A szoveti atépiilés valamint az autoimmunitas kapcsolata sulyos, terapia rezisztens

atopias dermatitisben

Az allergias betegségek diagnosztikaja és kezelése nagy tarsadalmi terhet jelent a fejlett
orszagokban. Ezen korképek kozé tartozik az atdpias dermatitis (AD), melynek fontossaga
nem csupan gyakori eléfordulasaban és kronikus jellegében rejlik, hanem abban is, hogy
megfeleld kezelése csokkentheti a késobbi ¢letkorban a betegeknél gyakran jelentkezd 1éguti
allergias szenzitizacio, rhinitis allergica illetve asthma bronchiale kialakulasanak esélyét. Az
AD prevalencidja a 2. vilaghdboru 6ta novekszik és néhany foldrajzi tertileten 20-Szoros
novekedést mutat. Europaban a betegség prevalenciaja gyerekeknél 10-20%, hazankban 17%,
mig a prevalencia felndttekben 0,5-1%. Munkank soran a sulyos, terapia-rezisztens AD
hatterében 4ll6 immunoldgiai mechanizmusokat, a szdveti atépiilést, a bor barrier
elvaltozésokat és ezek kapcsolatdt vizsgéltuk. Véleményiink szerint a betegség sulyos
formajanak hatterében allo eltérések pontosabb megitélése a sikeresebb kezelések alapja lehet
ennél a jelenleg igen nehezen kezelheté AD csoportnal.

Az INKT sejtek tanulmanyozasa AD-s betegek periférias vérében

Mivel csak kevés és egymdasnak ellentmondd eredmény ismert az iNKT sejtek szamarol és
funkcidjarél AD-ben, ezért a teljes iNKT szamot, az alcsoportok gyakorisagat és a sejtek
funkcigjat vizsgaltuk a betegek periférids vérében sejtfelszini festéssel, intracellularis citokin
festéssel és aramlési citométerrel. A keringd iNKT sejtek szdmanak atlaga szignifikansan
alacsonyabb volt a beteg populacioban az egészségesekhez viszonyitva. Az iNKT sejt 4
alcsoportjat vizsgalva [CD4°'CD8~, CD4 CD8", dupla negativ (DN), dupla pozitiv (DP)]
csokkenést talaltunk mind az abszolut szam, mind a szazalék tekintetében és a legkifejezettebb
korrelacid a teljes sejtszam ¢és a DN alcsoport sejtszama kozott volt. Nem talaltunk
Osszefiiggést az iNKT sejtszam valamint az életkor, vagy a nem, vagy a betegség sulyossaga
illetve a szérum teljes IgE szintje, vagy a vér LDH szintje kozt. Az iNKT sejtek funkciojanak
vizsgalatakor az intracellularis IFNy expresszid csokkent, mig az IL-4 nétt a teljes iINKT
sejtcsoportban AD-s betegekben. A DN iINKT alcsoport AD betegekben szignifikansan
alacsonyabb IFNy és magasabb IL-4 szintet mutatott az egészségesekhez viszonyitva. A masik
3 INKT alcsoport esetében nem volt kiilonbség az intracellularis IFNy és IL-4 szintekben a
betegek és az egészségesek kozott. Osszefoglalva, az iNKT sejtek feltehetden szerepet
vallalnak az AD pathogenezisében amit szdmukban és funkcidjukban talalt szignifikéns
eltérések valoszinisitenek.

