Th2)
¢s mindségét vagy adott koriilmények kozott a tolerancia biztositdsat. A vérben a myeloid
DC-knek (mDC) 2 & tipusat kiilonitjiik el. Az egyik tipus a CD1c"vér dendritikus sejt antigén
(BDCA)1" mDC, mely koexpresszal CD1lc és CDI11b markereket, mig a masik a
CD141'BDCA3" mDC, mely CD11b negativ és kisebb mértékben expresszal CD11c-t és C-
type lectin domain family 9 member A (CLEC9A)-t a sejtfelszinen. A myeloid DC-k mindkét
tipusa negativ CD14-re és CD16-ra, igy kiilonithetdek el a monocita populacioktol. A bdrben
megkiilonboztetiink alap allapotban (steady state) és gyulladaskor megjelené DC tipusokat.
Alap éllapotban az epidermiszben talalhatoak a Langerhans sejtek (LC), mig a dermiszben
detektalhatéak a rezidens dermalis myeloid DC-k valamint a plazmocitoid DC-k (pDC).
Ugyanakkor gyulladaskor a LC-k és a rezidens DC-k mellett megjelennek az inflammatorikus
dendritikus epidermalis sejtek (IDEC) és a myeloid dermalis inflammatérikus DC-K. A
dermélis DC-knek (dDC) 3 f& csoportjat kiilonbozteti meg az irodalom: a CDla’/CDla
CD1c*CD14 DC-ket, a CD14" DC-ket és a CD141"CD14” DC-ket.

A CD1a’CD1c¢’CD14  dermalis DC-k koexpreszilnak még CD11c-t, HLA-DR-t és
CDA45-t. Megfeleld stimulus jelenlétében nagy mennyiségben expresszalnak CD80-at és 86-0t,
CD4" és CDS™ T sejteket is képesek indukalni, leginkabb Th2 és Th22 irdnyba polarizalnak.
A monocitdk mellett a vérben keringd DC-krdl is azt tartjak, hogy 6k a borben vagy egyéb
szovetekben jelen levé DC-k prekurzorai lehetnek, gyakran pre-DC-ként is hivatkoznak rajuk.
Az elmult iddszak in vitro differencidcios és gén expresszid kutatdsai ravilagitottak arra, hogy
a CDI1c" vérben keringd DC-k és a CDIlc’ szdveti DC-k kozott prekurzor progenikus
kapcsolat all fenn.

AD-ben a gyulladt bérben mind a T sejtek, mind a DC-k szama emelkedett, kiilondsen
azon DC-k szama, melyek CD11c és CDla pozitivak. A 1éziés borben a LC-k mellett
megjelennek az IDEC sejtek, melyeknek nagy része a dermiszben is megtalalhato, igy
gyakran myeloid inflammatérikus DC-kként is hivatkoznak rajuk. Az IDEC sejtek
fenotipusos analizise soran kimutattdk, hogy ezek a sejtek a kdvetkezo sejtfelszini markereket

expresszaljak:



CDla*,CD1b"™ CD1c"™ CD11b*"" CD11c",CD23"™,CD32"™,CD36""™,CD206""",CD209
* FceRI™M 1gE* HLA-DR™M,

AD-s bérben mind a LC-k, mind az IDEC sejtek nagy mennyiségben expresszalnak
FceR1-et, ugyanakkor nagyon alacsony a CD32/FcyRII pozitivitds, ami csak az AD-S
betegekben volt detektalhato, mas gyulladdsos boérbetegségben nem. Az AD akut fazisaban a
szervezetbe a nyalkahartydkon, vagy a boéron at bejutd antigének hatasara képzodoé IgE
molekula kotédik a borben elhelyezkedd LC FceRI-hez, melynek hatdsara a sejtek CCL2-t,
(monocita kemoattraktans protein 1-t (MCP1)), IL-16-ot és valoszintileg CXCLS8-at
szekretalnak. Ennek hatasara monocitak, eozinofilek, az IDEC sejtek eldalakjai és T sejtek
vandorolnak a gyulladas helyére. A karosodott barrierii boron at ismételten bejutd antigént
mar a felszini IgE molekulaval felszerelt LC varja, a kotdédés kdvetkeztében a sejt aktivalodik
¢s vagy helyileg, vagy a kornyezd nyirokcsomoba véandorolva prezentdlja az antigént az
antigén specifikus T sejteknek, Th2 irdnyl polarizacidt generalva. Az LC-k felszinén nagy
mennyiségben talalhatdé a TSLP receptor, melynek ligandjat nagy mennyiségben szekretaljak
a keratinocitak. A TSLP kot6désének kovetkeztében az LC-k éretté valnak, aktivalodnak és a
kovetkez6 kemokineket termelik: CXCL8, CCL17, CCL22, CCL24 és IL-15. Ezek az
agensek hozzdjarulnak a Th2 bdrbe valé kivandorldsdhoz, ahol aktivaljak Oket a TSLP-
indukalta LC-k.

A subakut ¢és kronikus fazisban a Th2 és Th22 dominancia mellett a Thl iranyt
polarizacio is jellemzdvé valik. Ebben az IDEC sejteknek van nagy szerepe, 6k feleldsek a
kronikus 1éziok fenntartasaért. Az antigén aktivaciot kovetden az IDEC sejtek CCL3-at, IL-1-
et, IL-16-ot, IL12p70-et termelnek, az utdbbi kettének van szerepe a Thl iranyu
polarizacioban.

AD-ben az epidermiszben részletesen feltart mDC-k mellett a dermalis DC-k szerepe
is kiemelked6en fontosnak tiinik. AD-ben még inkabb jellemz6, hogy a pre-DC-k nemcsak a
dDC-k, hanem a bér gyulladasos DC-k eldalakjai is lehetnek. A dermiszben a dDC-k mellett a
gyulladas folyaman megjelennek az un. inflammatérikus dDC-k is, melyek a sejtfelszini
FceRI'FceRIT'CD207'CD206°CD1b"CD1a” expresszié alapjan azonosithatéak. Jellemzo,
hogy ezen sejtek CCR7-et expresszalnak a felsziniikon, tehat képesek a kornyezd
nyirokcsomodkba kivandorolni, ugyanakkor CCL17 és CCL18 termelésiik révén hozzajarulnak
az atopias borre jellemz6 Th2 dominancia kialakuldsdban. Az éltaluk termelt citokinek (IL-5,
IL-13, IL-6, TNFa) olyan szdveti mikrokdrnyezetet teremtenek, mely szintén részt vesz a

betegségre jellemzé Th2/Th22 egyensuly eltolddas fenntartdsaban.



Fontos felismerniink azt is, hogy a DC-k funkci6jat nagyban befolyasolja az dket ért
szoveti stimulus mennyisége és mindsége.
Bar a borbe kivandorlo Th sejtek tipusai és a bérben talalhatéo DC-k jol ismertek AD-
ben, arra vonatkozéan kevés adat all rendelkezésre, hogy a dermalis DC-k hol és mikor
nyerik el T sejt polarizalo képességiiket, illetve ezen sejtek érésérol, vérben talalhato

esetleges eloalakjairdol nagyon kevés az adat.
Az INKT sejtek szerepe AD-ben

Az NKT sejtek a T sejteknek egy alcsoportjat képezik. A T sejtekkel kozos
tulajdonsaguk, hogy rendelkeznek T sejt receptorral (TCR), mely egy atrendez6dott Va24-
Jal8 a lancbol és egy VP11 tartalmu B lancbol épiil fel. Ez a receptor elkiiloniti 6ket az NK
sejtektol, bar az NKT sejtek is CD161 pozitivak €s az NK sejtekhez hasonldan az NKT sejtek
is képesek citotoxikus granulumokat expresszalni (perforin, granzyme).

Ugyanakkor a T sejtektdl és Treg sejtektdl is kiillonboznek, mivel az NKT sejtek TCR
receptorai nem képesek az MHCI és II molekulak altal prezentalt peptid antigéneket kotni,
csak a CD1d molekula 4ltal kozvetitett glikolipideket ismerik fel. Ujabb adatok szerint az
aktivald  antigéneket 2 csoportra lehet osztani: ceramid alapt  glikolipidek
(glikoszfingolipidek) és glicerol alapu lipidek (membran foszfolipidek).

Az NKT sejtek kialakulasa a thymusban torténik, az MHC kapcsolt T sejtekkel kozos
prekurzorbol. Az NKT sejtek a CD4"CD8" dupla pozitiv T sejt csoportbol differencialodnak,
elkiilonithetéek CD4" vagy CD8" egyszeresen pozitiv populaciok és dupla negativ sejtek.
Ezen tul az NKT sejteknek két tipusat kiilonitjiik el, a Val4™ NKT sejtek alkotjak az I-es
tipusu, invaridns NKT (iNKT) sejtek csoportjat, mely csoporton beliil elkiilonithetéek a
CD4", CD8" és a CD4 CD8" (dupla negativ, DN) iNKT sejtek . A masik csoportba a Val4’
TCR-t expresszalo, II-es tipust NKT sejtek tartoznak, melyek jellemzdje, hogy nem ismerik
fel az a-Gal-Cer-CD1d komplexet. Emberekben, a periférias vérben az iNKT sejtek szama
0,01-1% kozott van, és nagy egyedi varianciat mutat. Az elmult évek vizsgalatai azt mutatjak,
hogy Osszefliggés van a nemek ¢és az iNKT sejtek gyakorisdga kozott. Nokben magasabb a
keringd iNKT sejtek szama a férfiakhoz képest valdsziniileg a nemi hormonok hatdsa miatt.

