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Citokin szintek vizsgalata krénikus idiopatias urticariaban szenvedo
betegekben

Investigation of the cytokine pattern of patients with chronic
idiopathic urticaria
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OSSZEFOGLALAS

Az urticaria egy nagyon gyakran el6forduld bérbetegség.
Ennek egy specidlis csoportjat jelentik a kréonikus idiopa-
tias urticariak (K1U). melyek etiolégidja a részletes ki-
vizsgélas ellenére ismeretlen maradt. Munkank soran cé-
lul tlztuk ki a krénikus idiopatias urticarias betegekre jel-
lemzd citokin mintazatok vizsgalatat periférias vér in vitro
stimulélt T limfocitaiban.

Vizsgalataink soran nephelometria alkalmazasaval ha-
taroztuk meg a szérum immunglobulin szinteket, Immunfe-
notipizalas. valamint intracitoplazmatikus citokin festés és
aramlasi citometria segitségével detektaltuk a sejtfelszini
CD markereket és intracitoplazmatikus citokineket. EL1SA
technikaval pedig a szolubilis citokinek szérumkoncentra-
cidjat hataroztuk meg.

Eredményeink tlikrében a krénikus idiopatias urticarias
betegek esetében az interleukin-10-t (IL-10) termel6
CD4+ és CD8+ T sejtek gyakorisaga szignifikansan ma-
gasabb volt, mig az interferon-gammat (IFN-y) termel6 T
helper (Th) és T citotoxikus (Te) sejtek gyakorisaga szig-
nifikansan alacsonyabb volt a kontroliakéban mért érté-
kekhez képest. Az IL-4-t termeld CD4+ T sejtek gyakori-
saga a kronikus idiopatias urticarias betegeknél szignifi-
kansan alacsonyabb értéket mutatott, ellenben a CD8+ T
sejtek 1L-4 expresszidja magasabb volt, mint az egészsé-
ges kontroll csoportnal. Az IL-13-t termel6 CD4+ és
CD8+ T sejtek aranya nem mutatott szignifikans eltérést a
kontroll csoporthoz képest.

Munkank soran elséként szamolunk be krénikus idiopa-
tias urticarias betegek periférias vérében keringd limfoci-
tainak citokin termelésérél. Vizsgalataink soran szignifi-
kansan emelkedett IL-10 expresszidt tudtunk kimutatni,
mely IL-10 talstly nagymértékben magyarazhatja a gatolt
IFN-y termelést. Egyértelm( Th, vagy Th, iranya eltolo-
dast nem tudtunk detektalni.

Kulcsszavak:
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SUMMARY

Chronic urticaria is a very common dermatologic
disease. A special group of chronic urticaria is the
idiopathic urticaria group, which has an unknown
etiology in spite of detailed investigations. The aim of
this study was to investigate the characteristic cytokine
pattern of patients with chronic idiopathic urticaria
(C1V) in the peripheral blood T Ilymphocytes. We
measured the serum immunoglobulin levels by
nephelometer. We detected the surface CD markers and
intreacytoplasmatic cytokines by cell staining and flow
cytometry. We used commercial ELISA sets for the
detection of soluble cytokine levels in the sera of
patients. In patients with C1U the frequency of IL-10
producing CD4+ and CD8+ T cells was significantly
higher, while the frequency of IFN-yproducing helper
and cytotoxic T cells was significantly lower then that
from control subjects. The proportion of 1L-4 producing
CD8+ T cells was higher than that of the healthy
control group. The ratio of 1L-13 producing CD4+
and CD8+ T lymphocytes were higher in C1U patients
than in the controls, but this difference was not
significant.

