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1., Metodikai fejlesztések

1.1., SNP vizsgéalatok

A Kkutatasi periodus alatt 0sszesen 7 gén 10 genetikai polimorfizmusanak vizsgalatara
allitottunk be maédszereket.

A 10 polimorfizmusbdél 7 meghatarozasara PCR+RFLP modszert dolgoztunk ki. A
polimorf szakaszok amplifikalasdhoz 6 PCR reakcié optimalizalasat végeztik el (a TLR2
esetében egy PCR terméken helyezkedett el a két polimorf hely). A CD14 polimorfizmusa (C-
159T) estében az Avall, a TLR2 Arg752GIn és Arg677Trp polimorfizmusai esetében az Acil,
a TLR4 Asp299Glu és Thr399lle polimorfizmusai estében az Ncol és Hinfl, a TGFB1 C(-
509)T polimorfizmusa estében a Bsu36l, a T(869)C (LeulOPro) polimorfizmus esetében
pedig az MspAl enzimmel hasitottuk a PCR terméket. Agar0z gélen megfuttatva az emésztett
PCR termékeket a jellegzetes hasitasi mintazat alapjan tortént a genotipusok azonositasa az
adott mintaban. A mddszerek megbizhatdsagat bidirekcionalis szekvenalassal ellenériztik.

Az IL-6 G(-572)C, az IL-1p C(-511)T és az IL10 G(-1082)A polimorfizmusok vizsgélatara
alkalmas kiteket az Applied Biosystem TagMan SNP Genotipizalé assay-i kozul rendeltiik
meg és sikerrel hasznaltuk.

1.2., sCD14 izotipusok meghatarozasa immunoblottinggal

Els6 Iépesben immunoprecipitacidval és azt koveté poliakrilamid gélelektroforézissel majd
blottolassal probalkoztunk majd, hogy egyszerisitsik a protokollt megfeleléen higitott
(1:100) szérummintat futtatunk meg, nitrocelluléz membréanra blottoltuk és az eléhivas
biotinnal jelzett poliklonalis anti-CD14 antitest es streptavidin-AP konjugatum segitségével
tortent. Szubsztratkent NBC/BCIP-t alkalmaztunk. Ezzel a metodikaval a 48 és 56 kDa-0s
CD14 savok jol elvalaszthatdak voltak és denzitalas utan ezek aranya meghatarozhato volt.

1.3., FITC-cel jelzett peptidoglikan (PG) készitmeny eléallitasa

Kereskedelmi forgalomban 1évé peptidogliként jeleztiink FITC-cel karbonat pufferben
(pH=9,6) 37°C-on 1 oéra alatt, majd a meg nem kotott festéket somentesitd oszlopon
valasztottuk el a FITC-PG-tol. A frakcidk peptidoglikén és FITC tartalmat BCA protein assay
(Pierce) segitségével illetve fotometriasan hataroztuk meg. A jel6lés effektivitdsa 1,9 FITC : 1
PG molekula volt.

1.4., Monocytdk és granulocytak aktivalodasanak jellemzése a CD62L expresszio
csokkenése alapjan teljes vér rendszerben

A kutatési periddus elejéen a TLR4 és TLR2 ligandok hatdsara bekovetkezé monocyta
aktivacio jellemzesere izolalt monocytak TNFo szekréciojanak meghatarozasat végeztik. Ez
a protokoll azonban hosszabb inkubalast (16 6ra) és citokin ELISA alkalmazasat igényelte. A
Kisérletes rendszer egyszeriisitésére es roviditésére a késobbiek sorén teljes vérben 1évo
sejteket vizsgaltunk és a stimulécid hatasara bekovetkez6 CD62L (L-szelektin) expresszio
csokkenését mértiik monocytakon. Elsé 1épésben meghataroztuk az alkalmazott direkten jel6lt

! Az alkalmazott gyakoribb roviditések: AD: atépias dermatitis; DM: dermatomyositis; GPI: glikozil-foszfatidil-
inozitol; IL: interleukin; LPS: lipoliszaccharid; PDM: a PM-es és DM-es betegek egyitt; PG: peptidoglikan; PM:
polymyositis; sCD14: szolUbilis CD14; SLE: systemas lupus erythematosus; SNP: single nucleotid
polymorphism; SSc: systemas sclerosis; TGF: transforming growth factor; TLR: toll like receptor.



anti-CD62L antitest telité koncentraciojat. Ezutdn LPS (TLR4-ligand) és peptidoglikan
(TLR2 ligand) kilonbdz6 koncentracioival stimulaltuk a teljes vérben lévé leukocitakat 30
illetve 60 percig a CD62L jel6lés el6tt. A monocytak CD62L expresszioja kb. 30-50%-kal
csokkent 1 ng/ml LPS illetve 5 ug/ml PG jelenlétében 30 perc alatt. Ezeket a paramétereket
alkalmaztuk késébb a betegminték tesztelése soran.