Interleukin (IL)-16 szint és allergias szenzitizacio vizsgalata AD-s betegekben



Az IL-16 citokinnek kemotaktikus hatasa mellett gyulladast elésegité és immunregulatoros
szerepe is ismert. Célunk volt megvizsgalni a szérum IL-16 szint, és az allergias szenzitizacio
kozti Osszefliggést AD-s betegeken. A szérum IL-16 szintet ELISA modszerrel hataroztuk
meg, tovabba az eosinophil sejtszamot, a szérum teljes IgE ¢s specifikus IgE szintjét mértiik,
¢és Prick tesztet végeztiink a betegeken. A specifikus IgE és a Prick teszt alapjan a betegeket
szenzitizalt, és nem-szenzitizalt csoportokra osztottuk, és ugy a teljes betegcsoportban, mint az
alcsoportokban a szérum IL-16 szint, teljes IgE szint és eosinophil sejtszam kozti korrelaciot is
vizsgaltuk. A teljes AD betegcsoportban szignifikansan magasabb szérum IL-16 szint volt az
egészségesekhez és a psoriasisos betegekhez viszonyitva. Szignifikdns korrelaciot mutatott az
IL-16 és teljes IgE szint, a teljes IgE szint és az eosinophil sejtszam, de nem volt 6sszefliggés
az IL-16 és az eosiophil szam kozt. A szenzitizalt, és nem-szenzitizalt csoportokat
Osszehasonlitva az IL-16 szint szignifikdns kiilonbséget mutatott a specifikus IgE alapjan
létrehozott alcsoport felosztasokban, de nem a Prick teszt eredményei altal felosztottban.
Ugyanakkor a szérum teljes IgE szint szignifikans kiilonbséget mutatott a szenzitizalt, ¢s nem-
szenzitizalt csoportokat dsszehasonlitva. Osszefoglalva tehat az AD-s betegek 1L-16 szintje
korrelalt bizonyos vizsgalatokban az allergias szenzitizacio jelenlétével, de ez nem volt olyan
erds Osszefliggés, mint a teljes IgE szint és az allergias szenzitizacio kozti kapcsolat.

Szoveti atépiilés atopias borgyulladasban

Az AD sulyos, kronikus formdjaban szenvedd betegek bore megvastagodott, szaraz, hamlo,
lichenifikalt, és a nem-gyulladdsos idészakban is a normalistol eltéré szovettani szerkezetet
mutat. A szerkezeti eltérés hatterében 4llo atalakulasi folyamatot szoveti atépiilésnek hivjuk,
mely sordn mind a hamban, mind az irhdban valtozasok mennek végbe. Célul tiztiik ki az
atéptlilés regulaciojanak hatterében 4ll6 kemokin-medidlta kommunikacios ttvonalak
felderitését atopias boérgyulladasban. A normal human dermalis fibroblasztok (NHDF)
kemokin receptorait aramlési citométerrel és immunhisztokémiai (IHC) modszerrel vizsgalva
azt tapasztaltuk, hogy a CCR3-t nagymértékben expresszaljak a sejtfelszinen és ugyanezt
tapasztaltuk AD-s betegek borébdl szarmazo biopszias anyagban is. Megvizsgaltuk tovabba a
CCR3 és ligandjainak (CCL5, CCL8, CCL11, CCL24, CCL26) expresszios profiljat gPCR
technikaval és THC-val AD-s betegekben, egészségesekben és egyéb gyulladasos korképekben
(psoriasis, prurigo) szenveddkben, mely alapjan a CCL26 bizonyult a leginkabb AD-
specifikus CCR3 kemokinnek. Majd a CCL26 regulacidés utvonalait vizsgaltuk primer
epidermalis keratinocitakon (PEK) és NHDF-ken qPCR modszerrel, és azt tapasztaltuk, hogy
a PEK-k alacsony CCL26 termelése szignifikansan emelkedett gyulladasos Th2 citokinek (IL-
4 and IL-13) hatasara. Majd funkcionalis vizsgalatokkal (fibroblaszt proliferacio,

intracellularis Ca** mobilizacio, sejt migracid, és repair-kapacitas mérése) a CCR3 aktivitasat



mutattuk ki NHDF-n. Osszességében eredményeink megmutattik, hogy a CCR3 megjelenik,
¢s funkciondlisan aktiv a NHDF-n, tehat a kemokinek altal vezérelt epidermo-dermalis
kommunikécids utvonalak fontos szerepet jatszanak az atopias boérgyulladdsokban tapasztalt
szoveti atépiilés kialakulasaban.

