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BEVEZETES

Dolgozatom a transzglutaminaz 3 (TG3) szerepét vizsgalja a dermatologia
szempontjabol.

Ismertetem a transzglutaminaz 3 knockout (TGM3 -/-) egereken végzett in
VIVO  penetracidos  vizsgalatainkkal és  epikutan  szenzibilizacios
kisérleteinkkel igazolt bor barrier defektust.

Targyalom tovabba Klinikankon dermatitisz herpetiformisz (DH) miatt
gondozott betegekben megfigyelt cryofibrinogenémia szokatlanul magas
prevalencigjat, mely korképben a TG3 mint patognomikus autoantigén
szerepel.

A dolgozat igy a transzglutaminaz 3 bdrpatologiaban eddig nem publikalt
szerepét ismerteti, egyuttal a transzglutaminaz 3 dermatoldgiaban betdltott
funkcidit is attekinti.

Latens bor barrier defektus TGM3 -/- egérben

A bor barrier defektusok jelentdségét elsdsorban az atdpias korképek
tiineteinek hatterében, valamint kontakt dermatitiszes megbetegedések
kialakulasaban ismerték fel.

A bor barrier funkcioja szempontjabdl a kiilvilaggal kézvetleniil érintkezo,
komplex protein-lipid strukttra, a cornified cell envelope (CE) az elsé és
legfontosabb védovonal. Az intakt szaruréteg kialakulasdban az egyes
struktarfehérjék kozt stabil izopeptid kotéseket 1étrehozd transzglutaminaz
enzimcsalad egyes tagjai — a TG1, TG3, és TGS — kiemelt jenetéségiiek.
Az elszarusodas folyamataban elégtelen transzglutaminaz aktivitas, ezaltal
struktirajaban megvaltozott CE esetén bor barrier defektust varhatunk.

A nemrég létrehozott TGM3 -/- egértérzs a szOrzet abnormis strukturajan,
az epidermisz megkésett in utero fejlédésén, valamint az izolalt
corneocytak fokozott fragilitasan kiviil egyéb barrier diszfunkcidra utald
eltérést meglepd modon nem mutatott. A transzglutamindzok CE
kialakuldsaban  betoltétt alapvetd  szerepébdl kiindulva azonban
érdemesnek tartottuk a TGM3-/- egerek bor barrier funkcidjanak tovabbi
vizsgalatat.



Cryofibrinogenémia vizsgalata dermatitisz herpetiformiszban

A dermatitisz herpetiformisz, egy a glutén szenzitiv enteropathidhoz
(coeliakia) tarsult megbetegedések koziil. Coeliakiaban a transzglutaminaz
2 (TG2) szerepel, mint autoantigén; DH-ban azonban a hasonlo struktarajt
TG3 valik f6 autoantigénné. A DH-s betegekben intermittaloan el6fordulo
akrdlis purpurdk alapjdn vizsgalni kezdtiik a betegpopulacioban a
cryoglobulin és cryofibrinogén jelenlétét.

CELKITUZESEK

1. A koézelmiltban bemutatott TGM3 -/- egértorzsben a vizsgalok
manifeszt bor barrier defektust nem igazoltak. A TG3 lokalizacigjat és
enzimatikus sajatsagait, valamint elvarhat6 szerepét a CE formalddasaban,
a knockout allatokban bdr barrier defektust feltételeztiink. Ez alapjan
célként tiztik ki a kutan barrier funkcionalis vizsgalatat a boéron
alkalmazott antigén terhelés mellett, amelyhez a FITC-DBP kontakt
dermatitisz modellt alkalmaztuk. Amennyiben feltételezziik, hogy a TGM3
-/- egértdrzs immunaktivitasa nem tér el a WT egerekétdl, azonos epikutan
antigén stimulusra adott fokozott gyulladdsos reakcio latens bor barrier
defektust igazol.

2. A TGM3 -/- egerek FITC-DBP kontakt dermatitisz modell vizsgalata
mellett célunk volt a TG3 hianyos egerek immunvalaszat a kutan barrier
megkeriilésével is vizsgalni.