Our study represents the first result on the cytokine
production ofperipheral blood T lymphocytes in C1U. We
could observe neither a dominant Th, nor a dominant Th,
type cytokine pattern. We measured a significant elevation
in the intracellular IL-10 level and this may be cause of
the downregulated IFN-yproduction.
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Az urticaria egy igen gyakran el6fordul6 betegség. A be-
tegség kialakulasakor a b6ron szdmos, kiilonb6z6 nagysa-
gu, éles szél(, a bor szintjébbl enyhén eléemelkedd csa-
langdbcse, vagyis urticaria jelenik meg er6s viszketés ki-
séretében. A tiinetek megjelenése és lefolyasa alapjan akut
(egy alkalommal jelentkezd és néhany napig fenndlld),
akut intermittalé (révid csalankiutéses epizddok hosszl
tinetmentes periddusokkal) és krénikus formakat kiloni-
tink el (1). A kronikus urticaria a 6 hétnél hosszabb idén
keresztll fennalld, legfeljebb 1-2 napos tlinetmentes id6-
szakokkal tarkitott megbetegedés. A tinetek kialakula-
saért szamos ok tehetd felelGssé: fizikai vagy kémiai inge-
rek, infekciok, élelmiszer- és gydgyszerallergia, ill. pszeu-
doallergia, pszichés tényez6k és immunoldgiai eltérések
(2). Amennyiben a részletes kivizsgalas ellenére az etiolo-
gia ismeretlen marad kréonikus idiopatias urticariardl
(KIU) beszélink.

Az utdbbi évek kutatdsai alapjan ezen idiopatias urti-
caridk egy csoportjanak hatterében autoimmun eredet
valészin(isithetf, mivel autoantitestek mutathaték ki az
Fee receptor . tipusanak a lanca (FceRla) vagy IgE mo-
lekula ellen (3). Sabroe és Greaves a kronikus idiopatias
urticarias betegek 3 csoportjat azonositotta: 1. akiknek
az emlitett struktirakkal szemben termel6dd, funkciona-
lisan aktiv kering6 autoantitestjei vannak. 2. akik hésta-
bil, hizdsejt specifikus hisztamin-felszabadit6 aktivitas-
sal rendelkeznek, 3. és akiknek negativ a sajat szérum
tesztjuk és nincs kering6 hisztamin-felszabadité faktoruk
sem (4). Az autoimmun héattér meger6sitésére szolgalnak
azok a tények is, miszerint gyakran kimutathaté a HLA-
DR4 asszociécio, a ni dominancia, mas autoimmun be-
tegségekkel valé egyuttes el6fordulas és az intravénas
immunglobulin kezeléssel vagy plazmaferezissel szer-
zett meggydz6 terapias eredmények is ezt tamasztjak ala
(5. 6, 7, 8).

A keringésben 1év6 T limfocitdk mintegy kétharmada
CD4 sejtfelszini markert hordoz6 T helper (Th) sejt. El-
tér6 citokin termelésiik alapjan tovabbi alcsoportokra
(Tho, Th,. Th,) kildnithet6k el. Mig a Th, sjetek elsdsor-
ban IL-2-t. IFN-y-t, IL-12-t szekretalnak. addig a Th, sej-
tek IL-4. IL-5, IL-6, IL-10 és IL-13 citokineket termelnek.
Egyes tanulmanyok leirtak, hogy Th, talsuly figyelhet6
meg szerv-specifikus autoimmun betegségekben, mig Th,
dominancia jellemz6 példaul a szisztémas sclerosis és az
allergias megbetegedések esetén (9. 10). A jelen munkéank
célja az volt, hogy a kronikus idiopatias urticarias betegek
citokin mintazatat tanulmanyozzuk.

Anyagok és modszerek

A DEOEC Bérgyogyaszati Klinika Allergoldgiai szakrendelésén
gondozott 22 krénikus idiopatids urticarids beteget vizsgaltunk (4
férfi, 18 nd), akik atlagéletkora 40 év (11-76) volt, és akik bértiinetei
atlag 16 hénapja alltak fenn. A kivizsgalas soran részletes anamnézis
felvétel utan fizikalis és laboratériumi vizsgélatokat végeztink, ill.
diétat alkalmaztunk, melyek segitségével az urticaria vasculitis, a fi-
zikélis urticariak, valamint az étel- és gyogyszerallergiak kizarhatok
voltak. Egy betegnél sem talaltunk gécfert6zést, illetve Helicobacter
pylori asszocialt gastritist. 14 betegnél (63%) pozitiv autolég szé-
rum tesztet tudtunk detektalni. 2 betegnél (9%) pedig anti-thyreoid

antitestet talaltunk. Kontrollként 22 egészséges Onkéntest vizsgal-
tunk (6 férfi, 16 n6), akik atlagéletkora 36 év (15-60) volt és semmi-
lyen bér-, ill. allergolégiai betegségben nem szenvedtek.