1.5., Tovabbi mar miikddé mddszerek

A sejtfelszini receptorexpresszid vizsgalata monocytakon eés a CD14dim+/CD16+ monocyta
szubpopulacidk aranyanak meghatarozasa, a FITC-LPS kotés vizsgalata, a FITC-cel jeldlt
baktériumok felvételének vizsgalata, a szérum sCD14 szint mérése aramlasi citometriaval és
az LPS stimulalta TNFo szekrécié mérése ELISA-val a palyazat kezdete elétt beéllitott és
méar mikédé modszerek voltak.

2., Vizsgélatok polymyositis/dermatomyositises betegek mintain

2.1., A sejtfelszini CD14-expresszio, szérum sCD14 szint merése és a sCD14 izotipusok
illetve a CD14-C(-159)T polimorfizmus megoszlasanak vizsgalata

A CDI14/TLR rendszer miikddése jelentésen befolyasolhatja a periférids leukocytak és
antigenprezentald sejtek aktivitasat, igy modosithatja a velesziletett és adaptiv
immunrendszer mitkodését. Valdban tébb olyan autoimmun és immun-medialta betegség
ismert, ami a CD14-expresszid, sCD14 szintek Kkarakterisztikus valtozasaival jar.
Vizsgéalataink sordn két klinikailag sokban hasonld, de patomechanizmusaban jelentésen
eltér6 szisztemas autoimmun betegségben vizsgaltuk meg a CD14-expresszio/sCD14
eltéréseit. Mindkét betegseég a proximalis izomzat szimmetrikus gyengeségével jar, de mig
polymyositisben az izmokat infiltralé sejtes elemek okozzéak az izomrostok karosodasat, addig
az ellatd ereket destrualo humoralis komponensek felelések az izomzat pusztuldséért
dermatomyositisben.

A PM/DM-es betegek monocytainak CD14 expresszidjat, szérum sCD14 szintjét, a sSCD14
izotipusok megoszlasat, valamint a CD14 gen C(-159)T polimorfizmusanak megoszlasat
vizsgaltuk 76 PM-es, 34 DM-es és vegul 40 kontroll mintdin. A PM-es és DM-es betegek
vizsgalt paraméterei kdzott nem volt szignifikans kilonbség, ezért egy populécidkent kezeltiik
Oket.

Az aktiv stddiumban 1évé myositises betegek leukocitainak CD14-expresszidja csokkent,
mig a szérum totdl sCD14 koncentracioja és az 56 kDa-os izoforma mennyisége
szignifikdnsan emelkedett. A betegség lefolyasat illetéen 3 csoportot vizsgaltunk a
betegpopulacién belll: monofazisos, policiklusos és krdonikus. A total és az 56 kDa-0s sCD14
koncentracidja a kronikus betegcsoportban volt szignifikdnsan emelkedett. Ennek
magyarazata nagy valdsziniséggel az, hogy a vizsgalat idépontjdban ebben a
szubpopuléciéban volt a legnagyobb az aktiv stadiumd betegek szama. Ugyanis, amikor
mindharom alcsoportban kilén vizsgaltuk az aktiv és inaktiv betegeket a 3 csoport teljesen
egyforman viselkedett. Az aktiv betegek emelkedett sCD14 szintet mutattak a kontroll
populacidhoz képest, mig az inaktivak nem, és a 3 szubpopulacié adatai nem tértek el
egymastol szignifikansan. Hasonlo eredményt kaptunk, ha az alkalmazott terapia (adjuvans
kezelés, szteroid, egyéb immunszupressziv szerek) alapjan képeztiink szubpopulécidkat. Az
alcsoportok kozotti kiilonbségek megsziintek, ha az aktiv és inaktiv stddiumi betegeket kiilon
kezeltik, és az aktiv betegek total és 56 kDa-os sCD14 szintjei emelkedettek voltak a
kontrollokéhoz képest. Ezek az eredmeények azt vetik fel, hogy a sCD14, mint pozitiv akut
fazis fehérje, a betegség aktivitasara jellemzé marker lehet, amit a szérum LDH értékekkel
mutatott szignifikans korrel&cid is igazolt.