Az INKT sejtek TCR-einek altalanos ligandja egy szintetikus glikolipid, az a-
galactosylceramid (a-Gal-Cer). A kutatasok legfrissebb eredményei alapjan az iNKT sejtek
azonositasara a CD161 marker helyett az a-GalCer-CD1d kapcsolat detektalasa javasolt.
Mindemellett ahhoz, hogy a sejtek aktivacioja teljes legyen, sziikség van citokin stimulaciora

is, a TCR szignal és a citokinek egyiittes jelenléte sziikséges a megfeleld sejtindukcidhoz. A
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legjobban tanulmanyozott citokin mediator az IL-12, de az iNKT sejtek felszinén TSLP, IL-
18, IL-23 és IL-25 receptort is azonositottak. Az aktivacidé hatasara az iNKT sejtek gyors
citokin termeléssel valaszolnak, ilyen citokinek az IFNy, tumor necrosis faktor (TNF), IL-2,
IL-3, IL-4, IL-5, IL-9, IL-10, IL-13, IL-17, IL-21 és GM-CSF. Az eddigi adatok alapjan
elmondhaté, hogy az iNKT sejteknek kulcsszerepiik van az innate €és az adaptiv immunvalasz
Osszehangolasdban fertdzések esetén, autoimmun betegségekben, allergidban és tumoros
megbetegedésekben. Osszességében tehat kijelenthets, hogy fo funkcidjuk a citotoxikus
képesség mellett a gyulladasos és tolerogén valaszt indukalo citokinek termelése.

Ugyanakkor kevés az ismeretiink az iNKT sejtek AD-ben betoltott szerepérél. A vérben
keringé és a léziés borben azonosithato INKT sejtek szamara vonatkozo adatok
ellentmondasosak az irodalomban, a funkcionalis vizsgalatok szama pedig kevés. Mivel
az jol ismert, hogy az iNKT sejtek képesek a velesziiletett és az adaptiv immunvalasz
kozott kapcsolatot képezni, az AD kialakulasanak korai fazisaban akar jo terapias
célpontok is lehetnek. Ehhez azonban tovabbi vizsgalatok sziikségesek, hogy minél

jobban feltérképezhessiik ezen sejtek AD-ben betoltott pontos szerepét.
CELKITUZES

Munkank sordn az AD patogenezisében szerepet jatszd velesziiletett immunvélasz 3
fontos elemének vizsgalatat, ezek szerepének jobb megértését tiiztiikk ki célul. Vizsgalataink
elsd részében az IL-16 citokin, mint lehetséges biomarker szerepét tanulmanyoztuk, majd a

vérben keringd mDC-k és iNKT sejtek fenotipusos és funkcionalis elemzését végeztiik el.

Az IL-16 szerepének vizsgalata AD-ben

Bar az irodalombo6l mar ismert volt, hogy az IL-16 szérum szintje dsszefliggést mutat az
AD sulyossagaval, arra vonatkozoan nem allt rendelkezésre adat, hogy milyen kapcsolat van
az IL-16 és az allergias szenzitizaciod kozott. Céljainkat az alabbiak szerint hatdroztuk meg:

1. van-e eltérés az AD-s betegek szérum IL-16 szintjében az egészséges kontrollokhoz
€s psoriasisos betegekhez viszonyitva,

2. a szérum IL-16 szint mutat-e Osszefiiggést a betegség sulyossagat jelzd
laboratoriumi paraméterekkel (Scoring Atopic Dermatitis (SCORAD), total IgE, eozinofil
sejtszam),

3. kimutathaté-e Osszefiiggés az IL-16 szintje és az allergias szenzitizacid mértéke

kozott,
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4. a szérum total IgE-vel Osszehasonlitva hasznalhato-e az IL-16 a betegség

stlyossagat, és a szenzitizacidé mértékét jol jelzé biomarkerként?
A vérben keringé mDC-k szerepének vizsgalata AD-ben

A borben talalhato DC-k kulcsszerepet jatszanak az atopids borgyulladas kialakitasaban
¢s fenntartasaban, tovabba ismert az is, hogy a bérben jelenlévé DC-k ,,el6alakjai” a periférias
vérben keringenek. Arra voltunk kivancsiak, hogy a keringd mDC-k AD-ben milyen

fenotipusos €s funkcionalis eltéréseket mutatnak az egészséges kontrollokhoz képest:

cyey

aktivaltsagi allapotaban a kontrollokhoz képest,

2. milyen citokin expresszios profil jellemzi a periférias vérbol szeparalt mDC-ket
stimulus hianyaban, illetve egy az AD-s borre jellemzé mikrokornyezet (Staphylococcus
enterotoxin B (SEB), TSLP stimulus) jelenlétében,

3. arra is kerestiik a valaszt, hogy hol és mikor nyerik el az mDC-k a T sejt polarizalo

képességiiket?

Az iNKT sejtek szerepének vizsgalata AD-ben

Az INKT sejtek nagy mennyiségben képesek mind Thl és Th2 tipusu citokineket
termelni, ami arra enged kovetkeztetni, hogy ezek a sejtek szerepet jatszhatnak az AD
patogenezisében. Azonban kevés €s ellentmondasos adat all rendelkezéstlinkre az iNKT sejtek

1. az iNKT sejtek gyakorisaga és abszolut szdma mutat-e eltérést a betegekben a
kontrollokhoz képest,

2. ha az iNKT sejteket a sejtfelszini markereik (CD4, CD8) alapjan alcsoportokra
bontjuk, van-e eltérés a gyakorisagban és abszolut szdmban a betegek és a
kontrollok kozott,

3. az IFNy és IL-4 termelés alapjan van-e funkciondlis kiilonbség az egyes

alcsoportokban AD-s betegek és kontrollok k6zott?
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BETEGEK ES MODSZEREK

Valamennyi beteg megfelelt a Hanifin és Rajka altal felallitott diagnosztikai
feltételeknek. A Helsinki deklaraci6é iranyelveinek megfeleléen a résztvevok beleegyezo
nyilatkozatot irtak ala, a tanulmanyt a Debreceni Egyetem Etikai Bizottsaga is jovahagyta. A
vizsgalatba bevont betegek nem részesiiltek oralis gliikokortikoszteroid vagy mas szisztémas
immunmoduldns kezelésben a vizsgalatot megel6z6 4 hétben. Szintén nem kaptak

antihisztamint vagy topikalis kortikoszteroidot a vérvételt megel6z6 5 napban.

Az IL-16 szerepének vizsgalata AD-ben

Betegek

A vizsgalatban 0sszesen 85 AD-s beteg vett részt (46 férfi, 39 nd, atlag életkor 18,6
év, tartomany 7-49 év). A betegség stlyossagat a SCORAD indexel jellemeztiik: az atlag
SCORAD 32 volt (8-56 kozott). Valamennyi AD-s betegnél meghataroztuk a szérum IL-16
szintet, a szérum total IgE-t és az eozinofil sejtszamot. Tovabba 48 AD-s betegnél mértiik az
allergén specifikus IgE szintet és végeztlink Prick tesztet. A specifikus IgE alapjan az AD-S
betegeket 2 csoportra osztottuk: 1. csoportban (nem szenzitizalt, n=13) nem volt detektalhato
specifikus IgE, mig a 2. csoportban (szenzitizalt, n= 35) 1 vagy tobb specifikus IgE volt
kimutathatd. A Prick tesztet egy standardizalt protokoll szerint végeztik el. 32 kiilonb6zo
aeroallergént (koztiik perennialis és szezonalis allergéneket [hazi poratka (Dermatophagoides
pteronyssinus, Dermatophagoides farinae), nyirfa pollen, macskaszor, fiifélék (Phleum
pratense)] és étel allergént teszteltiink. A Prick teszt eredményei alapjan szintén két csoportot
allitottunk fel. Az A csoportba (n=24) a nem szenzitizalt, Prick teszt negativ betegek keriiltek,
mig a B csoport (n=24) volt a szenzitizalt, Prick teszt pozitiv betegek csoportja. Kontrollként
36 korban Osszeilld egészséges Onkéntes €s 20 psoriasisos beteg vérmintdit hasznaltuk. A
kontroll betegek kronikus plakk tipusti psoriasisban szenvedtek (atlag ¢€letkor 28,2 év,
Psoriasis Area Severity Index (PASI) 15,2) és nem kezelték 6ket lokalis vagy szisztémas

immunmodulans szerekkel.
Eozinofil sejtszam meghatarozas

A teljes vérben az eozinofil sejtek ardnyat és abszolut szamat egy Advia 120 tipust
hematologiai analizatorral (Siemens) hataroztuk meg a betegek rutin klinikai kivizsgalasanak
részeként. A késziilék az eozinofil sejteket azok ,,scatter” tulajdonsagai és a myeloperoxidaz

pozitivitasuk alapjan azonositotta.
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Enzim-kapcsolt immunszorbens vizsgalat (ELISA)