3. Tovabbiakban célként tiiztik ki egy 0j in vivo metodika kidolgozasat
(kétfoton abszorbcids fluoreszcencia mikroszkopiaval), mellyel a FITC
perkutan penetracidja in vivo is nyomon kovetheto.

4. A bor barrierfunkcio idéskorban rendszerint bekovetkezé hanyatlasanak
ismeretében célul tliztik ki a FITC-DBP modellben kiilonbz6 életkorn (8-



12 hetes, 6 honapos, 18 honapos) TGM3 -/- illetve WT egér populaciok
szenzibilizalhatosaganak 6sszehasonlitd vizsgalatat.

5. DH-ban a TG3 patognomikus autoantigénként szerepel. A korképben a
tipusos lokalizacioju papulovesiculak mellett gyakran észlelt akralis
purpurak alapjan vizsgalni kezdtik a Klinikdnkon gondozott DH-s
beteganyagban a cryofibrinogén, cryoglobulin jelenlétét. Célunk volt, hogy
a cryoproteinek prevalencigjat egy 88 fos DH-s betegpopulacioban
felmérjiik, egyuttal vizsgaljuk a gluténmentes diéta, és dapson kezelés
hatasat a cryoproteinek prevalenciajara.

MODSZEREK

TGM3 -/- egér

A TGM3 -/- egértorzs létrehozasa Kolni Egyetemen, C57BL/6 WT
hattértorzsben a TGM3 allél 6 exonjaban elhelyezett neomycin rezisztencia
gén technologia felhasznalasaval tortént. A torzset a Kolni Egyetemmel
kollaboracioban hasznaltuk. A knockout (KO) allatok him és ndstény
példanyai TGM3 -/- homozigota utddok létrehozasara képesek,
tenyészetben fenntarthatok.

Az allatokat 12 oras vilagos-sotét fényciklus mellett tartottuk, a kisérletek
idejétdl eltekintve szabad taplalék és folyadék hozzaférést biztositva. Az
allatkisérleteket a Semmelweis Egyetem Allatkisérleti Tudoményos Etikai
Tanacsa,  valamint az  illetékes  szakhatosagok  jovahagytak
(22.1/1049/3/2010).

A szenzibilizacios kisérleteket harom korcsoportban: 8-12 hetes, 6-, ill. 18-
hénapos néstény egereken végeztiik. Mindharom korosztalyban elvégeztiik
a fiilvastagodasi valasz (mouse ear swelling test, MEST) és a szévettan
kiértékelését. Az aramlas citometriai, szérum IgE méréseket, ill. a P. acnes
in vivo assay-t, ¢s a kétfoton mikroszkopos méréseket a 8-12 hetes
korosztalyban végeztiik el.



Kontakt érzékenység vizsgalata: a ,,mouse ear swelling test” - MEST.

A kés6i tipust talérzékenységi reakcié kivaltasara a fluoreszcein-
izotiocianat/dibutil-ftalat (FITC/DBP) modellt alkalmaztuk. Az egerek
hasan kb. 2x2 cm-es teriiletet leborotvaltunk (0. nap), majd 24 6ra mulva
(1. nap) a teriiletre szabvanyos aluminium kamraban 160l aceton/DBP 1:1
v/v elegyében oldott 0.5%-0s FITC oldatot helyeztiink, melyet 24 6ran
keresztiil hagytunk fenn. (A kontroll csoport esetében az olddszer azonos
mennyiségét hasznaltuk). A kisérlet 7. napjan az exponalt teriiletet ismételt
borotvalasa, masnap (8. nap), a 24 dras expozicio ismétlése kdvetkezett.
Egy héttel késobb, (15. nap) digitalis mikrométerrel megmértiik az egerek
kiindulasi fiilvastagsagat (Oh), majd ezt kovetéen mindkét oldali fiil
dorsalis felszinére 20ul 0,5%-o0s FITC ill. a Kkontroll csoportban
aceton/DBP 1:1 (v/v) oldatot pipettaztunk. A fiilvastagsagot 24-, ill. 48 6ra
mulva ismételten megmértiik. Mindkét fiil azonos idében mért atlagat
hasznaltuk statisztikai kiértékelésre. A flilvastagodas mértéke a gyulladasos
reakci6 nagysagaval aranyos.