A CD14 gén C(-159)T polimorfizmusanak megoszlésa is érdekes 0sszefliggést mutatott a
betegség aktivitasaval, a szérum sCD14 koncentracidjaval és a sCD14 izotipusok
megoszlasaval. A T/T genotipus esetében szignifikdnsan magasabb volt a kronikus lefolyésu
betegek illetve a vizsgalat idején aktiv stddiumban lévé betegek szama, tovabba
szignifikdnsan magasabb volt total és 56 kDa-os sCD14 koncentracidja ebben a genotipus
csoportban a C/C+C/T csoport adataihoz viszonyitva. Ezek az eredmények felvetik annak a
lehet6ségét is, hogy a T/T genotipusnak és a tarsuld emelkedett sSCD14 szintnek lehet szerepe
a betegség aktiv stddiumanak es esetleg a kronikus betegség lefolyasnak a kialakulasaban.

Megvizsgaltuk a proinflammatorikus tulajdonsdgu CD14dim+/CD16+ monocyték aranyat

is a poly- és dermatomyositises betegek mintaiban, de sem a kontrollokhoz képest sem az
egyes betegcsoportok (PM/DM, aktiv/inaktiv, monofazisos/policiklusos/kronikus) kézott nem
talaltunk szignifikans eltérest.
(Az eredményeket bemutatd kozlemény biralat alatt van: Andrea Stimegi, Katalin Dankd,
Andrea Ponyi, Gyula Szegedi, Péter Antal-Szalmés. Associations between C(-159)T T/T
genotype of the CD14 gene, CD14-expression, serum total and 48/56 kDa sCD14
concentrations and disease activity and course in patients suffering from
polymyositis/dermatomyositis. Clinical Immunology.)

2.2., A sejtfelszini TLR2 és TLR4-expresszio és funkcidk, illetve a TLR2 Arg752GIn/
Arg677Trp és a TLR4 Asp299GIlu/Thr399lle polimorfizmusok vizsgélata

A genotipizalas soran dsszesen 203 myositises beteg és 111 egészséges kontroll TLR2 és
TLR4 polimorfizmusainak megoszlasat vizsgaltuk meg. A TLR2 Arg677Trp csak homozigota
vad formaban fordult el a betegekben és a kontrollokban is és homozig6ta mutans genotipus
egyik polimorfizmus esetében sem volt detektalhatd. Az Arg752GIn SNP esetében 6,6%
illetve 6,4% volt a heterozig6tak aranya a kontrollokban és a betegekben. A TLR4 Asp299Glu
illetve Thr399lle heterozigdta genotipusa 6,6% illetve 10,7%-ban fordult el6 a myositises
betegekben szemben a kontrollokban kapott 8,3%-kal. A kilénbség a heterozigotak
aranydban a betegek és a kontrollok valamint a kilénb6z6 betegcsoportok (PM/DM,
krénikus/monofazisos/policiklusos lefolyas) kozott egyetlen SNP  esetében sem volt
szignifikans.

A TLR2/TLR4 expresszio, ligandkotes (LPS-FITC és PG-FITC) és TLR-mediélta
sejtaktivacio (LPS és PG stimulécid) vizsgalatat 62 beteg és 30 kontroll esetében analizaltuk.
A vizsgalt TLR2 és TLR4 polimorfizmusok mutans alléljeinek alacsony aranya miatt nem
volt lehetéség heterozigota genotipust egyének mintdinak a vizsgalatara, valamennyi donor
homozigota vad genotipusu volt. A sejtfelszini receptor expresszidban és ligandkotésben nem
volt szignifikans kilénbség az egyes betegcsoportok és a kontrollok kozott. Ugyanakkor a
monocytdk CD62L-expresszidja szignifikansan kevésbé csokkent PG és LPS stimulaciora
mind a PM mind a DM-es betegek mintaiban a kontrollokhoz képest. Hasonlo eredményt
kaptunk, ha a betegeket a betegség aktivitasa (aktiv/inaktiv) vagy lefolyasa
(kronikus/monofazisos/policiklusos) alapjan osztottuk alcsoportokba. Minden csoportban
kevésbé csokkent a CD62L-expresszié a kontrollokhoz viszonyitva, de az egyes
betegségcsoportok kdzott nem volt szignifikans kilonbség. Ez a jelenség az LPS és a PG
stimulécio hatdsara bekovetkezé sejtaktivacio csokkenésére utal altaldban az idiopathias
gyulladasos myositises betegekben. Miutan a receptor expresszio és a ligandkdtés nem tért el
a betegek és a kontrollok kozott, az észlelt aktivitas csokkenés felvetheti a TLR2 és TLR4
kozos intracellularis szignallizacios elemeinek kdros mitkodését ebben a betegcsoportban.