A mintak szérum IL-16 szintjét szolid fazisu szendvics ELISA (ELISA; Biosource
International Inc.) moddszerrel végeztik a gyarté utasitasai alapjan. A vérmintdkban
ugyancsak vizsgaltuk a szérum total IgE szintjét valamint a gyakori étel ¢és aeroallergénekre
specifikus IgE szintjét. A total IgE szérum szintjét szolid fazisu szendvics ELISA (Adaltis
Italia S.p.A.) mddszerrel mértiik a gyarto utasitasai alapjan. Minden mérést duplikatumokban
végeztiink. A specifikus IgE szérum szintjét az ALLERgen Systems kit felhasznalasaval

mértiik, mely mérés egy immunoenzim capture rendszeren alapul (Adaltis Italia S.p.A.).
Statisztikai analizis

A statisztikai elemzéseket SPSS 15.0 software segitségével végeztiik. Nonparametrikus
Mann-Whitney és Kruskal-Wallis tesztet alkalmaztunk az AD-s betegek, az egészséges
egyének €s a psoriasisos kontrollok adatainak 6sszehasonlitdsdhoz az alcsoport analizis soran.
A nonparametrikus Spearman rank korrelacios tesztet hasznaltuk szérum total IgE és szérum
IL-16 szintek; a szérum total IgE és eozinofil szintek, valamint a SCORAD értékek ¢és a
szérum IL-16 vagy szérum total IgE szintek 0sszehasonlitasahoz. A p<0,05 értéket tekintettiik

statisztikailag szignifikdnsnak. Az adatokat atlag + standard devidcio formaban abrazoltuk.

Az mDC-k szerepének vizsgalata AD-ben

Betegek

A vizsgalatban 11 AD-s beteg és 8 korban megegyezd egészséges onkéntes vett részt.
A betegség aktivitasat a szubjektiv SCORAD indexel hataroztuk meg, a szenzitivitds mértékét
pedig a total IgE szint alapjan allapitottuk meg. Valamennyi betegnél kizartuk a Hiper IgE

szindromat a HIES klinikai score hasznalataval.

Sejt szeparalds és tenyésztés

Az AD-s betegek ¢és kontrollok periférias vérébdl Ficoll Paque Plus (GE Healthcare
Bio-Sciences AB) gradiens centrifugalassal nyertiik ki a mononuklearis sejteket (PBMC). Ezt
kovetden a myeloid DC-ket CD1c (BDCA-1)+ Dendritic Cell Isolation Kit (Miltenyi Biotec
GmbH) hasznalataval izolaltuk a gyartd leirasa alapjan. Rdoviden a CD19+ B sejtek
tiszta mDC sejtpopulaciot aztan 10% fotalis borju szérummal (FBS)-sel (Lonza Group Ltd,)
¢s antibiotikummal (PAA Laboratories GmbH) kiegészitett RPMI- 1640 mediumban
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(Miltenyi) tenyésztettiik 48 6ran at, 30 ng/ml TSLP (eBioscience Inc.) és 100 ng/ml SEB

(Sigma-Aldrich) jelenlétében (stimulalt) vagy ezen agensek hianyaban (nem stimulalt).
Sejtfelszini jelolés és citoplazmatikus citokin festés

Olyan mDC-k altal termelt citokin/kemokin kombinaciokat vizsgaltunk, melyeknek jol
¢s nem stimulalt sejteket a citokin festést megel6zden, a tenyésztés utolso 6 orajaban 3 pg/ml
brefeldin A oldattal kezeltiikk, hogy megakadalyozzuk a citokin szekréciot. Az inkubaciot
kovetden a sejteket Osszegyijtottiik, FACS pufferrel (phosphate-buffered saline oldat 1%
bovine serum albuminnal kiegészitve) mostuk és a citokin/kemokin kombinacioknak
megfeleld szdmu csovekbe adagoltuk szét. A sejteket eldszor a sejtfelszini marker specifikus
antitestekkel jeloltiikk: anti-CD1c-allophycocyanin (APC) (L161, BiolLegend), anti-CD83-
fluorescein isothiocyanate (FITC) (HB15e, BD) és anti-CD86-phycoerythrin (PE) (1T2.2,
BioLegend). A mintdkat 30 percig 4°C-on sotétben inkubaltuk. A jeldlt sejteket FACS
pufterrel mostuk és 100 pl of IC Fixation Buffer (eBioscience) oldattal fixaltuk 20 percig
sOtétben, szobahdmérsékleten (RT). Ezutan a sejteket 1x Permeabilisation Buffer
(eBioscience) oldattal mostuk, és egy centrifugalast kovetden a pelletet 100 pl of 1x
Permeabilisation Buffer oldatban vettiik fel. Ezt kovetden a sejteket a kovetkezd
intracellularis citokin-specifikus antitest kombinaciokkal festettiik: anti-IL-10-PE (JES3-
19F1), anti-IL-2-PerCP-Cy5.5 (MQ1-17H12), anti-IL-4-PerCP-Cy5.5 (MP4-25D2), anti-IL-
6-FITC (MADb1l), anti-TNFa-PerCP-Cy5.5 (MQ2-13A5) (BiolLegend), anti-1L-23p19-PE
(23dcdp,  eBioscience),  anti-1L-12(p40/p70)-FITC  (C11.5, BD), anti-TGFp1-
carboxyfluorescein succinimidyl (CFS) (9016) és anti-CCL17/TARC-PE (54015) (R&D
Systems). A mintdkat 20 percig inkubaltuk sotétben, szobahdémérsékleten és mostuk 1x
Permeabilisation Buffer oldattal, majd FACS pufferrel. A centrifugalast kovetden a pelleteket
30 ul FACS pufferben vettikk fel, és az ibidi p-Slide VI (ibidi GmbH) lemez megfeleld
csatornajaba toltottiikk. Tarolas eldtt a csatorndkba tovabbi 150 pul FACS puffert toltottiink,
majd mérés eldtt 3 pg/ml 4',6-diamidino-2-phenylindole-t (DAPI) (Sigma-Aldrich) adtunk a
sejtekhez, és 20 percig szobahdn inkubdltunk. Mivel méréseink sordn nem észleltiink
szignifikans eltérést a festett sejtek fluoreszcencia intenzitdsaban Fc receptor blokkold
(Miltenyi) jelenlétében vagy hidnyaban, igy a festetlen sejteket tekintettiik negativ
kontrollnak.
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Lézer pasztazo cytometria

Ahhoz hogy kis sejtszamt mintdn tudjunk multiparametrikus cytometrids adatelemzést
végezni, az iCys Research Imaging Cytometert és a hozza tartozé software-t alkalmaztuk
(iNovator Application Development Toolkit and iBrowser Data Integration Software,
Compucyte Corporation). A kiilonboz6 fluoroféorokkal konjugalt antitestek egyenkénti
gerjesztéséhez a kdvetkezo 1ézereket alkalmaztuk ,,multi-track” médban: egy 405 nm-es viola
dioda 1ézert a DAPI-hoz, egy 488 nm-es kék argon-ion lézert a FITC, CFS, PE és PerCP-
Cy5.5 festékekhez, valamint egy 633 nm-es vords hélium-neon lézert az ACP-hez. A
pésztazott teriilet 6x 12x 1024x 768x 0,06125 um? volt mintanként (6x12 darab szken-teriilet,
1024x768 pixel szken-teriiletenként, 0,25 um x 0,245 um méret pixelenként), a képeket a
cytometer egy Olympus 40x objektiven (0,75 NA) és fényelektromos sokszoroz6 csdveken
(PMT) csoveken keresztiil gylijtotte be. A megfeleld emisszios filterek hasznalataval a PMT-k
az adott fluoreszcens csatornabodl szarmazo adatokat detektaltak; pl.: a DAPI-t 463+20 nm-en,
a FITC —et és CFS-t 530415 nm-en, a PE-t 580+15 nm-en, mig a PerCP-Cy5.5-t és APC-t
675+£25 nm-en detektaltuk. A sejteket kiilon azonositottuk, filiggetleniil a cytokin termelésre
vonatkozo6 jelektdl, amennyiben a sejtek membranjara vonatkozo6 ,,scatter” jelek és a nucleust
jelold DAPI intenzitdsok egylittesen meghaladtak az eldre beallitott hatarértéket. Valamennyi
fluorokrom fluoreszcencia intenzitdsat €s az egyéb sejtes tulajdonsdgokat a meghatarozott
konttron beliil detektaltuk és képek valamint citometriai adatok formajaban prezentaltuk. A
kovetkezd paramétereket elemeztiik: az ,,integralt”, mely egy adott esemény pixel
intenzitasainak O0sszege, €és a jelolt fehérje sejten beliili szintjérdl nyjt informaciot; a ,,max
pixelt”, mely az adott esemény legmagasabb pixel értéke, és a jelolt protein sejten beliili
um?-ben megadva. Ezekbél a paraméterekbdl kovetkeztethetiink a citokin termelésre, a sejt és
a sejtmag méretére, a sejtciklus adott fazisara (a DNS tartalom alapjan) és a DNS
kapuzott sejt egyenkénti €s csoportos elemzésével vizsgaltuk statisztikai szoftverek
(GraphPad Prism és Microsoft Excel) hasznalataval. A kompenzacios matrixot az iCys ¢€s a
BD ajanlasa alapjan végeztik el BD CompBeads Set Anti-Mouse Ig, k polystiren
mikrogyongyok segitségével (BD Biosciences).
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Statisztikai analizis

Az adataink normal eloszlast mutattak, a szignifikans eltérések detektalasdhoz Student
féle kétmintas t probat hasznaltunk a GraphPad Prism version 5 (GraphPad) szoftver
segitségével. Az adatokat atlag + standard hiba (SEM) formajaban adtuk meg. A p értékeket
akkor tekintettiik statisztikailag szignifikansnak, ha azok kevesebb mint 0,05 (*) vagy 0,025-
nek (**) adodtak.