Szovettani vizsgalatok

A re-expozicié utan 48 oraval eltavolitott fiileket 10%-0s pufferelt formalin
oldatban fixaltuk, majd standard dehidratacidét és parafin beagyazast
kovetéen 2pm-es metszetekben hematoxylin-eosin (HE) és toluidinkék
festés utan vizsgaltuk. A HE festett metszetekben az epidermisz
megvastagodasat, spongiosist és porkok képzodését, a dermiszben a
gyulladasos infiltratum jelenlétét értékeltiik. A toluidinkékkel festett
metszeteken az  eldbbiektdl  fliggetleniil a  szubepidermalis,
metachromasiasan festdd6 hizosejtek atlagos szamat vizsgaltuk 5
latotérben, 200x nagyitassal. A gyulladast és a hizdsejtek szamat egyarant
szemikvantitativ skalan (0,+,++) értékeltiik.



Aramlisi citometrias (flow-citometriis) mérések

A kipreparalt drenald nyirokcsomokat steril PBS-ben homogenizaltuk A
sejtek fenotipus vizsgalatdhoz az aldbbi perkonjugalt antitesteket
alkalmaztuk: PE-konjugalt anti-egér CD3, PerCP-konjugalt anti-egér CD4,
ill. PE-konjugalt anti-egér CD25 (BD Biosciences, San Jose, CA).
Méréseinkhez az  asztali  (bench-top) flow-citométer  rendszert
(FACSCalibur) hasznaltuk, az eredményeket CellQuest Pro programmal
abrazoltuk és értékeltik. A mérési kiiszobot minden minta esetében 10
eseményre allitottuk be. Az egyes sejtpopulaciok azonositiasa a tipusos
forward scatter (FSC) — side scatter (SSC), dot-plot grafikonokon tortént. A
CD4, CD25 kettds pozitiv sejtek az aktivalt T-sejteknek felelnek meg,
melyek szazalékos aranyat vizsgaltuk a lymphocyta kapun beliil. A dot-plot
abrak mellett jeloletlen (antitesttel nem inkubalt) szuszpenziokon a
lymphocyta kaput kizarva, a FITC emisszioés hullamhosszan (518-520 nm)
hisztogrammokat is felvettiink, Kihasznalva azt, hogy a szenzibilizacid
soran alkalmazott haptén a FITC volt. A mérésekhez csoportonként 5-5db
8-12 hetes WT, ill. TGM3-/- allatot hasznaltunk.

A transzepidermalis FITC penetracié in vivo mérése kétfoton
abszorpcios fluoreszcencia mikroszképiaval

Az in vivo mérés soran az elaltatott allatok fiilének ventralis oldalat
szovetbarat ragasztoval targylemezre rogzitettiik, a fiil dorsalis felszinére 2
ul 50 ug/ml-es dimetil-szulfoxidban (DMSQO) oldott FITC-et pipettaztunk,
A mérést az ellenoldali fiilon is elvégeztiik. Az alkalmazott kétfoton
mikroszkopban a minta gerjesztésére 795 nm-re hangolt Ti-zafir 1ézert
hasznaltunk (76 MHz-es ismétlési frekvencia, 190 femto-szekundumos
impulzus, atlagteljesitmény maximum 20 mW). A fenti beallitasok mellett
jol detektalhato fluoreszcens jelet kaptunk, de elkeriilheté volt a szovetek
termikus és fotokémiai karosodasa. A detektalashoz Carl Zeiss gyartmanyu
(LSM 7MP) mikroszkopot hasznaltunk. A méréseket 20x nagyitasi viz
immerzios objektivvel végeztik. A penetracidt a jo 4abrazolhatosag
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érdekében 15, 30, ill. 40 perces idépontokban regisztraltuk. Az optikai
szeletelést, azaz ,z-stack” technikat 850 pm x 850 pm-es teriileten, a
stratum corneum fel6l a dermis felé 80 um-es mélységig végeztik, az
egyes horizontalis sikok 8 um-es tavolsagban helyezkedtek el egymastol,
igy 6sszességében egy 850 pm x 850 um x 80 um® —es szdvetminta keriilt
elemzésre. Az Osszeillesztett 3D-s abrakat, illetve a fluoreszcencia
intenzitas adatokat a ZEN software-rel (Carl Zeiss), a képanalizist
az UTHSCA Image Tool for Windows 3.0 verzi¢ji programmal végeztik.
A mért fluoreszcencia intenzitas kvantitativ elemzéséhez csoportonként 3-
3db, 6-12 hetes TGM3-/- ill. WT allat reprezentativ, 30 perces z-stack
felvételeit hasznaltuk fel.