(Az eredmények kozlésre elokészitve.)



2.3., A TGFB1 C(-509)T es LeulOPro polimorfizmusok megoszlasdnak valamint a
Ahogy mar korabban is részleteztik a polymyositis és a dermatomyositis (PM/DM) a
vazizmok gyengeségével és gyulladasos beszirodésével jard korképek, melyek az autoimmun
eredetii betegségek koze sorolhatdak. Bizonyos citokinek fokozott expresszidja szerepet
jatszhat e betegsegek kialakitdsdban és lefolyasaban. Az egyik ilyen citokin a TGFp1,
fokozottan expresszalddik az izombiopszias mintakban. Génjének tébb olyan polimorfizmusa
ismert, ami befolyasolhatja a TGFB1 expresszidt s asszocidciot mutat szamos betegséggel.

A két polimorfizmus megoszlasat és a szérum szolubilis TGFB1 szinteket 107 egészséges
kontroll és 188 PM/DM-es beteg esetében hataroztuk meg. A kontrollok eredményei jé
egyezést mutattak az irodalmi adatokkal. A betegeknél kapott genotipusokat dsszevetettik a
klinikai adatokkal is (aktivitas, aktivitasi markerek: CK/LDH, Jol-pozitivitas, betegség
lefolyasa, terapia). Eredményeink azt mutattdk, hogy a C(-509)T, promoter-polimorfizmus
esetén az inaktiv PM illetve inaktiv PDM-es betegekben szignifikdnsan gyakrabban fordultak
elé a mutans allélt hordozo genotipusok a kontrollokhoz és az aktiv PM-es betegekhez képest.
A T(869)C polimorfizmus esetén ugyanakkor szignifikans eltérest taldltunk az aktiv DM-es
betegek és a kontrollok eredményei kdzott. A szérum szolubilis TGFB1 szint szignifikansan
magasabb volt az 6sszes myositises betegben az egészséges kontroll csoporthoz képest, az
egyes betegség alcsoportok és a kontrollok kdzo6tt azonban nem volt szignifikans kilonbség.

Eredményeink alapjdn megéllapithat6, hogy a T(869)C polimorfizmus C/C genotipusa
DM-es betegekben, a C(-509)T polimorfizmus C/C genotipusa pedig a PM-es betegekben
mutathat o6sszefliggést a betegség aktivitdsdval, a szérum TGFB1 szint pedig altaldban
magasabb a myositises betegekben, ami felveti annak lehetéségét, hogy a megvaltozott
TGFB1 szekrécio szerepe jatszhat az idiopathias gyulladasos myopathiak kialakuldsaban
illetve a betegseég lefolyasaban.

(Az eredmények kozlésre elokészitve.)

2.4., Az IL-6 G(-572)C, az IL-1B C(-511)T és az IL10 A(-1082)G polimorfizmusok
megoszlasanak vizsgalata

