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A bor barrierkarosodasok non-invaziv mérési lehetoségei

The non-invasive measurements of skin barrier disruption
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OSSZEFOGLALAS

A bor fizikokémia barrierének legfontosabb szerepei a
transzepidermalis vizvesztést (TEWL) gatldsa, illetve a
kiilonbozé patogének, allergének és toxikus anyagok szer-
vezetbe jutdsdanak megakaddlyozdsa. A fizikokémiai bar-
rier felépitése soktényezds, fontos szerepet jatszanak ben-
ne a keratinocytdak, a koztiik 1évo sejtkapcsolatok, vala-
mint a sejtek kozotti intercelluldris lipid és protein dllo-
many. A barrierkarosoddsok ezen tényezok oroklott vagy
szerzett elvaltozasai sordn alakulhatnak ki. Az in vitro
mdodszerek mellett napjainkban egyre fontosabbd vilnak
olyan in vivo non-invaziv moédszerek, (TEWL és bor pH
mérése, vagy borgyulladds sordn termelddd citokinek és
antimikrobidalis peptidek mennyiségének meghatdrozasa),
melyek ezeket a karosoddsokat tudjak kimutatni, mind
kvantitativan, mind kvalitativan.
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SUMMARY

The most important role of the physicochemical barrier
of the skin are inhibition of transepidermal water loss
(TEWL), and also prevention of skin penetration by
several pathogens, allergens and toxic matters. The
structure of the physicochemical barrier is complex,
including the keratinocytes, the cell junctions between
them, as well as the intercellular lipid and protein
structure. The barrier disruptions can be the results of
genetic or acquired alterations of these factors. Beside in
vitro methods, in vivo non-invasive measurements which
can detect the barrier disruption not just qualitatively, but
quantitatively, are considered more important nowadays
in dermatological practice and research (TEWL and skin
pH measurements, detection of antimicrobial peptids and
inflammation cytokines).
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A bor fizikokémiai barrierének felépitése

Bériink egyik legfontosabb feladata, hogy fizikokémiai
barriert képezzen a belsd szervezet és a kiilvilag kozott.
Ez a barrier egyrészrdl képes megakadalyozni a kiillonbo-
z6 allergének, toxikus vegyiiletek és mikrobdk bejutdsat a
szervezetbe (outside-inside barrier), masrészrél megaka-
dalyozza a transzepidermadlis vizvesztést (TEWL) (1). A
bér fizikokémiai barrierét a stratum granulosum (SG) leg-
fels6 két sejtrétege, valamint a stratum corneum (SC) alsé
két-harom sejtsora alkotja. Ez a barrier magdban foglalja
mind a keratinocytdkat/korneocytdkat, a koztiik kialakult
sejtkapcsolatokat (a SG-ban expresszal6dé tight junctio-
nok — TJ, valamint a SC-ban jelen levé korneodezmoszé-
mdk), mind a lipid természetl intercelluldris anyagokat
(2). Ez utébbiak k6z¢é a ceramidok (45-50%), a koleszte-
rol (25%) és a szabad zsirsavak (10-15%) tartoznak (3).
Az intercelluldris lipidek koriilveszik a korneocytdk sejt-

membranja koriil kialakult tn. cornified envelope-ot (CE),
amely egy transzglutaminazok altal keresztk&tott roppant
erbs lipid/fehérje polimer struktira. Az itt jelen levd fe-
hérjék kozott érdemes megemliteni az epidermalis diffe-
rencidciés komplex (EDC) génjei altal kédolt involucrint
és loricrint (4, 5). A CE-ok kapcsolatban allnak a korneo-
cytdk f6 strukturdlis fehérjéjével, a filaggrinnal is, amely
szintén az EDC-ben koédolt fehérje. A filaggrin f6 feladata
a keratin intermedier filamentumok keresztkotése, a kor-
neocyta membran kihorgonyzasa a CE-hez, valamint le-
bontdsi termékei f6 forrdsai az Un. természetes nedvesitd
faktoroknak (Natural Moisturizing Factors - NMF), ame-
lyek vizmegkotésre képesek, gatolva ezzel a TEWL-t, im-
munmoduldlé hatast fejtenek ki, szerepet jitszanak a
fényvédelemben, valamint a bér normal pH-janak kialaki-
tasaban (6, 7). A fizikokémiai barrier kialakitasdban ezen
feliil fontos szerepet jatszanak bizonyos enzimek, ame-
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TSLP szint mérése
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1. tabldazat

Bér barrierkarosoddsok mérésére szolgdlé metodikak.
Roviditések: FT-IR - Fourier transzformalt infravoros spektroszkopia; TSLP — thymic stromal lymphopoietin;
hBD-2 — human b-defensin-2

lyek segitik az intercelluldris lipidek érését, valamint fon-
tos szerepet jatszanak fehérjebont6é képességiik révén a
természetes deszkvamdcioban. Ezek kozé tartozik tobbek
kozott a kallikrein-7 (KLK7) szerin protedz, illetve a m-
kodését befolyasold szerin protedz inhibitor Lympho-Epi-
thelial Kazal-Type-related Inhibitor (LEKTI), amelyet a
SPINKS gén kédol (8). Ezek a fehérjék a SC-ban fejtik ki
hatdsukat, ugyanis ebben a rétegben a legoptimalisabb a
pH a miikodésiikhoz.