In vivo Propionibacterium acnes assay

A fiilbe szubepidermadlisan injektalt P. acnes massziv gyulladasos reakciot
provokal. Az egerek bal fiilébe Hamilton fecskenddével 20ul steril PBS-ben
szuszpendalt 10" CFU P. acnes torzset oltottunk. A jobb fiil szolgalt
kontrollként, melybe ugyancsak 20ul térfogatu, steril PBS-t injektaltunk. A
kialakult gyulladast 48 ora elteltével végzett MEST-el értékeltiik. A jobb és
bal fiil vastagsaga kozotti kiilonbség szazalékos aranya alapjan értékeltiik a
1étrejott gyulladasos reakcié mértékét. Csoportonként 3-3db, 6-12 hetes
TGM3 -/- és WT allatot hasznaltunk.

Szérum IgE ELISA

A 48 oras fiilvastagsag méréssel parhuzamosan iiveg kapillarissal vért
vettiink a retrobulbaris plexusbol. A szérum IgE szint mérésére a
kozforgalmi ELISA KIT-et (Mouse IgE ELISA BD Biosciences, San Jose
CA), illetve a gyarto altal ajanlott kiegészitd reagens készletet (OptEIA
Reagent Set B) hasznaltuk, a gyartd el6irasait kovetve. A mérésekhez
csoportonként 5-5db 8-12 hetes WT, ill. TGM3-/- allatot hasznaltunk.



Cryofibrinogenémia dermatitisz herpetiformiszban

Kizarolag szovettanilag és direkt immunfluoreszcenciaval igazolt DH-s
betegekben - a betegség aktivitasatol és szerologiai markerektol
fiiggetleniil - cryofibriogén és cryoglobulin jelenlétet vizsgaltuk. Osszesen
88 DH-s beteg, 60 férfi és 28 nd adatait dolgoztuk fel, az atlag életkor
36.5+17.4 év volt. Kontrollként retrospektiv modon feldolgoztuk a Klinika
laboratériumaban tortént két eves periodusban cryofibrinogén és
cryoglobulin feltételezett jelenléte miatt elvégzett vizsgalatok adatait. Ezek
a vizsgalatok foként autoimmunitds iranydban vizsgalt, vagy mar
diagnosztizalt betegeknél (SLE, dermatomyositis, Raynaud-jelenség,
kiilonb6z6 vasculitisek), valamint kisebb ardnyban egyéb bdrbetegek
fungoides) heterogén csoportjaban torténtek. A feldolgozott periddusban
nem DH-s betegekben Gsszesen 233 cryoprotein (CF és CG) vizsgalat
tortént. A csoportot 56 férfi és 177 né alkotta, az atlag életkor 52.9+17.4 év
volt. Vizsgaltuk a cryofibrinogenémia prevalenciajat a gluténmentes diétat
tartd, valamint gluténmentes diéta (GMD) mellett dapsont is szed6 DH
szubpopuloaciokban.

Cryofibrinogén (CF) és cryoglobulin (CG) vizsgalata

Cryofibrinogén meghatirozdsa: a betegekt6l 37 °C-ra elémelegitett
Vacutainer® nativ csovekbe tortént vérvétel. A levett vért 37 °C-on tartott
kémcsovekbe fejtettiik at, melyekhez 1ml steril 3,8%-0s natrium-citrat
oldatot adtunk, majd az igy alvadasban gatolt vért 4 °C-ra lehitott

centrifugaban, 20 percig 2000 RPM fordulatszamon fugaltuk. A plazmat
4°C-on tartva 72 Ora elteltével kvalitative értékeltiik a csapadék
(cryofibrinogén) jelenlétét. (1 csé 37 °C-on tartott plazma szolgalt
kontrollként.)