Osszesen 135 poly- és dermatomyositises beteg és 101 egészséges kontroll adatait
dolgoztuk fel. Szignifikans kulénbséget egyik polimorfizmus esetében sem talaltunk a
kontrollok és a kilonb6zé betegcsoportok (PM/DM, aPDM/iPDM, monofazisos/policiklikus/
krénikus) kozott. Legszamottevébb kilonbség a monofazisos es kronikus betegség-lefolyasu
myositisesek 1L10 A(-1082)G és IL-6 G(-572)C genotipusainak ardnyaban volt. A
monofazisos csoportban az 1L10 polimorfizmus mutans alléljat tartalmazé genotipusok aranya
joval magasabb (70,4% vs. 52,4%), mig az IL6 polimorfizmus mutans alléljat tartalmazé
genotipusok aranya joval alacsonyabb (5,6% vs. 14,3%) volt, mint a kronikus
betegséglefolyasu csoportban. Miutan a mutans allél jelenléte mindkét SNP esetében fokozott
citokin  szekrécioval jar a csokkent anti-inflammatérikus 1L-10 és fokozott
proinflammatérikus IL6 hatas vélhetéen hozzajarulhat a sulyosabb, folyamatosan tiinetek
mutatd betegséglefolyas kialakuldsahoz a kronikus betegek esetében. A kilonbségek azonban
ezekben az esetekben sem voltak szignifikdnsak, amihez hozzajarulhat a viszonylag alacsony
esetszdm (monofazisos beteg: 71 db, krénikus: 21 db), amit Gjabb betegek bevonasaval
szeretnénk ndvelni, javitva ezzel a statisztikai analizis erejét.



3., Vizsgéalatok systemas sclerosisos betegek mintain

3.1, A tesztelt SNP-k megoszlasanak vizsgélata és a szérum sCD14 szint mérése
systemas sclerosisos (SSc) betegek mintaiban

Valamennyi klinikai adat figyelembe vétele utdn 6sszesen 85 SSc-0s beteg eredményet
vontuk be a végsé analizisbe és a betegek alcsoportokba vald beosztasa is modosult Kissé.
Ezekkel egylitt 111 egészséges kontroll mintéait analizaltuk.

A genetikai polimorfizmusok megoszlasat illetéen az IL10 és az IL6 genotipusok
ardnyaban volt szignifikans eltérés a teljes beteg populécié és a kontrollok adatai kozott.
(IL10 — Kontroll: A/A=38,6% A/G=37,6% G/G=23,8% vs. SSc: A/A=29,3% A/G=56,1%
G/G=14,6% p<0,04; IL6 — Kontroll: G/G=90,1% G/C=5,9% C/C=4,0% vs. SSc: G/G=84,1%
G/C=1,2% C/C=14,6% p<0,02). Szignifikans kilonbség volt a diffiz cutan sclerodermas
betegek IL6 genotipusainak a megoszlasaban a kontroll csoporthoz képest (dcSSc:
G/G=76,2% G/C=0% C/C=23,8% p<0,005) de nem volt szignifikdns kiilonbség a limitalt
cutan forma és a kontrollok illetve a diffiz és limitalt cutan formak adatai kdzott sem. Az 1L6
SNP esetében a C allél magasabb aranya befolyasolhatja az IL6 termelést és igy a fibrétikus
folyamat befolyasolasaval a betegség Kiterjedtségét.

A SSc-o0s betegekben a kontrollokhoz képest a TLR2 Arg753GIn heterozigdtadk aranya
valamivel kisebb (3,5% vs. 6,4%), a TLR4 Asp299GIlu/Thr399lle heterozigotak aranya kissé
magasabb volt (14,1% vs. 8,3%), de ezek a kiillénbségek nem voltak szignifikansak. A CD14
genotipusok megoszlasa és a szérum sCD14 értékek nem voltak eltéréek a betegek és a
kontrollok kozétt. Ugyanakkor a dcSSc-s betegek szérum sCD14 szintje (2079,4+991,2
ng/ml, p<0,04) szignifikansan magasabb volt, mint a IcSSc-s betegeké (1530,8+585,9 ng/ml).
Ugy tiinik tehat, hogy a velesziiletett immunrendszer kdzponti mintafelismerd receptorainak
genetikai variabilitdsa nem mutat 6sszefliggést a SSc kialakulasaval. A sCD14 akut fazis
fehérje igy az eészlelt koncentraciemelkedés a diffuz forméhoz tarsuld intenzivebb
gyulladasos reakcid kiseréjelensége lehet. Ebben a betegcsoportban a szérum CRP és a
vorosveértest sullyedés értékei is szignifikdnsan magasabbak voltak.

(Az eredmények kozlésre elokészitve.)