A fizikokémiai barrier karosodasa és mérési lehetd-
ségei AD-ben

A fizikokémiai barriert felépité lipidek és fehérjék exp-
resszidja szigord irdnyitds alatt all, hiszen barmelyik fak-
tor mikodésképtelensége a barrier karosodasdaval jarhat.
Az atopids dermatitis (AD) egy gyakori, krénikus gyulla-
dasos borbetegség, amely hatterében egyrészrdl a immun-
rendszer diszreguldcidja, masfeldl a bér barrierkarosodasa
all. A betegség egyik f6 markere a megnovekedett TEWL,
valamint a b8ron keresztiil kialakulé allergids szenzitiza-
ci6. AD esetében a borbarrier karosodasai lehetnek geneti-
kai eredettick (filaggrin mutidcié, KLK7 és SPINKS muta-
ciok), illetve szerzettek is (EDC génjeinek expresszids
csokkenése, sejtkapcsolatok szdmanak csokkenése, illetve
az intercelluldris lipidek érésének és szallitdsanak meghi-
basodasa szerzett okok miatt) (9, 10). A szerzett okok le-
hetnek kornyezeti hatasok (szappanok, bakteridlis fert6zé-
sek — pl. Staphylococcus aureus, allergének), valamint
gyulladdsos sejt infiltrdcié sordn termel6dé Th2 tipusu ci-
tokinek (IL-4, TL-13), amelyek képesek csokkenteni az
EDC génjeinek expresszidjat (11). Ezek alapjan is lathatd,
hogy a barrier mtikodése és kdrosoddsa sordn is mennyire
fontos a fizikokémiai barrier és az immunoldgiai barrier
kozotti kapcesolat.

A barrierkarosodasokat természetesen nyomon lehet ko-
vetni in vitro modszerekkel, hiszen szamos molekularis
biol6giai mdédszer létezik a barrier felépitésében fontos
szerepet jatszo struktirak expresszidjanak kovetésére mind
mRNS, mind fehérje szinten. Ezen mddszerek koziil a bér
elektronmikroszképos analizise a legelfogadottabb. Emel-
lett azonban fontos olyan objektiv mddszerek ismerete is,
amelyek in vivo non-invaziv médon képesek a barrierkaro-
soddsok mérésére. A legismertebb in vivo mddszerek a
TEWL, illetve a bérfelszin pH-janak mérése (12, 13).
Ezek nemcsak AD-ben alkalmazhatdk, a legtobb barrierka-
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rosoddssal jaré betegségben jelzé értékd lehet ezen para-
méterek meghatarozasa, valamint egyes gyégyszerek hata-
sossdganak megallapitdsa sordn is gyakran vizsgaljak.
Vannak olyan mdédszerek, mint a bér hidrataltsaganak, il-
letve sebum termelésének meghatdrozasa, amelyek rész-
ben jelezhetik a bér barrierkdrosoddsat, mivel azonban
egyéb tényezdk is befolydsolhatjdk ezeket, gyakorlati
hasznuk leginkdbb a kozmetolégidban van (14, 15). Ezek
mellett vannak médszerek, amelyek hasznalhatésagat ed-
dig féleg AD-ben bizonyitottdk, mint a SC thymic stromal
lymphopoietin — TSLP szint mérése, vagy az antimikrobid-
lis peptidek — AMP szintjének meghatarozasa (I .tdbldzat).

TEWL mérése

Mindmaig a TEWL mérése az egyik legelfogadottabb
moddszer a barrierkdrosodds nyomon kovetésére. Termé-
szetesen a test fiziol6gids koriilmények kozott is parolog-
tat vizet a boron keresztiil, azonban egy egészséges bdr
barrier képes ezt normal keretek k6z¢é szoritani. Amennyi-
ben a barrier karosodast szenved, a TEWL kontrollalatla-
nul megnovekszik. Ez akar végzetes is lehet égések, vagy
kiilonboz6 epidermolysisek soran. Tobb olyan ,.knockout”
allatmodellt is ismeriink (klaudin-1, konnexin-43), ame-
lyek letdlis foki TEWL novekedéssel jarnak. Ezek mellett
a megnovekedett TEWL kimutathaté bizonyos bérgyo-
gydszati megbetegedésekben (contact dermatitis, bullézus
kérképek, keratin abnormalitdsok, AD, psoriasis) is, és
AD esetében pl. erds korreldciot mutat a betegség sulyos-
sagaval (SCORAD) is (16, 17).