Az iNKT sejtek szerepének vizsgalata AD-ben
Betegek

A vizsgalatba 41 AD-s beteget (16 nd és 25 férfi, atlag ¢életkor 18,594+8.,9 év) és 16
egészséges, nem atopias Onként jelentkez6t (HC) (11 nd és 5 férfi, atlag életkor 18,945,9 év)
vontunk be. A betegség sulyossagat a SCORAD indexel hataroztuk meg. Az atlag objektiv
SCORAD 26,7+13,1 volt. A szubjektiv SCORAD-t is figyelembe véve, az atlag SCORAD
41.2+14.6. A szérum total IgE median értéke 584.3 kU/L volt (251.3-1245.0 kU/L kozott),
mig a szérum laktat dehidrogenaz (LDH) medianja 475 U/L volt (268.1-732.4 U/L kozott),
referencia érték: 230-460 U/L.

Periférias véer mononuklearis sejt (PBMC) izoldcio

A heparinnal alvadasgatolt vérmintakat Histopaque-1077 (Sigma-Aldrich Chemie
GmbH) oldatra rétegeztilk ¢és centrifugaltuk 700xg 30 percig, majd a mononukledris

sejtréteget Osszegytijtottiik.

Az iNKT és CD4/CD8 iNKT sejtek szamanak és gyakorisaganak meghatdrozdasa daramldsi
citometriaval

Az INKT sejtek szamat aramlasi citometriaval hataroztuk meg 41 AD-s beteg izolalt
PBMC mintaibol anti-CD3 ¢és 6B11 (a T sejt receptor Va24 lancanak CDR3 loopjara
specifikus) monoklondlis antitestek (mAb) hasznalatdval. A jelolést megel6zden a sejteket
(1x10% 100 pg/mL tisztitott humédn IgG-vel (Sigma) inkubaltuk 20 percig jégen, hogy
megakadalyozzuk a nem specifikus Fc receptor kotdédést. A festd pufferrel (foszfat puffer
oldat (PBS), 5% fotalis borju szérum ¢és 1% borju szérum albumin, Sigma) torténd 2 mosast
kovetden, a sejteket anti-CD3-FITC-cel, 6B11-PE (BD Pharmingen), anti-CD4-PE-Texas
Red-del (ECD) és anti-CD8-PE-Cyanine7-tel (PC7) (Immunotech) jeldltiik 45 percig jégen. A

festést kovetden a sejteket mostuk és mértiik négyszinli d&ramlasi citometria modszerrel egy
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Beckman Coulter FC500 aramlasi citométeren CXP szoftverrel. Valamennyi jeloléses
kisérletnél hasznaltunk izotipus kontrollt. Az abszolit szdm meghatdrozdsdhoz a

kétplatformos modszert alkalmaztuk a limfocita szamot felhasznalva.

Az iNKT sejtek és CD4/CDS8 alcsoportjainak funkcionalis vizsgalata intracellularis citokin
analizissel

10 AD-s beteg és 10 HC PBMC mintait elemeztiik. Az iNKT sejtek ¢s CD4/CD8
alcsoportjainak intracellularis citokin szintjeit Otszinli aramléasi citometria modszerrel
hataroztuk meg. A PBMC mintakat 25 ng/mL PMA-val és 1 pg/mL ionomycinnel (Io)
stimulaltuk 10 pg/mL Golgistop Brefeldin A (Sigma) jelenlétében. Ezt kdvetden a sejteket
mostuk és elvégeztiik a sejtfelszini jelolést anti-CD3 (FITC-konjugalt az IL-4-APC jel6léshez
¢s APC-konjugalt az IFNy-FITC festéshez, BD Pharmingen), anti-6B11, anti-CD4 ¢és anti-
CDS8 antitestekkel. A sejtek fixalasat kovetden elvégeztiik a permeabilizalast IntraprepTM
permeabilizacids reagenssel (Immunotech) a gyartd utasitasai szerint, majd az intracelluléris
citokinek jeloléséhez a sejteket anti-IFNy-FITC vagy anti-IL-4-APC mAb-kel (BD
Pharmingen) inkubaltuk 30 percig. A mintakat kétszer mostuk festd pufferrel €s a sejteket egy
Beckman Coulter FC500 tipust aramlasi citométerrel mértiikk és CXP szoftver segitségével
elemeztiik. Minden mintaban legalabb 300 000 sejtet szamoltunk le. Izotipus kontrollt minden
mérésnél alkalmaztunk. A PMA/lIo stimulaciora adott specifikus sejtvalaszt ugy hataroztuk
meg, hogy a nem stimulalt mintak pozitiv eseményeinek szazalékat kivontuk a stimulalt
mintdk pozitiv eseményeibdl. Az eredményeket a citokin pozitiv sejtek net szazalékaban

adtuk meg.

Statisztikai analizis

Az eredményeket medianban, IQR-ben (interkvartilis terjedelem (IQR 25-75
percentilis), és range-ben (5-95 percentilis) adtuk meg. A statisztikai elemzést SigmaPot v.
11.0 szoftver segitségével végeztiik (SyStat Software Inc, USA). Nem parametrikus Mann—
Whitney rank-sum tesztet vagy Student féle t probat alkalmaztunk. A korrelacios elemzéseket
Spearman's rank teszttel végeztik el. A 0,05-nél alacsonyabb p értéket tekintettiik

statisztikailag szignifikansnak.

17



EREDMENYEK

IL-16 szerepének vizsgalata AD-ben
Szérum IL-16 szintek AD-s betegekben, egészséges és psoriasisos kontrollokban

A szérum IL-16 szinteket Osszehasonlitottuk AD-s és psoriasisos betegekben, valamint
egészséges kontrollokbdl szarmazo mintakban. Az atopias mintak szérum IL-16 szintje
szignifikansan magasabbnak adodott az egészséges kontrollokhoz és a psorisasisos

betegekhez viszonyitva.

Osszefiiggés a szérum IL-16 és az AD silyossagat jelzé paraméterek kozott (SCORAD, a

szérum totadl IgE és az eozinofil sejtszam)

A teljes vizsgalt beteg populacié bevonasaval vizsgaltuk a szérum IL-16 kapcsolatat a
betegség sulyossagat jelz6 paraméterekkel (SCORAD index, szérum total IgE, abszolut
eozinofil sejtszam). A SCORAD index esetében nem volt dsszefiiggés a szérum IL-16 és a
SCORAD kozott, bar az r érték 0,27-nek adodott, ami nagyon kozel van a szignifikancia érték
hatarahoz. Ugyanakkor szignifikans Osszefliggést talaltunk a szérum IL-16 és a szérum total
IgE szintek kozott, és nem volt kimutathatd Osszefiiggés a szérum IL-16 és az abszolut
eozinofil sejtszam kozott. Ezzel szemben pozitiv korrelaciot taldltunk a szérum total IgE és a
SCORAD érték kozott, és szignifikdns Osszefliggést talaltunk a szérum totdl IgE és az
eozinofil sejtek szdma kozott.

Az eredményeink azt mutatjdk, hogy az IL-16 a stlyossagi paraméterekkel csak
kisfoku Osszefliggést mutat, a szérum total IgE jobban jelzi a betegség stlyossagat, mint az
IL-16.

Osszefiiggés az IL-16 és a betegek szenzitizaltsaga kozott

A betegek allergias szenzitizaltsagat 2 modszer szerint vizsgaltuk, részben Prick
borteszttel, részben IgE szérum szint vizsgalattal. A specifikus IgE (1. és 2. csoport) és a Prick
teszt (A és B csoport) eredményei alapjan az AD-s betegeket két csoportba osztottuk, igy
szenzitizalt (2. és B csoport) és nem szenzitizalt (1. és A csoport) alcsoportokat képeztiink. A
szérum IL-16 és a szérum total IgE szintjét tovabb elemeztiik az alcsoportokon beliil. A
szérum IL-16 szintje szignifikansan emelkedett volt a 2. csoportban az 1. csoporthoz
viszonyitva, nem volt azonban szignifikans eltérés az A és B csoportok kozott. A szérum total
IgE szint mindkét szenzitizalt csoportban szignifikdnsan emelkedett volt a nem szenzitizalt

csoportokhoz képest.
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Eredményeink alapjan megallapitottuk, hogy a szérum IL-16 bizonyos koriilmények
kozott ugyan mutat Osszefliggést a betegség sulyossagaval és a szenzitizaltsag mértékével,
mégsem tiinik olyan megbizhatd markernek a betegség allapotanak eldrejelzésében, mint a

szérum total IgE szintje.