4., Vizsgalatok systemas lupus erythematosusos betegek mintain

4.1., Az SLE-s betegek monocytdinak CD14-expresszidjdban, CD14-medialt LPS
kotésében és az LPS-indukalta sejtaktivacioban bekovetkezé valtozasok szteroid terdpia
soran

A szisztémas autoimmun betegségek egyik széleskorben alkalmazott gyulladas csokkent6
és immunszupressziv szerei a gliukokortikoszteroidok. Ezek hatdsmechanizmusat szamos
publikaci6 taglalja. Mi korabban tébb munkankban is foglakoztunk ezen szerek tovabbi
lehetséges hatasaival. Ebben a vizsgalatsorozatban a kortikoszteroid terapia CD14-
expresszidra és funkcidkra kifejtett hatdsat vizsgaltuk meg. A kisérletekben 11 egészséges
kontroll és 10 terapia mentes systemas lupus erythematosusban (SLE) szenvedé beteg vett
részt. Ezek mellett 8 folyamatosan kis dézisu (4-16 mg metyl-prednisolone/nap) szteroid
terapidban részesulé SLE-s beteg esetében végeztik el a vizsgalatokat, akiknél
allapotrosszabbodas miatt pulzus szteroid kezelés (1 g prednisolone 3 napon keresztil)
tortént. A betegek és kontrollok izolalt monocytainak CD14-expresszidjat, CD14-fliggo és
attdl fuggetlen LPS kotését és LPS-indukélta sejtaktivaciojat (TNFo termelését) hataroztuk
meg.

Eredményeink azt mutattdk, hogy a pulzus szteroid terdpia hatdsara szignifikansan
csokkent a CD14-expresszio és a CD14-medidlta funkciok, mig a CD14-fliggetlen LPS kotés



és sejtaktivacio nem mutatott eltérést. A pulzus szteroid terdpia csokkentette a
proinflammatorikus tulajdonsdgu  CD14dim+/CD16+ monocytak aranyat is. Ezek a
valtozasok a szteroid terapia immunszuprimans hatasanak egy 0j aspektusara vilagitanak ra,
illetve részben magyarazhatjak azt is, hogy miért tarsul gyakran bakterialis fert6zés ehhez a
kezelési formahoz.

(Az eredmények publikadlasa mar megtortént: Andrea Sumegi, Péter Antal-Szalmas,
Magdolna Aleksza, 1ldiké Kovéacs, Sandor Sipka, Margit Zeher, Emese Kiss, Gyula Szegedi.
Glucocorticosteroid therapy decreases CD14-expression and CD14-mediated LPS-binding
and activation of monocytes in patients suffering from Systemic Lupus Erythematosus.
Clinical Immunology, 117:271-279, 2005.)

4.2., A fertozesek és a CD14/TLR expresszid 6sszefliggése SLE-s betegekben

A CD14 és a TLR-ok mintafelismerd receptorként miikddve szerepet jatszanak szamos
mikrobialis eredetii molekula felismeréseben. Minden olyan allapot, ami befolyasolja ezen
receptorok aktivitdsdt megvaltoztathatja a veleszlletett immunrendszer mukddésének
effektivitasat és a korokozokkal szembeni védekezes hatékonysagat. A CD14/TLR rendszer
és a fertézések osszefliggése kétféleképpen képzelhets el: i, a receptor expresszid/aktivitas
csokkenese fertozésekre vald fokozott hajlammal jarhat, ii, a lokalis/szisztémas fert6zések
stimulaljak az immunrendszert és igy a CD14 és TLR-ok aktivitasat is. Ebben a vizsgélatban
arra kerestlink valaszt, hogy SLE-s betegekben a fert6zesek el6fordulasanak gyakorisaga
mutat-e Osszefiiggést a CD14, TLR2 és TLR4 expresszioval és funkcidkkal Osszesen 21
gyakori, antibiotikus kezelést igénylé fertézéssel jellemezhet6 és 13 fertézésre nem hajlamos
beteg mintain végeztink meghatarozdsokat. A fert6zéseken gyakran A&tesé betegek
monocytainak CD14 eés TLR4 expresszioja szignifikansan csokkent a fertézés nélkili betegek
adataihoz képest, és kilonosen kifejezett volt ez a csdkkenés a sulyos fertézésen (pneumonia,
endocarditis) atesett betegek esetében. Ezek az eredmények a CD14/TLR expresszio és a
fert6zések kialakul&sa/lezajlasa kozotti 6sszefliggésre hivjak fel a figyelmet.
(Az eredmények kozlésre elokészitve.)