Cryoglobulin meghatarozasa: a betegektél ugyancsak 37 °C-ra
elomelegitett Vacutainer® nativ csovekbe tortént vérvétel, majd a vért
kémcsdbe torténd atfejtése utan 3 oraig 37 °C-on inkubaltuk. Ezt kovetden
a savot lecentrifugaltuk (2000 RPM, 20 perc) és 4°C-on tartva 72 ora utan
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kvalitativ médon értékeltiik a megjelend csapadékot (cryoglobulin). (1 cs6
37 °C-on tartott savo szolgalt kontrollként.)

Statisztikai analizis

A statisztikai kiértékeléshez a nem parametrikus Student-féle T probat
(Mann-Whitney teszt) alkalmaztuk. Szignifikansnak tekintettiik az 5%-nal

rrrrrr

SPSS Statistics 19 Software-t (IBM, Armonk, NY) hasznaltuk.

EREDMENYEK

MEST eredmények — a 8-12 hetes, 6-, ill. 18 honapos TGM3 -/- és WT
egér populaciékban

8-12 hetes populacio: A FITC-kezelt TGM3 -/- csoportban (n=20) a 24.
oraban 18+13 pum-es, a 48. ordban 61+19 pm-es fililvastagodast mértiink,
mig ugyanezen értékek a WT csoportban (n=16) a 24. 6éraban 11+6 um, a
48. 6raban 16+12 pum voltak. A 48. 6raban mért MEST adatok a TGM3 -/-
csoportban szignifikansan magasabbnak (p<0.0001) bizonyultak a WT
csoporthoz viszonyitva. A vivoanyaggal kezelt csoportok esetében a
TGM3 -/- egerek (n=12) a 24. 6raban 3+4pm-es, a 48. oraban 17+14um-es
fiillvastagodast mutattak, a WT egerek (n=9) 24 oras fiilvastagodasa
6+3um, 48 oras fiilvastagodasa 7+9um-t volt. A vivoanyaggal tortént
kezelés esetén szignifikans kiilonbség nem volt detektalhatdé a csoportok
kozott.

6 honapos populacio: A FITC-kezelt TGM3 -/- csoportban (n=8) 24-, ill.
48 oras kiértékelésnél 41+£23um, ill. 70+28um-es fiilvastagodasi értékeket
mértiink, mig a WT csoportban a fiilvastagodas a 24. 6raban 18+7um, a 48.
oraban 24+9um-es volt. A 48. o6raban mért MEST értékek ebben a
korcsoportban is szignifikansan magasabbak (p<0.0001) voltak a TGM3 -/-
egerek kozott. Vivoanyag kezelés mellett minden csoportnal hasonlo,
gyakorlatilag elhanyagolhato mértékii fiilvastagodast regisztraltunk. A
TGM3 -/- csoport (n=6) esetében a 24. oras érték 3+12um, a 48. Oras érték
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7+4um volt, a WT csoport (n=5) 24. oéras fiilvastagodasa 3+3um, a 48.
oraban mért értéke 5+7um volt.