Az mDC-k szerepének vizsgalata AD-ben
Az AD-s betegek mDC-inek morfologiai és fenotipusos jellemzdi

Az AD-s betegek periférids vérébdl izolalt mDC-ken a sejtfelszini és citoplazmatikus
citokin festéssel parhuzamosan sejtmag morfologiai vizsgalatot is végeztiink DAPI festéssel.
Mind stimulacié nélkiil, mind stimuldcié utdn az atopids betegeknél jellemzden nagyobb
mennyiségben figyeltiink meg aktivabb, nagyobb méretli, dekondenzalt sejtmaggal
rendelkezd sejteket, mint az egészséges egyéneknél. Ezeket a sejteket az alacsony DAPI
intenzitas alapjan azonositottuk. Alapvetden a megfigyelt citokin profilok is csak ezekhez a
dekondenzalt sejtmaggal rendelkezd sejtekhez voltak kapcsolhatok. Stimuldcié hidnyaban az
aktivacios markerek esetében nem volt kimutathato kiilonbség az AD-s betegek és a kontroll
egyének kozott. A stimulaciot kdvetden az AD-s betegek sejtjeinél szignifikansan emelkedett
a CD83 ¢és CD86 érési és kostimulacios markerek expresszidja, és tovabbi kromatin
dekondenzaciot detektaltunk a nem stimulalt sejtekhez képest, mig az egészséges kontrollok
k6zott nem volt szignifikans emelkedés. Annak ellenére, hogy ezek a sejtmagi eltérések nagy
valdszinliséggel megnovekedett transzkripcios aktivitasra utalnak, az atopids donorokbol és a

kontrollokbol szdrmaz6 valamennyi mDC a sejtciklus GO/G1 fazisaban maradkt.

Az AD-s betegek és kontrollok nem stimulalt mDC sejtjeinek citokin profilja

A DC-k altal termelt citokineket ismert T sejt polarizaldo tulajdonsagaik alapjan
csoportositottuk. Box 1: IL-2, CCL7, IL-6 és TNFa, melyek Th2 és Th22 polarizaciot
indukalnak; Box 2: IL-12p40/p70, mely Thl irdnyba polarizal; és Box 3: IL-10, TGFbl és IL-
23p19, melyek Th17 és Treg iranyt indukalnak. Stimulacié hianyaban az AD-s betegek CD1c
(BDCA-1)" mDC-i képesek voltak valamennyi altalunk vizsgilt T sejt polarizalé citokin
termelésére, kivéve az IL-4-et. Az egészséges kontrollokkal 6sszehasonlitva az atopias mDC-
k esetén nagyobb mennyiségii 1L-2, CCL17, IL-6 és TNFa expressziot detektaltunk. A
CCL17 ¢és a TNFa esetén a kiilonbség statisztikailag szignifikdnsnak adodott. Az IL-
12p40/p70, IL-10, TGFP1 és IL-23p19 esetén nem volt kiilonbség a két vizsgalt stimulalatlan

19



csoport kozott. Az eredmények alapjan elmondhato, hogy a 3 boxos felosztas az expresszids

mintdzat szempontjabdl is megfeleld volt.

Az atopidas borhoz hasonlo koriilmények hatasa az mDC-k T sejt polarizalo citokin

termelesére

A stimulaciét kdvetden szintén 3 citokin termelési mintazatot figyeltiink meg az AD-S
betegek sejtjeinél a kontrollokhoz viszonyitva. Els6ként azt tapasztaltuk, hogy a korabban
emelkedettnek talalt Th2/Th22 polarizalo citokinek szintjei (IL-2, CCL17, IL-6, TNF-a)
tovabb emelkedtek, és a kiilonbségek statisztikailag szignifikdnsaknak adodtak, kivéve a
CCL17 esetén, mikor az AD-s betegek ¢s a kontrollok adatait dsszevetettiik. Masodszor, az
AD-s betegek mDC-inek IL-12p40/p70 termelé képessége, mely Thl iranyu polarizaciora
utal, szignifikansan csokkent az egészséges kontroll sejtekéhez képest. Harmadszor, az IL-10,
TGFB1 ¢és IL-23p19 expresszios szintjeiben nem tapasztaltunk kiilonbséget a beteg ¢és
egészséges sejtek kozott. 11-4 expressziot nem detektaltunk egyik vizsgélt csoportban, egyik

tenyésztési koriilmény esetén sem.

Az iNKT sejtek szerepének vizsgalata AD-ben
A total iNKT sejtek szazalékos aranya és szama AD-S betegekben

Az atopids betegek és egészséges kontrollok periférias vérébdl nyert PBMC mintdkban
a CD3+6B11+ sejteket azonositottuk a keringd iNKT sejtekként. A CD3+6B11+ iNKT sejtek
szama szignifikans csokkenést mutatott az AD-s betegekben a kontrollokhoz képest. Emellett
a keringd iNKT sejtek szdmanak median értéke szintén szignifikdansan csokkent az atopids
betegekben a kontrollokhoz képest. Mivel a T sejtek szamanak eltérései érinthetik az iNKT
sejtek szamat is, meghataroztuk a CD3+ T sejtek, CD4+, CD8+ T sejt csoportok szazalékos
aranyat valamint a CD4/CD8 aranyt mind az AD-s betegek, mind a kontrollok PBMC
mintaiban. Ebben az dsszehasonlitasban az AD-s mintdk nem kiilonboztek szignifikansan a
kontroll mintdkt6l. Nem talaltunk Osszefliggést az iNKT sejtek szézalékos aranya és szdma
valamint a betegek kora, neme, a betegség stilyossaga (SCORAD index alapjan) vagy a total
IgE és LDH szintek kozott.

Az iNKT sejtek alcsoport analizise AD-s betegekben

A CD3/6B11 dupla-pozitiv total iNKT sejtek kozott 4 iNKT alcsoportot azonositottunk
a CD4 és CDS8 expresszi6 alapjan. Eredményeink azt mutattdk, hogy a CD4- alcsoport (DN ¢és
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CD4-CD8+) szazalékos aranya szignifikansan csokkent AD-ben a kontrollokhoz képest. Az
abszolut szam esetében az eredmények még kifejezettebb csokkenést mutattak az atopias
betegek CD4/CD8 iNKT alcsoportjaiban a kontrollokhoz viszonyitva. Pozitiv korrelaciot
talaltunk a total iNKT sejtek gyakorisaga és az alcsoportok gyakorisaga kozott AD-ben
kivéve a DP iNKT sejteket, és ezek az Osszefliggések még Kifejezettebbek voltak, ha az
abszolut szédmot vizsgaltuk. Mindkét vizsgalt paraméter tekintetében a legerdsebb

Osszefliggést a total iINKT és a DN iNKT alcsoport értékeinél tapasztaltuk.

Az iNKT sejtek funkciondlis vizsgdlata AD-ben

Az iINKT sejtek AD-ben mutatott effektor funkcidjanak vizsgalatahoz meghataroztuk a
totdl INKT sejtek és az alcsoportok intracellularis IFNy és IL-4 tartalmat. Amikor
Osszehasonlitottuk 10 AD-s beteg és 10 kontroll adatait, azt talaltuk, hogy az intracellularis
IFNy expresszié csokkent, mig az IL-4 expresszié emelkedett az AD-s betegek total iNKT
sejtijeiben a kontrollokhoz képest, bar ezek az eltérések nem érték el a statisztikai
szignifikancia hatarat. Ezutdn meghataroztuk az iNKT sejtek alcsoportjainak funkcionalis
tulajdonsagait. A DN iNKT alcsoport esetén szignifikdnsan alacsonyabb IFNy szinteket
(p<0,05) mértiink ¢és szignifikdnsan magasabb intracellularis IL-4 értékeket detektaltunk
(p<0,01). A masik 3 alcsoportot illetden nem talaltunk szignifikans eltéréseket a mért

citokinek esetében AD-s betegek és kontrollok kozott.
MEGBESZELES

Az AD az egyik leggyakoribb kronikus gyulladasos bdrbetegség, melynek komplex
patogenezisében a karosodott bdr barrier és velesziiletett immunvalasz mellett a talaktivalt
szerzett immunvalasznak van kritikus szerepe. A betegség kialakuldsa és fejlodése soran a
fent felsorolt rendszerek egymast is jelentésen befolyasoljak, egy ordogi korként stulyosbitva
az eltérések, karosodasok és funkcionalis zavarok sorat, mely egyre stlyosabb klinikailag is
lathat6 gyulladast eredményez.