5., Vizsgéalatok atopias dermatitises betegek mintéin

5.1., Genotipizalas és a CD14, TLR2, TLR4 és CD180 sejtfelszini epressziojanak
vizsgélata atopias dermatitises betegek mintaiban

Tipikusan gyakran mutat asszocidciot az atOpids dermatitis S. aureus altal medialt
borfertézésekkel. A baktériumok jelenléte szerepet jatszhat a betegséghez tarsuld kronikus
gyulladasos reakcio  kialakuldsdban, a korokozok komponensei (peptidoglikan,
szuperantigének, stb.) ugyanis képesek az immunrendszer aktivitasat fokozni. A gyakori
borfert6zesek oka nem teljesen ismert. Az intakt stratum corneum hianya és az ezzel
Osszefliggé dermalis fibronectin receptor expresszid elésegitheti a baktériumok adhézigjat,
masrészt ismert az atopias bor keratinocytainak csokkent antimikrobidlis peptid termelése is.
Egy lehetséges tovabbi mechanizmus a CD14/TLR rendszer mikodésének elégtelensége, és
ilyen irdnyban végeztiink vizsgalatokat. A kisérletekben dsszesen 30 atopids dermatitises €s
56 egészséges kontroll vett részt. A vizsgalatok sordn a CD14, TLR2, TLR4 és CD180
receptorok sejtfelszini expressziojat vizsgaltuk a periférias monocytakon és granulocytakon
valamint ezen sejtek CD14-mediélta LPS és baktérium koto képesseget is teszteltiik. Ezeken
tulmenéen megvizsgaltuk a CD14, TLR2 és TLR4 fehérjeket kddolo gének 5
polimorfizmusanak megoszlasat és a szérum sCD14 koncentrdcidjat is ebben a
betegcsoportban. Eredmenyeink szerint szignifikans emelkedes volt kimutathatdé az atopias
dermatitis intrinsic formajaban a monocytak TLR2, TLR4, a granulocytdk TLR2, CD14 és a



lymphocytdk CD180 expresszidjdban az egeszséges kontrollokhoz viszonyitva. A szérum
sCD14 koncentracio ugyanakkor szignifikansan alacsonyabb volt az extrinsic atopias
dermatitises betegek esetében. A genotipus megoszlasokban, és az egyéb funkcionalis
tesztekben nem talaltunk eltérest.

Az atépias dermatitishez igen gyakran tarsulnak borfert6zések. A CD14/TLR komplex

expresszidjanak emelkedése az intrinsic formaban valdsziniileg nem oka, hanem inkabb
kovetkezménye ezeknek a bakterialis infekcioknak. Az atopids betegek bérére jellemzo
megvaltozott barrier funkcid és fokozodott permeabilitas lehetéve teszi a mikrobak virulencia
faktorainak szisztémas transzlokacidjat, ami a leukocitdk egy fajta hyperreaktivitasaval
tarsulva eredmenyezi az észlelt cellularis aktivaciot ezekben a betegekben.
(Az eredmények publikalasa mar megtortént: Andrea Stimegi, Andrea Szegedi, Ménika Gal,
Janos Hunyadi, Gyula Szegedi, Péter Antal-Szalmas. Analysis of components of the
CD14/TLR system on leukocytes of patients with atopic dermatitis. International Archives of
Allergy and Immunology, 143., 177-184, 2007.)

6., A szerzédésben vallaltaktol vald eltérések okai

e Miutan egyre tobb adat szol amellett, hogy a CD14/Toll like receptor rendszer szerepet
jatszhat a természetes és adaptiv immunitas kapcsolatanak megvalositasédban, az adaptiv
immunrendszer komponenseinek aktivalasaban és igy az autoimmun betegségek
patogenezisében is, ezért a poly- és dermatomyositises betegek mellett, két tovabbi
szisztémas autoimmun (systemas lupus erythematosus és systemas sclerosis) és egy
immunpatomechanizmusi bérbetegség (atOpias dermatitis) esetében is elvégeztik a
tervezett vizsgalatokat.

Ennek megfeleléen a funkciondlis tesztek elvégzése 110 myositises, 52 SLE-s 30
atopias dermatitises és 125 egészseges kontroll esetében tortént meg.

Az SNP vizsgélatokat 203 myositises, 85 systemas sclerosisos, 30 atopias dermatitises
beteg valamint 111 egészseges kontroll esetében végeztik el.

lehetnek a veleszlletett immunrendszer mintafelismer6 receptorainak expressziojara és
funkcioira. Uj elemként — 18 SLE-s beteg esetében — arra kerestiink valaszt, hogy a
szteroid terdpia befolydsolja-e a monocytak CD14-expressziojat és a CD14-medialta
funkciokat.