A laboratériumi vizsgalatok a DEOEC Ill. sz. Belgy6gyaszati
Klinika Regionalis Immunoldgiai Laboratériuméaban torténtek.

Immunblobulin szintek vizsgalata
A szérum IgG. IgA. IgM és total IgE szinteket nephelométer segitsé-
gével hataroztuk meg (Behring nephelométer).

Allergen specifikus IgE meghatarozasa

Az inhalativ és étel allergének elleni specifikus IgE szintjét ..Aller-
goset-IgE Food" és ,Allergoset-IgE Inhalant" kitek segitségével
mértiik (INTEX Diagnostica. Basel).

A limfocita szubpopulacidk és aktivalt T sejtek meghatarozasa

A sejtfelszini CD markerek meghatérozésa heparinnal alvadasgéatolt
vérbdl tortént. A vizsgalatok soran fluoreszcens festékekkel konju-
galtatott monoklonélis ellenanyagokat hasznaltunk: anti-human
CD3-FITC (Fluorescein Isothiocyanate), anti-human CD4-PE (Phy-
coerythrein). anti-human CD8-FITC, anti-human CD219-PerCP;
SIGMA. St. Louis. A festés és a fixalds utdn a mérés COULTER
EPICS XL-4 &ramlasi citométeren tortént. A fehérvérsejt szubpopu-
lacidkat nagysaguk és granulaltsaguk alapjan kilonitettik el. A fel-
tlintetett sz&zalékértékek az adott markerre pozitiv limfocitak ara-
nyat mutatjak a mintanként lemért 5000 limfocitan beldl.

Intracitoplazmatikus citokinek meghatarozasa

Az intracellularis citokinek festését heparinnal alvadasgatolt vérbél
végeztilk a Becton Dickinson ..Intracellular Staining Procedure” uta-
sitasai szerint. Mivel a nyugvé limfocitak citokintartalma alig detek-
talhatd. ezért a sejteket négy 6ran keresztll stimulaltuk 25 ng/ml
phorbol-myristate-acetate-tal (PMA) (SIGMA) és 1 ng/ml lonomy-
cinnel (SIGMA) 37 °C-on 5%-0s CO, koncentraci6 biztositasa mel-
lett. A termel6dott citokinek kiurilését Brefeldin-A-val (10 pg/ml)
(SIGMA) gatoltuk. A stimulalast kovet6en el6szor a sejtfelszini
CD4 és CD8 molekulakat jel6ltik meg specialis monoklonalis ellen-
anyagokkal (mEa). A sejteket 30 percig szobahémérsékleten inku-
baltuk 15 pl quantum red-del (QR) konjugaltatott anti-CDA4. illetve
CD8 mEa-gal (SIGMA). Ezt kévet6en lizaltuk az eritrocitakat és fi-
xaltuk a sejteket (Becton Dickinson FACS lizal6 oldat. 10 perc szo-
bahd, sotét), majd permeabilizaltuk a sejtmembrant (Becton Dickin-
son. FACS permeabilizal6 oldat. 10 perc, szobahd. sotét). A sejt-
membran atjarhatésaga teszi lehetévé azt. hogy az intracellularis
IFN-y-t. IL-4-t, IL-10-t és IL-13-t specifikus mEa-ok segitségével
azonositsuk (anti-IFN-y-FTTC/anti-1L-4-PE mEa. Becton Dickinson.
Mountein View. CA 20 pl: anti-IL-IO-PE mEa. Caltag. San Francis-
co CA. 10 pl; anti-IL-13-PE mEa. 20 pl: Becton Dicinson. 30 perc
inkubalds szobahén. sotétben). Végil a sejteket 1%-os paraformal-
dehid oldattal fixaltuk.