Jelen kutatasaink a velesziiletett immunvalasz eltéréseinek tanulmanyozasara iranyultak.
Ennek is harom f0 elemét szerettem volna elemezni. Elséként az IL-16 szerepét
tanulmanyoztuk, melyet szamos innate immunvalaszi sejt termel, majd a DC-k és az iNKT
sejtek szambeli és funkcionalis eltéréseit vizsgaltuk AD-s betegek periférias vérében.

IL-16 szintézisre szamos innate sejttipus képes, mint az eozinofilek, hizosejtek, a

légutakban talalhat6 epitél sejtek, dendritikus sejtek és a keratinocitak, de T és B limfocitak is
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termelhetik. 1L-16 egyik legfobb hatasa, hogy kemoattraktansként hat valamennyi CD4-et
expresszalo periférias T limfocitara, de monocitakra €s dendritikus sejtekre is. Emellett az IL-
16 pro-inflammatorikus citokintermelést indukal. Tobb adat is utal ra, hogy AD-ben
patofiziologiai szerepe lehet a borgyulladas kialakulasdban, hiszen AD-ben az allergén
aktivalt Langerhans sejtek IL-16-0t termelnek, melynek szerepe lehet a DC-k, T sejtek és
eozinofil sejtek toborzasaban ¢€s aktivalasaban, igy hozva létre egy lehetséges kapcsolatot az
IgE-medidlt, l-es tipusu, azonnali immunvalasz és a T sejtes, kés6i tipusii immunvélasz
kozott, mely immunvalaszok AD-ben kiemelt szerepet jatszanak. AD-ben kimutattak, azt is,
hogy az egyik mechanizmus, mely a betegség progresszidjahoz vezet, az az eozinofil sejtek
allergén indukalt IL-16 termelése, mely tovabbi IL-4 termel6 eozinofil sejtek megjelenéséhez
vezet. Mind akut, mind kronikus bor 1éziokban kimutattdk, hogy az epidermalis keratinocitak
és a dermalis T sejtek IL-16 mRNS expresszioja megemelkedett. Az IL-16 MRNS™ sejtek
szdma szignifikdnsan magasabbnak mutatkozott az akut 1ézidkban a kronikus 1ézidkhoz
viszonyitva, és korrelalt a CD4" sejtek szaméaval mind az epidermiszben, mind a dermiszben,
alatdmasztva, hogy az IL-16-nak mind az atopids bdrgyulladas kialakitdsaban, mind annak
fenntartasaban kiemelkedd szerepe van. Az IL-16 és az AD sulyossaga kozotti kapesolatot
szamos klinikai vizsgalat bizonyitja, ezért a szérum IL-16 szint megfelelé markernek tlinhet a
betegség aktivitdsdnak mérésére. Ugyanakkor a szérum IL-16 szint és az allergias
szenzitizacido mértéke kozotti kapcsolatot AD-ben korabban még nem irtak le.

Tanulmanyunkban els¢ 1épésben kimutattuk, hogy AD-s betegekben a szérum IL-16
szint szignifikdnsan magasabbnak adddott az egészséges kontrollokhoz viszonyitva. Sot
szignifikéans kiilonbség volt az AD-s betegek ¢€s a psoriasisos betegek kozott is. Eredményeink
Osszecsengenek Masuda és munkacsoportja eredményeivel, mivel 0k is azt talaltak, hogy az
AD-s betegek szérum IL-16 szintje szignifikansabb magasabb a psoriasisban mért értékekhez
képest. Ok arra a kovetkeztetésre jutottak, hogy a kifejezettebb monocita/makrofag infiltracio
az atopias betegek dermiszében az egyik lehetséges oka a magasabb szérum IL-16 szintnek.
Ezen til a Th1/Th2 egyensuly kozotti kiillonbség a két betegségben szintén hozzajarulhat az
eltérd szérum IL-16 szintekhez.

AD-ben széles korben vizsgaltak a magas szérum IL-16 szint és a kiillonboz0 klinikai és
laboratoriumi paraméterek kozotti Osszefiiggéseket. Bar az IL-16 altalaban jol korrelal a
betegség sulyossagat jelz0 SCORAD indexszel, az egy€b laboratoriumi paraméterekkel valod
Osszefiiggésekrol kapott eredmények ellentmonddsosak az irodalomban. Frezzolini ¢és

munkacsoportja nem talalt 6sszefiiggést a szérum total IgE és a szérum IL-16 szintek kozott,
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mig Masudaék pozitiv korrelaciét mutattak ki az IgE és az IL-16 kozott, valamint az 1L-16 és
az AD-s erupcios index kozott.

Sajat vizsgalatainkban, amikor a szérum IL-16 szint €s a stilyossagi paraméterek kozotti
Osszefiiggést vizsgaltuk, gyenge korrelaciot allapitottunk meg a szérum IL-16 szint és a
SCORAD index kozott, bar az r koefficiens értéke 0,27-nek adddott, ami nagyon kozel van a
statisztikai hatarértékhez. Ezt az eredményt az esetszam emelése valdsziniileg pozitiv
iranyban modositotta volna. Szignifikans korrelaciot talaltunk a szérum IL-16 és a szérum
total IgE szintek kozott, mig a szérum IL-16 szint és az eozinofil sejtszam kozott nem volt
detektalhatd Osszefiiggés. A betegek tlineteinek sulyossagat a SCORAD index jol tudja
jelezni, az IgE szint és az eozinofil sejtszam ennél sokkal gyengébb jelzdje a betegség
sulyossaganak. A szérum total IgE vizsgalata soran megallapitottuk, hogy pozitiv, bar nem
szignifikans korrelacio 4ll fent a szérum total IgE és a SCORAD index kozott, ugyanakkor
szignifikans Osszefliggést detektaltunk a szérum total IgE és az eozinofil sejtszam kozott.

Miutan a betegség sulyossagat ugy tlint, hogy az IL-16 szint nem tudja megfeleléen
jelezni, megvizsgaltuk, hogy van-¢ Osszefiiggés a betegek allergias szenzitizaciojaval.
Specifikus IgE méréssel és Prick teszttel hataroztuk meg az allergids szenzitizacié mértékét,
¢s ez alapjan az AD-s betegeket szenzitizalt és nem szenzitizalt alcsoportokra osztottuk. Az
alcsoportokban tovabb elemeztik a szérum IL-16 és a szérum totadl IgE szinteket.
Eredményeink szerint a szérum IL-16 szintje szignifikdnsan emelkedett volt a szenzitizalt
alcsoportban a nem szenzitizalt csoporthoz képest, de csak abban az esetben, ha a
szenzitizaciot a specifikus IgE-vel hataroztuk meg. A szérum totdl IgE szintje mindkét
modszerrel mért szenzitizidlt alcsoportban szignifikdnsan emelkedett volt a nem szenzitizalt
alcsoportokhoz képest. Eredményeink azt mutatjdk, hogy bar a szérum IL-16 mutat
Osszefiiggést az allergids szenzitizacid mértékével, ez a kapcsolat nem olyan erds, mint
ahogyan a szérum total IgE esetében lattuk.

A korabbi tanulmanyok leirtdk, hogy AD-s betegek periférids vérében mind a CD4",
mind a CD8" T sejtek Th1 tipusi citokin termelése karosodott és a Th2/Th22 tipusu citokinek
domindlnak. Akut bér 1ézidkban a kordbban leirt Th2 dominancia mellett a Th22 sejtek
jelenlétét is leirtdk, mely T sejt eloszlas a kronikus 1ézidkban is fennmarad. Ugyanakkor a
bdrben ezzel egy idében megfigyelhetd a Thl tipust sejtek infiltracidja is. Ezen jellegzetes T
sejt megoszlasért a DC-k feleldsek. A DC-k azonban nem csupan a T sejt polarizalo
képességilikkel, hanem sajat jelentdés proinflammatérikus citokin termelésiikkel is
hozzajarulnak az AD-s bdrben zajlé gyulladas létrejottéhez. A DC-k érése és funkcidja,

vagyis T sejt alcsoportokat differenciald és citokin termelé képessége alapvetden fiigg DC
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szoveti mikrokornyezettél. Ennek a szoveti mikrokornyezetnek AD-ben fontos eleme a
Staphylococcus aureus kolonizacid, mely a betegek 80-100%-ara jellemzd és korrelal a
betegség sulyossagaval. A SEB superantigénként viselkedik, képes penetralni az epidermiszbe
¢s a dermiszbe, ami poliklonalis T sejt aktivacidhoz ¢és professzionalis illetve nem
professzionalis antigénprezentalo sejtek (APC) indukaldsdhoz vezet. A SEB jelenlétében
tenyésztett human DC-k Th2 polarizaciét indukéalnak, valamint a SEB serkenti a CD4" T
akut, mind a kronikus ADs bdrben, hogy a keratinocitdk fokozottan termelnek TSLP-t,
koszonhetden a diszfunkcionalis barriernek és a proinflammatoérikus citokinek jelenlétének. A
TSLP stimulacio f6 hatasa, hogy Th2 immunvalaszt valt ki és hozzajarul az APC-k
tuléléséhez és éréséhez. Az utobbi évek kutatasai megerdsitették, hogy a monocytak mellett a
vér CD1c" DC-k is lehetnek a szdveti CD1c” DC-k eldalakjai (preDCk). AD-ben sok adat
ismert a bérben elhelyezkedd DC-krdl, de vérben keringd eldalakjaikrdl igen kevés.