* A CD14 és a TLR-ok aktivitdisdnak modosuldsa megvéltoztathatja a kdrokozokkal
szembeni védekezés hatékonysagat, ezért 34 SLE-s beteg esetében a gyakori fert6zéses
allapotok és a CD14/TLR4 rendszer valtozasainak 6sszefliggését is megvizsgaltuk.

* A jelentésen megemelkedett esetszdm (mind a genotipizalds, mind a funkciondlis
tesztek esetében) eredményeképpen megndvekedett koltségek miatt a tervezett 19 SNP
vizsgalat helyett csak 10 vizsgalata tortént meg és a vizsgalt betegcsoportoktol
meglehetésen idegen vascularis beteganyag analizisét is kihagytuk a programbol.

* A kutatési periddus elején a TLR4 és TLR2 ligandok hataséara bekdvetkez6 monocyta
aktivacio jellemzésére izolalt monocytak TNFa szekréciojanak meghatarozasat
végeztilk. Ez a protokoll azonban hosszabb inkubaldst (16 oOra) és citokin ELISA
alkalmazasat igényelte. A Kisérletes rendszer egyszeriisitésére és roviditésére a
késobbiek soran teljes vérben 1évo sejteket vizsgaltunk és a stimulacié hatasara
bekovetkez6 CD62L (L-szelektin) expresszio csokkenését mértiik monocytakon.



7., Az eredmények felhasznalasanak, hasznositasanak lehetgségei

A kutatasi program alapvetéen deskriptiv, alapkutatds jellegi volt, a 3 autoimmun (PDM,
SSc, SLE) és egy immunpatomechanizmust bérgyogyaszati korkeépben (atdpias dermatitis)
szenvedd betegek monocytain a CD14/sCD14/TLR4 komplex és a TLR2 mennyiségének és
funkcionalis valtozasainak jellemzését végeztik el. Emellett az ezen fehérjéket kodold gének
illetve pro- és anti-inflammatérikus hatast citokin gének egyes SNP-inek eléfordulasat
vizsgaltuk ezekben a betegekben. A bemutatott eredmények alapvetéen a vizsgalt kérképek
kialakulasa és lefolyasa soran zajloé patologidas immunoldgiai torténésekrol szolgaltattak Uj
adatokat. A korabban részletesen diszkutalt eredményekbdl a kovetkezéknek lehet gyakorlati
jelentésege is:

» A szérum sCD14 betegség aktivitasi marker PDM-ben, és elvileg hasznalhat6 lehetne
ezen betegek monitorozasa soran. Egyértelmt azonban, hogy az izom eredetii enzimek
(CK, LDH) illetve a CRP, az akut fazis reakci6 altalanos markere, sokkal specifikusabb
és szenzitivebb paraméterek es ezeket a SCD14 méres nem helyettesitheti.

* A vizsgalt genetikai polimorfizmus (CD14, C-159T) megoszlasa idiopathias gyulladasos
myositisben a betegség lefolyasaval jellegzetes 6sszefiiggést mutatott. igy ezen betegség
diagnozisakor a CD14 genotipizalas a betegség lefolyasa és progndzisa szempontjabol
értékes informéaciot szolgaltathat.

* A nagydozisu kortikoszteroid terapia hatdsara szignifikansan csokkent az SLE-s
monocytak CD14-expresszioja. Ez a jelenség potencialisan felhasznalhatd lehet a
szteroid terdpia hatékonysaganak monitorozasaban eés akar az esetleges szteroid
rezisztencia vizsgalatdban is, azonban ennek a jelenségnek gyakorlati alkalmazasa
tovabbi intenziv kutatdmunkat igényel még.

7., Kérelem késgbbi Gjabb elbiralasra

A mér megjelent két publikacid mellet egy kdzlemény anyaga biralat alatt van egy
nemzetkdzi folyoiratban. Emellett 4 tovabbi kisérletes anyag keszult el teljesen, melyek
eredményeit hamarosan nemzetktzi kdzlemény formajaban szeretnénk megjelentetni. Emiatt
kérnénk az OTKA birdld bizottsagat, hogy a palyazat eredményességet 1 ev mdlva Gjra
sziveskedjen megvizsgalni, amikorra a folyamatban 1évé anyagok publikacioja varhatdan
megtortenik!