A mintdkat COULTER EPICS XL-4 aramlasi citométerrel mértiik
le és értékeltik. A T helper, illetve T citotoxikus limfocitakat fény-
szorasi paramétereik és sejtfelszini CD4, illetve CDS pozitivitasuk
alapjan azonositottuk. Minden mintabél legalabb 5000 sejtet vizs-
galtunk. és meghatarozva a jelolt citokineket expresszalé CD4+
vagy CD8+ sejtek szézalékos aranyat, kovetkeztettiink a killénb6z6
limfocita szubpopulacidk aranyara.

Szolubilis citokin szintek vizsgalata
ELISA technika segitségével hataroztuk meg a szérumban keringd

human OptEIA ELISA setek).

Statisztikai analizis
A szignifikancia szintek meghatarozasara kétmintas T-probat alkal-
maztunk.

Eredmények

Szérum immunglobulin szintek
A szérum immunglobulin szintjeit vizsgalva az IgM. IgA.
IgG esetén nem tapasztaltunk eltérést a kontroll csoport



értékeihez képest. Az IgE szintje a
kronikus  idiopatias urticaridban
szenvedd betegekben mérsékelten
emelkedett volt, de ez az eltérés
nem volt szignifikans (1. tablazat).

Limfocita szubpopulaciok meghata-
rozasa

A sejtfelszini CD markerek vizsga-
lata sordn a CD3+. CD4+. CD8+, il-
letve CD 19+ sejtek esetén jelentfs
eltérést nem tudtunk detektalni az
egészséges és beteg populacid érté-
kei kdzott.

A CD3+ T limfocitdkon belul az
aktivalt T sejtek szazalékos ara-
nyat is vizsgaltuk. A HLA-DR-t
(kés6i aktivacios marker) exp-
resszald6 T limfocitak aranyanak
szignifikans emelkedését tapasz-
taltuk a krénikus urticarias beteg-
csoportban a kontroll csoporthoz
képest, mig a korai aktivaciés mar-
ker (CD69) esetén nem tapasztal-
tunk eltérést.

Intracitoplazmatikus citokinek
A limfocitak intracellularis citokin-

jeinek vizsgalata soran els6ként az
IFN-y  expresszidjat  hataroztuk

1gG IgA IgM IgE
Kontrollok (g/1) 112 ¥2,3 1,8 £0.7 0.9 £0.3 96,8 £21
atlag + szoras
KIU (g/1) 10,6 +2.4 20+£08 1.3 +0.6 146+ 111
atlag + szoras
1. tablazat

Szérum immunglobulin szintek a kronikus urticarias betegekben dsszehasonlitva

az egészséges kontroliokéval

1. abra

meg. Mind CD4+, mind CD8+ T
sejtek esetén szignifikansan csok-
kent expressziot tapasztaltunk a Ki-

T helper és T citotoxikus sejtek IFN-y expresszidja a kronikus idiopatias
urticarias és kontroll populaciéban. Minden egyes pont egy-egy beteg
eredményét reprezentalja. A vizszintes vonal minden csoportban

U-s betegekben (/. &bra). Az IL-10

expresszidjat tanulmanyozva a kro

nikus idiopatids urticarias betegek-

ben a T helper és T citotoxikus sejtek szignifikdnsan
emelkedett IL-10 expressziojat detektaltuk a kontroll
csoportban mért expressziékhoz képest (2. abra). Tovab-
bi vizsgalataink sordn a CD4+ T limfocitdk szignifikan-
san csokkent IL-4 expressziot mértiik, mig a CD8+ T sej-
tek emelkedett IL-4 expresszidja volt kimutathatdé a be-
tegcsoportban az egészséges kontrollokhoz képest, mely
eltérés azonban nem volt szignifikdns (2. tablazat).
Ugyanakkor a CD4+ T limfocitak és CD8+ T limfocitak
IL-13 expresszidja a betegcsoportban nem szignifikans
emelkedést mutatott a kontroll csoporthoz képest (2. tab-
lazat).