18 hoénapos populacié: A FITC-kezelt TGM3 -/- egerek (n=5) MEST
értéke a 24. oraban 30+£16pum-nek, a 48. éraban 52+18um-nek bizonyult,
mig a WT egerek (n=5) esetében a 24. 6raban 16+11um-es, a 48. 6raban
25+11um-es MEST értékeket regisztraltunk. A FITC-kezelt KO és WT
csoport kozott 48 oraban mért fiilvastagodds ebben a korcsoportban is
szignifikansan magasabbnak (p<0.001) bizonyult a TGM3-/- egerek javara.
A vivoanyaggal kezelt csoportokban a TGM3 -/- egerek (n=5) a 24. 6raban
3+3um-es, a 48. oraban 7+6pum-es MEST értéket, a WT csoport (n=5)
tagjai ugyanezen idépontokban 3+3um-, ill. 5+5pum-es értékeket mutattak.
Vivoanyaggal kezelt csoportok kozott ebben a korcsoportban sem volt
detektalhat6 szignifikans kiilonbség. A MEST adatok alapjdan a legiddsebb
egerek is szenzibilizalhatok voltak, azonban szignifikans kiilonbséget a
mdasik ket korosztaly azonos csoportjaihoz képest sem a 24., sem a 48.
oraban végzett kiértékelésben nem tudtunk igazolni.

Az egereken végzett vizsgialatok szovettani kiértékelése

A szovettani kiértékeléseket mindharom korosztalyban vizsgaltuk. Az
eredmények mindhdrom korcsoport esetében jol korrelaltak a MEST
mérések eredményeivel. A szdvettani vizsgalatok soran mindharom
korcsoport esetében azonos eltéréseket talaltunk. VivOanyag kezelés
mellett sem a WT, sem a TGM3 -/- egerekben nem tapasztaltunk
gyulladasra utalo jeleket. FITC kezelés hatasaira a WT csoportban
mérsékelt kevertsejtes dermalis infiltratumot, az epidermisz kisfoka
kiszélesedését lattuk. A FITC kezelt TGM3 -/- csoportokban a dermalis
gyulladasos infiltratum, és az epidermisz hiperplaziaja lényegesen nagyobb
mértékli volt, itt gyakran figyeltiink meg porkképzédést is, mely a WT
csoportban csak elvétve fordult eld.

A toluidinkékkel festett metszeteken, az elébbiektdl fliggetleniil értékelt
atlagos hizésejtszam mind a FITC, mind a viv6anyag kezelt csoportban
tobb mint 10 volt latdéterenként, szamukban életkor szerint sem talaltunk
szignifikans kiilonbséget.



Aramlasi citometria

A FITC kezelt TGM3-/- egerekben az aktivalt T-sejtek aranya
szignifikansan (p<0.01) magasabb volt (24.2+2.5%), mint a FITC kezelt
WT csoportban (8.2+3.3%). A vivoanyaggal kezelt populacidkban a
knockout és vad tipusok kozott az aktivalt T-sejtek ardnydban szignifikans
kiilonbség nem volt detektalhatdo (WT csoport: 1.44+0.8%; TGM3 knockout
csoport 2.5+1.1%). A non-lymphoid kapuban, antitesttel nem jeldlt
nyirokcsom6 homogenizatumokban a FITC hullimhosszan detektalt
fluoreszcencia a knockout allatok esetében tendencigjaban jelzetten
nagyobb mértéki volt, a kiilonbség azonban a vad és knockout csoportok
kozott elhanyagolhatonak bizonyult.

Szérum IgE szint

A totdl szérum IgE szint a FITC-kezelt vad tipusu allatokban 868+107
ng/ml, mig a TGM knockout csoportban szignifikinsan magasabb,
2,810+796 ng/ml volt (p<0.05). A naiv, kezeletlen WT egerekben 72435
ng/ml, a TGM3 knockout allatokban 87+27ng/ml 6ssz IgE szinteket
mértiink.

In vivo Propionibacterium acnes assay

A TGM3 -/- torzs 27+£19.3%-o0s, mig a WT torzs 25+12.2%-0s
fiilvastagodast mutatott az ellenoldali steril PBS kezelt fiilhdz viszonyitva,
mely kiilonbség statisztikailag nem bizonyult szignifikansnak (p=0.2254,
Mann-Whitney teszt).

Transzepidermalis FITC penetraci6 mérése in vivo Kkétfoton
abszorpcios fluoreszcencia mikroszképiaval

A FITC a TGM3 -/- egerek epidermiszén gyorsan athatolva 30 perc
elteltével kb. 20 um mélységben jol lathatd fluoreszcens ,,frontvonalat”
mutatott, mig a WT egerek esetében a FITC l1ényegesen tovabb 1d6z6tt az
epidermisz felszinén, fluoreszcens jele halvany, elmosott mintazattal

10



abrazolodott. A sorozatfelvételek kiértékelésével szdmolt relativ Ossz
fluoreszcencia intenzitis a TGM -/- egerekben 4,5 £ 0,5x nagyobbnak
mutatkozott a WT tipushoz viszonyitva.