Lipoxygenaz és cyclooxygenaz medialt szignalok vizsgalata AD-s betegek periférias
vérében

A lipoxygenazok (LOX) és a cyclooxygenazok (COX) a PUFA bioaktiv prosztaglandinokka,
leukotriénekké, thromboxanokka vald alakulasanak f6 enzimjei. A LOX és COX utvonalak
igen fontosak szamos gyulladasos betegségben (pl. AD) pro- és anti-inflammatorikus aktiv
metabolitjaik szintézise és lebontasa révén. Vizsgalatainkban (QPCR) az 5-LOX, 12-LOX, 15-
LOX ¢s COX utvonalak, valamint egyéb enzimatikus ttvonalak szignifikansan
alulmiikodének mutatkoztak AD-s betegek periférias vérében (PBMC) egészségesekhez
viszonyitva. Ezen tilmenden HPLC-vel eicosapentaensav (EPA), docosapentaensav (DHA) és
arachidonsav (AA) 19 metabolitjat hataroztuk meg, valamint a LOX és COX metabolizmus
tovabbi bioaktiv derivatumait (thromboxanok, leukotriének, prosztaglandinok és protektinek).
AD-s betegek periférias vérében a LOX és COX utvonalak alul-regulaltak, igy ez csokkenti az
eicosanoid/docosanoid szintézist az allergias gyulladas soran az egészségesekhez viszonyitva.
Kapcsolat a sulyos bérgyulladas és a barrier karosodasok kozt AD-s betegekben

A ham filaggrin (FLG) deficiencigja jol ismert prediszponald faktor az AD kialakulasara. Az
alacsony FLG expresszié haploinszufficiencia, vagy szerzett modon, stlyos gyulladas
kovetkeztében alakulhat ki. Célunk volt meghatirozni azokat a klinikai és biokémiai
paramétereket, amik FLG mutacio, illetve amik szerzett FLG karosodas mellett kialakuld6 AD-
hez kotottek. Az AD-s betegek 10 beosztasat vezettiik be az FLG mutacié jelenléte és a
klinikai sulyossag alapjan, és 3 csoportot alakitottunk ki: enyhe-kozépsulyos vad-tipus (A),
stlyos vad-tipus (B) és sulyos mutans (C). Mindharom csoportban klinikai és laboratoriumi
vizsgalatokat végeztiink. A két sulyos klinikai csoport (B és C) betegei nem kiilonboztek a
szignifikansan a barrier funkciot illetden, mig az A csoport betegei jobb eredményeket
mutattak a masik 2 csoportnal. Ugyanakkor szignifikans kiilonbséget talaltunk a B és C
csoport betegei kozt az allergias szenzitizacio tekintetében. Ezek alapjan lathatd, hogy a bor
barrier funkci6 korrelal a bdérgyulladés sulyossagaval, és mind az FLG mutdns, mind a vad-
tipusban hasonld mértékben karosodott, mig a FLG mutdns betegek esetén az allergids
szenzitizacid kockazata nagyobb a vad-tipushoz viszonyitva.

A myeloid dendritikus sejtek tanulmanyozasa AD-S betegek periférias vérében

AD-ben nem pontosan ismert, hogy mikor és hol keriilnek a keringé myeloid dendritikus

sejtek (MDC) olyan allapotba, hogy az atopias karakterre jellemzé T sejt polarizaciot



elinditsak. A kisérleti modellrendszeriinkben thymic stromal lymphopoietin (TSLP) és
Staphylococcus enterotoxin B (SEB) altal hoztunk létre AD-specifikus szoveti
mikrokdrnyezetet mDC sejttenyészetben. Vizsgaltuk, hogy az AD-S betegek és egészségesek
periférids vérébdl izolalt mDC-k kiillonboznek-e citokin expresszios profilukban (de novo) és
vajon valtozik-e TSLP és SEB stimulacié hatasara a sejtek T sejt-polarizalé citokin profilja.
Multiparaméteres szkenneld lézer citometria (LSC) segitségével hataroztuk meg a T sejt-
polarizald citokin profilt (IL-2, CCL17, IL-6, TNF-a, 1L-12p40/p70, TGF-B, IL-10 and IL-
23p19) és a mintak egyéb sejtes tulajdonsagait AD-S betegek és egészségesek vérében.
Eredményink szerint az AD-S betegekbdl szarmazé nem stimulalt mDC-k eldaktivalt
allapotban vannak és pluripotens T sejt-polarizald kapacitassal rendelkeznek, tovabba a bor
mikrokornyezet jelenléte elengedhetetlen az mDC betegség-specifikus aktivitasanak (Th2-
Th22 polarizald kapacitas) kialakulasaban. Hangsulyozzuk még, hogy az mDC-k kozvetlen
vizsgalatdban az LSC megfeleld technika az 10j, célzott DC-terapidk hatasanak
tanulmanyozésara.