Szolubilis citokin szintek

A szérumban ELISA technika segitségével hataroztuk
meg a keringd IL-4. IL-10 és IFN-y koncentraciojat. Vala-
mennyi citokin esetén emelkedett szérum koncentraciot
mutattunk ki, de az eltérések nem voltak szignifikansak az
egészséges kontroll csoporthoz képest.

az eredmények atlagat mutatja

Megbeszélés

A krénikus urticarias betegek egy specifikus csoportjat
képezi az Ugynevezett kronikus idiopatias urticaria (KIU).
Az utdbbi évek kutatisai alapjan az idiopatias urticaria
egy részének hatterében autoimmun eredet mutathato ki. a
betegek 27-50%-anak szérumaban IgE receptor a lanc
(FceRla) ellenes autoantitestek detektalhatok (11). Ezen
antitestek jelenlétére az autoldg szérum teszt pozitivitasa
utal. Ma mar az autoimmun KIU klinikai diagnézisanak
felallitdsdhoz ez a teszt nélkulozhetetlen (12). Tébb meg-
figyelés is alatamasztja a Th, dominanciat bizonyos szerv-
specifikus autoimmun betegségekben, mig Th, talsuly jel-
lemzi az allergias megbetegedéseket. Jelen tanulma-
nyunkban arra kerestiink véalaszt, hogy kimutathat6-e jel-
legzetes Th, vagy Th, talstly a kronikus idiopatias urtica-
rias betegekben.

A szérum immunglobulin szinteket vizsgalva megallapit-
hatd. hogy az 1gG, IgA és IgM szintek esetén nem talaltunk
kilénbséget a betegcsoport és az egészséges kontrollok ko-



IL-4/CD4 (%)

IL-4/CD8 (%) IL-13/CD4(%) 1L-13/CD8 (%)

DR-t expresszald T limfocitadk ara-
nyanak szignifikans emelkedését ta-

Kontrollok o
=22  11+071% 059+072 014+009 017013  Pasztaliuk a beteg populdcioban az
KIU(h=22) 05+086%  122+404 021 £031 043 +0.48  ©egeszséges kontrolihoz kepest, mig
Szignifikancia a korai aktivaciés marker esetén
szint 0.03 ns ns n.s. nem talaltunk eltérést.
A limfocitdk intracellularis cito-
2. tablazat

A kronikus idiopatias urticarias betegek CD4+ és CD8+ T limfocitainak IL-4 és
IL-13 expresszidja. (n.s. = nem szignifikans)

2. abra

A betegek és egészséges kontrollok CD4+ és CD8+ T sejtjeinek IL-10
expresszidja szignifikansan kilénbdzik egymastdél. Minden egyes pont egy-egy
beteg eredményét reprezentalja. A vizszintes vonal minden csoportban

az eredmények atlagat mutatja

z0tt. Az 0OsszIgE szintje a kronikus idiopatias betegeknél
kissé magasabb volt, mint a kontroll populaci6ban, de ez a
kilénbség nem volt szignifikans. Allergén specifikus IgE
nem volt megfigyelhet6 a KIU-s betegeinkben. Sarboe és
munkatarsai sajat eredménylinkh6z hasonléan normal totél
IgE szintet mutattak ki krénikus idiopétias urticarias bete-
gek széruméban. Alacsonyabb szérum IgE szintet taldltak
azoknal a betegeknél, akiknek keringd anti-FceRla-juk
vagy anti-IgE antitestjeik voltak, szentben azokkal a bete-
gekkel, akik autoantitesttel nem rendelkeztek (13).