Cryofibrinogenémia prevalencidja DH populacioban

A nem szelektalt 88 fOs dermatitisz herpetiformiszban szenvedd
beteganyagban, az izolalt cryofibrinogenémia igen magas aranyban:
48.9%-ban (43/88) fordult el6, mig ez az érték a foként autoimmun
beteganyagban vizsgalt kontroll populacidban is, lényegesen kisebb, 27.5%
(64/233) volt. Az izolalt cryofibrinogenémia a diétat nem tartdé DH-S
populdcidban igen magas ardnyban, 60%-ban (33/55) fordult el6. A mar
diétaz6, de dapsont nem szedd DH-s populacioban az izolalt
cryofibrinogenémia prevalenciaja alacsonyabb, 40% (10/25) volt, mig a
gluténmentes diéta mellett egyidejiileg dapsonnal is kezelt csoportban
izolalt cryofibrinogenémia egy betegben sem (0/8) volt kimutathatd. Az
izolalt cryoglobulinémia és kevert cryofibrinogenémia - cryoglobulinémia
hasonl6 valtozasat a DH-s szubpopulaciokban nem tapasztaltuk.

KOVETKEZTETESEK

1. A stratum corneum-granulosum alkotorészeként ismert TG3 hianyat a
TGM3 -/- egerekben vizsgalva megallapitottuk, hogy a knockout allatok a
megfeleld C57BL/6 WT egerekhez viszonyitva a FITC-DBP modellben
szignifikans mértékben fokozott szenzibilizacios hajlamot, vagyis csokkent
perkutan gyulladasos kiiszobot mutatnak. Ezt a TGM3 -/- egér esetében
latens bor barrier defektus indirekt jelének tartjuk.

2. ATGMS3 -/- és WT egerek, az epidermisz megkeriilésével kozvetlentil a
dermiszbe jutatott P. acnes antigén stimulusra hasonléan reagaltak. Ebbol
kovetkezik, hogy TGM3 -/- egerekben megfigyelt fokozott perkutan
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szenzibilizacids hajlam, nem a TG3 hianya miatt eltéré immunologiai
valaszkészségbdl adodik, hanem annak hattérben a koros barrier altal
lehetové valt fokozott perkutan antigén penetracio all.

3. Uj modszerrel vizsgalva a kutan barriert, a kétfoton abszorbcids
fluoreszcens mikroszkopos in vivo méréseink soran a FITC — jelen esetben,
mint fluorofor — a TGM3 -/- egerek borén keresztiil fokozott, ill. eltérd

crer

alkalmas latens barrier defektusok vizsgélatara.

4. A FITC-DBP modellben a TGM3 -/- egerek mindharom (8-12 hetes, 6.-
ill. 18 honapos) korcsoportban fokozott szenzibilizdciot mutattak az azonos
életkori WT egerekhez viszonyitva, ugyanakkor a szenzibilizalhatosag
mértéke az életkorral, sem a TGM3 -/-, sem a WT egerek esetében nem
valtozott szignifikansan. Ennek hatterében feltételezhetd, hogy a FITC-
DBP penetracioja az életkorral érdemben nem valtozik.

5. A DH-s betegek (n=88) nem szelektalt csoportjdban a
cryofibrinogenaemia magas aranyban (48,9%) fordult el6. A
cryofibrinogenaemia prevalenciaja még magasabb volt a GMD-t nem tarto
betegek korében. A mar bizonyos ideje diétazok csoportjaban a prevalencia
csokkent és legalacsonyabb a GMD-t tartd és dapsont is szedd betegek
kozott volt. A DH-ban gyakori cryofibrinogenaemia magyarazatul
szolgalhat a korképben észlelt akralis purpurakra.