Eredményeink alapjan a kdvetkezé harom kovetkeztetést vontunk le:

Az atopias betegek nem stimulalt, keringé mDC-i képesek az dsszes altalunk vizsgalt T
sejt (Thl, 2, 17, 22) polarizal6 citokin termelésére hasonléan a kontroll sejtekhez, bar az
atopias mDC-k a Th2 (IL-2, CCL17) és Th22 (IL-6, TNFa) iranyba polarizal6 citokineket
mar a keringésben is nagyobb mennyiségben expresszaltak a nem atopias mDC-khez képest,
s0t a CCL17 és a TNFa esetében a kiillonbségek szignifikansnak adodtak. Azt is
megfigyeltiik, hogy az atopidas mDC-k nagy szazalékban tartalmaztak dekondenzalt sejtmagot
az egészséges egyénekhez képest, és altalaban elmondhatoé, hogy a citokin termelésben
megfigyelt valtozdsok is ezekhez a megnagyobbodott, dekondenzalt kromatin tartalmu
sejtekhez voltak kothetdek. Ez alapjan mi ugy gondoljuk, hogy ezek a sejtek un. ,,preaktivalt”
allapotban vannak.

Masodszor, tanulmanyunkban kimutattuk, hogy az AD-s betegekbdl szarmazo és a
kontroll mDC-k eltéréen reagalnak a specifikus, AD-s bérre jellemzé szoveti
mikrokornyezetre. Amikor az mDC-ket SEB és TSLP jelenlétében tenyésztettiik, mellyel egy
AD-re jellemzd szoveti kornyezetet modelleztiink, az atopias mintakban a Th2- és Th22-
polarizald citokinek szintjeinek emelkedése statisztikailag szignifikdnssa valt az egészséges
kontrollokhoz viszonyitva. Fujita és munkatarsai szintén megerdsitették a frissen izolalt bor
eredetli rezidens és inflammatorikus DC-k pluripotens Th-sejt (Thl, Th2, Thl7, Th22)-
polarizald kapacitasat, és kiemelték, hogy a betegség-specifikus Th sejt alcsoportok
megjelenését a bdrben elsédlegesen a kronikus gyulladasra jellemz6é szoveti kornyezet

hatarozza meg. Egy hasonl6 kisérleti rendszerben, Reefer és munkacsoportja kimutatta, hogy
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a DC-T sejt kokulturakban TSLP, allergén vagy SEB stimuléci6 hatdsara az AD-s mintdkban
a Th2-tipusu citokinek jellemzdek, bar ebben a tanulmanyban nem vizsgaltak a Th22 citokin
expressziot. Kisérleteinkben tovabba megfigyeltiik, hogy a nem stimulalt mDC-k mind az
AD-s mintdkban, mind a kontrollokban képesek Thl iranyban polarizalni, azonban ez a
képesség az atopids mDC-k esetén karosodik stimulaciot kovetden. Hasonldoan a mi
eredményeinkhez, Lebre és munkatarsai azt taldltik, hogy a CDI1c" DC-k funkcidja
kérosodott AD-ben, mivel ezen sejtek nem képesek Thl immunvélaszt indukdlni, még
erételjes Thl stimulus jelenlétében sem.

Mivel az mDC-k alacsony szamban fordulnak elé a periféridas vérben, és limitalt a
rendelkezésre all6 vérmennyiség, kiillondsen gyermekkorban, ezért kihivas ezeknek a
sejteknek a direkt funkciondlis vizsgalata a betegekben. Mégis e vizsgalatok eredményei talan
jobban reflektdlnak a fiziologias feltételekre. Ebbdl kiindulva, kisérleteinket frissen izolalt
periférias vér eredeti CDIc (BDCA-1)+ mDC-ken végeztiikk targylemez-alapti citometria
segitségével. Harmadik megallapitdsunk az volt, hogy az LSC egy hasznos eszkéz az mDC
direkt funkcionalis vizsgéalatira in vitro. Tudomdsunk szerint, mi vizsgaltuk el0szor direkt
modon a keringé mDC-k intracellularis citokin profiljat és aktivacidjat AD-s betegeken egy
multiparaméteres 1ézer pasztazd citométer hasznalataval. Ezzel a targylemez alapu
technikéaval lehetévé valik kis sejtszamu minték (10° vagy kevesebb) vizsgélata statisztikailag

relevans eredményekkel.

Bér szdmos bizonyiték van az iNKT sejtek autoimmun betegségekben és fertézésekben
betegségekben. Humdén asztméban az iINKT sejtek szerepére vonatkoz6é adatok
ellentmondasosak, mivel néhdny kutatd szerint az iNKT sejtek alacsony szdmban vannak
jelen az asztmas egyének légutjaiban, mig masok ennek az ellenkezdjét allitjadk. Az iNKT
sejtek nagy mennyiségben képesek Thl €s Th2 citokineket termelni stimulécidt kdvetden,
mely arra utal, hogy szerepet jatszhatnak mas atopias betegségek patogenezisében is, pl.: AD-
ben. Eddig kevés és ellentmondd adat van az iNKT sejtek szerepérél AD-ben; az
ellentmondasos eredmények a sejtek azonositdsara hasznalt kiilonb6zé metodikdk eltérd
érzékenységébdl ¢és specificitasabol adodhatnak. Jelenleg a CDI1d multimereket vagy az
invarians TCRa lanc specifikus 6B11 monoklondlis antitesteket tartjdk a legmegfelelobb
markereknek az INKT sejtek flow citometrias azonositasara.

A jelen vizsgalatban anti-CD3/6B11 mAb kombinéciot hasznaltunk az iNKT sejtek

azonositasara, és kimutattuk, hogy ezen sejtek szazalékos aranya €s szdma szignifikansan
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csokken az AD-s betegek periférids vérében az egészséges kontrollokhoz viszonyitva. A mi
vizsgalatainkban az iNKT sejtek szdma a kontrollokban magasabbnak adddott, mint a mas
csoportok altal kozolt adatok. Nalunk az egészséges egyének atlagéletkora 18 év volt, ezért
ugy gondoljuk, hogy a kontroll populacio fiatal kora magyarazat lehet az iNKT sejtek
emelkedett szamara. Masrészrél a magas egyéni variancia az iINKT sejtek gyakorisagaban
szintén magyarazat lehet. Nem talaltunk eltérést a total T sejtek és a CD4/CD8 alcsoportok
szamaban AD-ben, ezért az iNKT sejtek csokkent gyakorisdga nem a T sejt populaciok
eltéréseibol adddott. Az eredményeinkkel 6sszhangban 4 korabbi publikacié kozolt adatokat
az INKT sejtek csokkent szamardl AD-ben, €s 2 csoport talalta emelkedettnek ezen sejtek
szamat. Ezek az ellentmondéasos eredmények arra utalnak, hogy tovabbi vizsgalatok
sziikségesek, mivel nemcsak az alkalmazott modszerek kiilonbozésége okozhat eltérd iNKT
szamadatokat, de a kivalasztott betegek (extrinzik-intrinzik AD, enyhe-kozépsulyos-sulyos
AD) kozotti eltérések is. Fontos hangstlyozni, hogy a fent emlitett tanulmanyok koziil csak
egy alkalmazta ugyanazt a moédszert, mint mi.

Az iNKT sejtek CD4/CD8 alcsoportjainak fenotipusos elemzésével parhuzamosan azt
vizsgaltuk, hogy melyik alcsoport a f6 oka a csokkent iINKT sejtszamnak AD-ben. Az
egészséges kontrollokban azt talaltuk, hogy a CD4°CD8 és a dupla negativ (DN) a
leggyakoribb iNKT alcsoport, és a két tipus egyforma aranyban fordul elé; a CD8'CD4
INKT sejtek kozepes aranyban talalhatoak meg, mig a dupla pozitiv (DP) sejtek fordultak el
a legkisebb szamban. Montoya és munkatarsai egészséges kontrollokban hasonlo6 eloszlasokat
kozoltek az iINKT alcsoportokat vizsgalva, ugyanakkor olyan tanulményok is késziiltek, ahol
az alcsoportok eltéré gyakorisagban fordultak el6. AD-s betegek periférias vérében a
legnagyobb eltérést a DN iNKT alcsoport esetén figyeltiik meg. Bar AD-ben minden iNKT
alcsoport csokkent szamban fordult eld, csak a CD4~ (DN and CD4 CD8") iNKT alcsoportok
értékei voltak szignifikdnsan alacsonyabbak. A legerdsebb pozitiv korrelaciot a DN iNKT és a
total iNKT sejtek kozott talaltuk. Ezek az eredmények dsszecsengenek a korabbi tanulmanyok
eredményeivel. Takahashi és munkacsoportja vizsgalataiban a CD4 CD8" és a DN iNKT
alcsoportok szama csokkend tendencidt mutatott, mig Oishi¢k nagymértékii csokkenést
detektaltak a DN iNKT alcsoport szamat vizsgalva asztmas és AD-S betegekben. Ezen
eredményekkel szemben néhdny kutatocsoport szignifikdnsan csdkkent CD4" iNKT
Osszetételt talalt az AD-s betegek periférids vérében. A fent felsorolt ellentmondo6 eredmények
oka ismeretlen, de egyrészt adddhat az eltérd betegcsoport valasztasbol, masrészt az eltérd
kapuzasi technikdbol, mellyel a CD4" és CD8" iNKT alcsoportok el lettek valasztva,

nevezetesen, hogy a kis mértékben pozitiv sejteket is kapuztak-e.
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Az iNKT alcsoportok elkiilonitése azért nagyon fontos, mert a kiilonb6z6 alcsoportok
eltérd funkcidval rendelkezhetnek; tovabbd a  kiilonbozd  alcsoportok — kozotti
keresztszabalyozas nagyban befolydsolja a sajat és idegen antigénekre adott immunvalaszt.