Sejtes vizsgalataink soran el6szor a limfocita szubpopu-
laciok meghatarozasat végeztik el periférias vérbél. A be-
teg populdciéban nem volt kilénbség a CD3+. CD4+,
CD8+ és CD 19+ T és B sejtek eloszlasadban a kontroll
egyénekhez képest. Malet és munkatarsai szignifikansan
csokkent CD8+ T limfocita szdmot detektaltak a KIU-s
betegek periférids vérében (14), valamint Barlow és mun-
kacsoportja a KIU-s betegek szévettani mintainak T sejt-
jeiben CD4+ dominanciat mutatott ki. a CD8+ sejtekkel
szemben (15). Ezt kdvetéen a CD3+ T limfocitakon belil
az aktivalt T sejtek szazalékos aranyat vizsgaltuk. A HLA-

kinjeinek vizsgélata soran a CD4+
és CD8+ T sejtek szignifikansan
magasabb IL-10 expresszidjat de-
tektaltuk. Ezzel szemben a T helper
és T citotoxikus sejtek IFN-y exp-
resszidja a KIU-s betegekben szig-
nifikansan alacsonyabb volt, mint
az egészséges alanyoknal. Megmér-
tik a CD4+. illetve a CD8+ T sejtek
intracellularis IL-4 és IL-13 aranyat
is. Eredményeink azt mutattak,
hogy az IL-4-t termel6 CD4+ T lim-
focitdk szadma szignifikansan ala-
csonyabb volt a betegcsoportban,
mint az egészséges kontroliokban.
A CD8+ T limfocitdk IL-4 termelé-
se, illetve a CD8+ és CD4+ T limfo-
citak IL-13 termelése nem mutatott
szignifikans eltérést a betegek és a
kontrollok kozott.

A citokin termelés alapjan megal-
lapithatd. hogy a CD4+ T helper,
mind a CD8+ T citotoxikus limfoci-
tak IL-10 termelése jelent&sen
emelkedett a kronikus idiopatias ur-
ticarias betegekben. Az 1L-10 egy
immunregulalé citokin. melyet a
Th, és Th, sejtek egyarant termel-
nek és els@sorban gatlo hatast fejt ki
kin termelésére. Eredményeink birtokaban elképzelhet6,
hogy a fokozott IL-10 termelés kdvetkeztében valt mind a
T helper, mind a T citotoxikus limfocitak IFN-y termelése
nagymértékben gatoltd. Az IL-10 gatlé hatdsa a Th, sej-
tekben is csokken az intracellularis IL-4 expresszio. A
CD8+ sejtek IL-4 expresszidjanak emelkedése talan a
csokkent IFN-y szinttel magyardzhat6, hiszen az IFN-y
képes gatolni a Th, citokinek expresszidjat, de egy csok-
kent IFN-y szint ezt a gatlé hatast nem képes kifejteni.
Irodalmi adatok szerint az IL-10 gatl6 hatasa az IL-13 ter-
mel6désére nem jelentls, ez a tény lehet magyarazata az
emelkedett IL-13 szintnek.

Az irodalombdl ismert, hogy az IL-10 regulatorikus cito-
kinnek gatlé hatasa mellett immunstimulal6 hatasa is meg-
figyelhet6 kiillénésen a B sejtekre. Ezen stimulald hatas
hozzéjarulhat a KIU-s betegekben megfigyelt autoantitest
termel6déséhez. Vizsgalt betegeink mindegyikében az au-
toantitestek jelenlétének igazolasara az autoldg szérum
tesztet végeztik el. A 22 betegb6l 14 betegnél tapasztaltunk
pozitiv és negativ autoldg szérum teszttel rendelkez6 beteg-
csoportok adatait. Az igy dsszevetett eredmények tanulma-



nyozasa soran nem talaltunk lényegi eltérést a két csoport-
ban mért immunglobulin szintek. CD marker értékek és ci-
tokin expresszi6 érték tekintetében, bar a két csoport beteg-
szama nem volt elég nagy szignifikancia szamolasra.

Munkank els6ként sz&mol be a kronikus urticarids bete-
gek periférias limfocitainak citokin mintazatarél. Tovabbi
kutatds szilkséges még a KIU-s betegek bdr lézidiban
megjelen6 citokin mintdzatok vizsgalatahoz. A kérdés
megvalaszolasa, vajon van-e kulonbség a KIU-s betegek
periférias vérének, illetve bértiineteinek citokin mintazata
kozott, még varat magara.
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