Regulativ T sejtek AD-ben

Célunk volt bemutatni, vajon az aktiv effektor T sejtek jelenléte AD-ben fligg-e a regulativ T
sejtek (Treg) szamanak, vagy funkcidjanak valtozasatol. Egészségesekben és AD-s betegekben
hatéroztuk meg (4ramlasi citometria) a CD4*CD25”"™CD127"™FOXP3* ¢s a bérbe vandorld
CLA'CD4'CD25"""™FOXP3* Treg sejtek szazalékos eléforduldsat és annak korrelaciojat a
stimulacidé utan vizsgaltuk. AD-s betegekben szignifikdnsan magasabb volt a Treg sejtek
szazalékos el6fordulasa az egészségesekhez viszonyitva és a sejtszam a betegség
sulyossagaval is szignifikdnsan korrelalt. A Treg-ek normalis szuppresszor aktivitasa csokkent
SEB jelenlétében. A SEB folyamatos jelenléte az AD betegek boérén a Treg-ek szerzett
funkcionalis kdrosodéasanak létrejottét triggerelheti. A megndvekedett Treg szam és a betegség
stlyossaga kozti korrelacio a sejtek fontos szerepére utal AD-ben.

Az immun medialt gyulladas vizsgalata egyéb borbetegségben

Az AD kutatisokkal szoros Osszefiiggésben munkacsoportunk folyamatosan végez
vizsgalatokat psoriasisban ¢és autoimmun kronikus urticariaban (ACU) is, sokszor az AD
gyulladasanak egyféle kontrolljaként tekintve ezen korképekre. Egy ilyen kutatasunkban a
korai és a késdi életkorban manifesztalodd psoriasis klinikai és epidemioldgiai jellemzdit
vizsgaltuk, kiilonds figyelmet szentelve az egyes altipusokkal asszocidlt ko-morbiditasok
jelenlétére. Multicentrikus adatgytijtésiink soran 0Osszefiiggéseket kerestiink a diagnézis
felallitasanak idOpontja, és a binaris ko-morbiditasi kimenetelek kozt az életkorra és egyéb

lényeges faktorokra illesztett tobbszords logisztikus regresszios analizis alkalmazaséaval.



Pozitiv csaladi anamnézis, psoriasisos arthritis, és depresszio eléforduldsanak prevalencidja
emelkedett a korai életkorban kialakuldé psoriasisos betegekben. Ugyanakkor a késéi
kialakuldsu forma esetén gyakrabban fordult elé obezitas €s nagyobb haskorfogati értékek a
korai formahoz viszonyitva. A psoriasis megnovekedett csaladi eléfordulasa korai életévben
psoriasisossa valt betegeknél azt sugallja, hogy a psoriasis fiatalabb ¢letkorban valo
kialakulasaban erdsek lehetnek a genetikai hatasok. Ugyanakkor hasonloan fontos sszefiiggés
lathato a centralis elhizas és a késén manifesztalodo psoriasis kozott, mely azt mutatja, hogy
az elhizds az egyik olyan faktor lehet, mely prediszponalja az iddéseket a psoriasis
kialakulaséra.

Vizsgalatot végeztiink arra nézve, hogyan novelhetnénk az autoimmun kronikus urticaria
(ACU) diagnosztikai szlirGvizsgalataként ismert autoldog szérum boérteszt (ASST)
szenzitivitasat és specificitasat, mivel a ,,gold standard” esszék (hisztamin felszabadulasi teszt
¢s CD63 teszt) kivitelezése nehézkes. Célunk volt meghatdrozni, hogy vajon az ASST
specificitdsa novelheté-e a beteg szérum higitasaval, valamint hogy az ASST, vagy a CD63
teszt alkalmasabb-e az ACU sulyossaganak meghatarozasara. Vizsgalatunk bizonyitotta
eloszor az ASST és CD63 teszt Osszehasonlitdsakor azt, hogy a klinikai gyakorlatban nem
ajanlott higitott beteg szérumok alkalmazasa az ASST kivitelezésére ACU diagnosztikajaban.
Ugyanakkor mind a higitott betegszérummal elvégzett pozitiv ASST, mind a pozitiv CD63

teszt megfelelé mutatdja az ACU sulyossagéanak.