gészséges egyénekben a keringd CD4" iNKT sejtek mind Thl, mind Th2 citokineket
(IFNy, IL-4, és IL-13) képesek termelni, mig a DN iNKT alcsoport sejtjei foleg Thl
citokineket (IFNy, TNFa) expresszalnak. A patogének eliminacidjat és a tumor rezekciot
altalaban a Thl-es immunvalaszhoz kotik, mig az iNKT sejtek altal kozvetitett Th2 valaszok
kozé a tolerogén mechanizmusok tartoznak. Mivel az iNKT sejtekre vagy éppen az
alcsoportok sejtszamara vonatkozd adatok funkciondlis vizsgalatok nélkiil hidnyosak, igy
intracellularis IFNy és IL-4 citokin méréseket is végeztiink. Az 0ssz IFNy expresszioja
csokkent, mig az IL-4 termelést emelkedettnek adodott AD-ben az egészséges kontrollokhoz
viszonyitva, bar ezek az eltérések nem voltak szignifikdnsak. Masrészrol, ezek a funkcionalis
eltérések szignifikdnsnak adoédtak, ha a DN alcsoportot vizsgéaltuk. A DN iNKT sejtek AD-
ben szignifikansan kevesebb IFNy-t és szignifikansan tobb IL-4-t termeltek a kontrollokhoz
viszonyitva. Legjobb tudomésunk szerint, ez az elsé kdzlemény, mely kimutatta, hogy a DN
iINKT sejtek citokintermelése eltér AD-s betegekben. Az iNKT sejtek csokkent szdmara ¢és
eltér6 funkcidjara vonatkozd eredményeink jO Osszhangban vannak a korabbi
tanulmanyokkal, melyek azt talaltak, hogy az atopias betegek emelkedett plazma IL-18 szintje
korreldl az INKT sejtek csokkent szamaval és diszfunkcidjaval. Lind és munkatarsai azt
talaltak, hogy a megemelkedett plasma IL-18 gatolja az INKT sejteket, és hogy ez a
diszregulacio szerepet jatszhat az AD patogenezisében.

Az tovabbra is megvalaszoland6 kérdés, hogy a total iNKT sejtek vagy az alcsoportok
szdmanak ¢és citokin expresszidjanak eltérései elsddleges patogenetikus faktorok az AD
kialakulasaban vagy a betegség a periférias vérben megemelkedé Th2 tipusu citokinek
kovetkezménye. Az iNKT sejtek csokkent szama ¢€s eltérd citokin termelése a tovabbiakban
vezethet a kdrosodott immunregulatoros kapacitasukhoz, mely hozzdjarul az AD-re jellemzd
karakterisztikus citokin milid és a kronikus gyulladas kialakuldsahoz.

Osszefoglalva, AD-ben az iNKT sejtek szignifikdnsan eltéré szama és citokin termelése

arra utal, hogy ezeknek a sejteknek fontos szerepe lehet a betegség patogenezisében.
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Munkank elsé részében az innate immunvalasz egyik kulcsmolekulajanak, az IL-16-
nak, mint lehetséges biomarkernek a szerepét tanulmanyoztuk AD-ben. Eredményeink szerint
a betegek szérumdban az egészségesekhez €s a psoriasisos betegekhez képest a szérum IL-16
szint szignifikdnsan magasabbnak adodott. Amikor az IL-16 szint és a stlyossagi paraméterek
(SCORAD, total IgE, eozinofil sejtszam) kozotti dsszefliggést vizsgaltuk, tigy tlint, hogy az
IL-16 szint nem tudja megfelelden jellemezni a betegség aktivitasat, ezért megvizsgaltuk,
hogy a betegek allergias szenzitizaltsagat képes-e jelezni. Azt talaltuk, hogy bar a szérum IL-
16 mutat Osszefiiggést az allergias szenzitizacio mértékével, kevésbé alkalmas marker a
betegség sulyossaganak ¢€s az allergias szenzitizacié mértékének jelzésére.

A DC-kel végzett kisérleteink eredményei alapjan harom kovetkeztetést vontunk le: Az
atopias betegek nem stimulalt, keringd mDC-i képesek az dsszes altalunk vizsgalt T sejt (Thl,
2, 17, 22) polarizald citokin termelésére, azonban a jellegzetes Th2/Th22 polarizalo képesség
mar ekkor felismerhet6 és a sejtek egy csoportja pre-aktivalt allapotban van a vérben. Egy
AD-re jellemz6 szoveti kdrnyezetben az atopias mintakban a Th2/Th22 polarizald képesség
tovabb fokozodott, a Thl polarizald képesség karosodott. Harmadik megallapitasunk az volt,
hogy az altalunk hasznalt LSC egy hasznos eszk6z az mDC direkt funkcionalis vizsgalatara in
vitro.

Az INKT sejtekkel végzett kutatasaink alapjan megallapitottuk, hogy ezen sejtek
szazalékos ardnya és szama szignifikdnsan csokken az AD-s betegek periférias vérében az
egeészséges kontrollokhoz viszonyitva. Az iNKT sejtek CD4/CDS alcsoportjainak fenotipusos
elemzésével kimutattuk, hogy a CD4'CD8" és a DN a leggyakoribb iNKT alcsoport. Ezen
sejtek funkciondlis vizsgalata alapjan megallapitottuk, hogy az iINKT sejtek 6ssz IFNy
termelése csokkent, mig az Ossz IL-4 termelése emelkedett AD-ben a kontrollokhoz
viszonyitva, ugyanakkor ezek a funkcionalis eltérések csak akkor adodtak szignifikansnak,
amikor a DN alcsoportot vizsgaltuk.

Jelen vizsgalataink tehat hangsulyozzak, hogy a velesziiletett immunvalasz Kifejezetten
karosodott AD-ben, melyr6l korabban azt gondoltak, hogy féleg az adaptiv immunvalasz

elemei befolyasoljak.
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igazgatoinak, Remenyik Eva professzor asszonynak és Hunyadi Janos professzor urnak, az
OMNINVEST Kift.-nek, hogy lehetové tették szamomra a doktori értekezésemhez sziikséges
kisérletek elvégzését.
Koszonettel tartozom  Boérgyogyaszati  Klinikai  kutatdo  laboratoriumaban  dolgozd
munkatarsaimnak és a Szegedi Andrea professzor asszony altal vezetett munkacsoport
tagjainak (Dr. Gaspar Krisztian, Mocsai Gabor, Dr. Kapitany Anikd, Dajnoki Zsolt, Dr.
Boross Gabor, Dr. Emri Eszter, Dr. Mik6 Edit) idejiikért, tanacsaikért s tdimogatasukért.

Kiilon koszonet illeti a kollaboracios munkdban résztvevd hazai ¢és kilfoldi
munkatirsaimat, a Debreceni Egyetem Belgyogyaszati Intézet, III. Belgyogyaszati Klinika
Regiondlis Immunoloégiai Laboratoriumbdl Dr. Barath Sandort és Dr. Gyimesi Editet, az
Immunoldgiai IntézetbSl Rajnavolgyi Eva professzor asszonyt és Nagyné Kovacs Erzsébetet,
az Elettani Intézetb6l Bird Tamas professzor urat, Dr. Dobrosi Norat és Dr. Toth Istvan
Balazst, valamint a Biofizikai és Sejtbiologiai Intézet laborjanak munkatarsait, Dr. Bacso
Zsoltot és Minh Doant munkajukért, szakmai tudasukért és épitd tanacsaikeért.

Szeretnék koszonetet mondani Csaladomnak szeretetiikért €s tdimogatasukert.

Munkamat tamogatta az Orszagos Tudomanyos Kutatasi Alapprogram, OTKA
K108421 és OTKA-PD 112077, a TAMOP-4.2.2-08/1-2008-0019, a TAMOP-4.2.2.A-
11/1/KONV-2012-83-0023-"DEFENSE-NET”, a  GINOP-2.3.2-15-2016-0050  szamu
projektek (A projektek az Europai Unio tamogatasaval, az Europai Regionalis Fejlesztési
Alap tarsfinanszirozasaval valosultak meg.), valamint a TAMOP-4.2.2/B- 10/1-2010- 0024. -

A Debreceni Egyetem tudomanyos képzési mithelyeinek tdmogatésa palyazat.
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