OSSZEFOGLALAS

A dolgozat a transzglutaminaz 3 borpatologidban eddig nem ismert
szerepét ismerteti, egyuttal a transzglutaminaz 3 dermatoldgidban betdltott
funkcioit is attekinti.

A transzglutaminazok elsOdleges szerepe stabil izopeptid kotések
kialakitasaval ellenalldo szupramolekularis struktirak létrehozasa, melyek
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fiziko-kémiai barrierként szolgalnak. A bérben a TGl1, TG3 és TGS
szerepe jelentds a stratum corneum ¢és CE kialakitasaban. A barrier funkcid
zavarainak leggyakoribb  klinikai megnyilvanulasai az ekcémas
korképekben figyelhet6k meg (pl. atopia, kontakt dermatitisz), melyekben
a kontakt szenzibilizaci6 iranti fogékonysag jelentésen megnd. A legkiilsé
barrier struktarat, a CE-t alkot6 elemek szerepe a boér barrier
diszfunkcidiban intenziven kutatott teriilet, azonban a régidban
lokalizalddo transzglutaminaz-3 hasonld szerepét eddig nem vizsgaltak.
Ennek ismeretében a TGM3 -/- egerekben nyugalmi koriilmények kozt leirt
intakt bor barrier funkcidt varatlannak taladltuk. Feltételeztiik, hogy a
TGM3 -/- egér borében barrier diszfunkcio latens modon van jelen, igy
stressz koriilmények — pl. antigén expozicié — hatasara a kontroll egerek
borétdl eltérden viselkedik, fokozott szenzibilizacios hajlamot mutathat.
Ezért a TGM 3 -/- egereket a FITC-DBP kisérletes kontakt dermatitisz
modellben vizsgaltuk, melyben igazolni tudtuk a knockout egerek fokozott
szenzibilizalhatosagat, 8-12 hetes, 6-, ill. 18 honapos korban is. Miutan azt
is igazoltuk, hogy a TGM3 -/- egerek immunreaktivitasa nem tér el a WT
tipustol, a megfigyelt fokozott szenzibilizaciobol azt a kovetkeztetést
vontuk le, hogy a TGM3 -/- egerekben a bor barrier funkcioi karosodtak,
fokozott perkutan antigén penetracid, latens barrier diszfunkcio
kimutathatd. A bor barrier vizsgalatara tovabba egy in vivo kétfoton
fluoreszcens mikroszkopos metodikat is kidolgoztunk, amivel a TGM3 -/-
egerek borének barrier defektusat direkt modon is verifikalni tudtuk.

Dolgozatom masodik részében, minthogy a TG3 borpatologidban eddig
egyetlen igazolt patognomikus szerepe az, hogy coeliakidhoz tarsuld
dermatitisz herpetiformiszban autoantigénként viselkedik, igy ez utobbi
korkpet is tanulmanyoztam. A Klinikan dermatitisz herpetiformisz miatt
gondozott  betegekben észlelt szokatlanul magas prevalenciaju
cryofibrinogenémiat  kezdtem  vizsgalni. A  cryofibrinogenémia
prevalencidja alacsonyabb volt a gluténmentes diétat tartdo csoportban, mig
azt a diétazd ¢és dapsonnal egyidejileg kezelt csoportban még
alacsonyabbnak talaltuk. A dermatitisz herpetiformiszban kimutatott magas
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prevalencigju cryofibrinogenémia magyarazatul szolgalhat a korképben
megfigyelhetd akralis purpurakra, egyuttal a dapson egy lehetséges 1ij
hatasmechanizmusat is felveti.

A dermatitisz herpetiformisz hatterében allo coeliakia és az atopias
megbetegedések kozos vonasa, hogy egy, a kiilvilag feldl érkezd karos
noxak elleni barrier (bér, nyalkahartyak, bél) szerepel a pathologias
torténések els6dleges helyszineként. A korképekben — az oOrdkletes
immunoldgiai prediszpozicion tul — a barrier funkcié primer eltéréseinek
szerepe is igen valdszinii, melyben a transzglutaminazok kozremiikodése is
jelentds.
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