A TEWL-t az 1960-as években kezdték el6szor vizsgal-
ni, egy gytjtokamra segitségével, amelybe a boéron at
kiaramlott a nedves levegd. Ebbdl a viz mennyiségét gra-
vimetridsan hatdroztdk meg. Mar ekkoriban megfigyelték,
hogy egyes betegségekben [pl. ichthyosis vulgaris (IV)]
szignifikdnsan magasabb a TEWL, mint az egészséges
kontrollokban. Késébb higrométert is hasznaltak a TEWL
mérésére (18). A mai késziilékek a bérbdl parolgd viz si-
rség gradiensét hatdrozzdk meg indirekten két szenzor
(amelyek a relativ pdratartalmat és hémérsékletet érzéke-
lik) segitségével (/. dbra). Ezek folyamatosan, édltalano-
san 10-30 mp-en keresztiil mérik a TEWL-t, majd az
eredményt g/m’/h-ban kapjuk meg. Bar a normdl tarto-
many fligg a késziilék tipusatdl, a mért testteriilettdl és a
mérés helyszinétdl is (homérséklet, paratartalom), egész-
séges egyéneknél 0-20 g/m’/h az elfogadott érték.



1. dbra
Transzepidermadlis vizvesztés (TEWL) mérése

Fontos azonban megemliteni, hogy még a TEWL de-
tektdldsa sem tekinthetd egyenlének a teljes barrierkéaro-
sodds meghatdrozdsaval, mivel ez a médszer az un. insi-
de-outside barrierkdrosoddsok kimutatdsdra szolgdl, az
outside-inside barrierre (amely egyes anyagok penetra-
cidjat jelenti a béron keresztiil a szervezetbe) nem. Erre
igen j6 példa a lokalis szteroidos kezelés AD-ben, hiszen
maga a szteroid nem véltja ki a barrier Gjraképz8dést,
ezzel szemben vazokonstriktor hatdsa révén csokkenti a
vérataramlast, igy képes a megnovekedett TEWL javita-
sara.

Outside-inside barrier méré modszer

Az outside-inside barrierkdrosoddsok nyomon kovetése
in vivo sokkal nehezebb, hiszen ezekben az esetekben egy
bizonyos anyag (pl. polietilén glikol, vagy lauryl szulfét
$6) penetracidjat kell vizsgdlni a bér mélyebb rétegeibe,
ilyenkor legtobbszor elengedhetetlen a biopszids vizsga-
lat. Egyre elfogadottabbak azonban bizonyos spektroszko-
pids moédszerek, amelyek non-invaziv mdédon képesek
ezen molekuldk nyomon kovetésére in vivo. Ilyen pl. a
Fourier transzformalt infravords spektroszkoépia (FT-IR),
a konfokalis mikroszkodpia, vagy az egyik legigéretesebb
mobdszer, a Raman mikrospektroszképia (19, 20). Az
utébbi mddszer sordn a bért egy monokromatikus fénnyel
(1ézer) vilagitjak meg, és az egyes molekuldkrol vissza-
sz6r6d6 fény hordozza az informéciot. Ezt a fényt a mi-
szer detektora és a jelfeldolgozd egység alakitja az tn.
Raman-spektrummad, amely csak a vizsgalt anyagra jel-
lemz6. A médszer segitségével vizsgalhaté egyes kismé-
retl molekuldk penetracidja a bérbe (pl. koffein, vagy re-
tinol), megallapithaté a bor viztartalma, meghatarozhatjuk
vele a b6r NMF tartalmat, valamint akar a SC vastagsdaga
is meghatarozhatd, igy éveken beliil fontos szerepe lesz a
bér barrierrel kapcsolatos kutatdsoknak. Bar a bér NMF
tartalma nem mutat kapcsolatot a TEWL véltozdsaval,
azonban erds negativ korrelaciét mutat az AD silyossagat
jelz6 SCORAD-dal (21).

Bor hidrataltsag mérése
Mivel egyértelmd forditott korreldcié mutathaté ki a
TEWL ¢€s a SC hidrataltsaga kozott, feltételezhetd, hogy a
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csokkent bor hidrataltsag is jelezheti a bor barrierkéaroso-
ddsokat (22). Ez részben igaz, hiszen AD-ben pl. szignifi-
kansan csokkent a hidratéltsdg. Ebben az esetben az egyik
legvalészintibb ok az NMF koncentracidjanak csokkené-
se, amelyett a FLG oroklott vagy szerzett karosoddsa
okozhat. Ugyanakkor a bdr hidrataltsagat befolyasolhatja
a SC zsirtartalma, valamint a dermisben taldlhaté fehérjék
vizmegkoto képessége is, amelyek nem biztos, hogy koz-
vetlen kapcsolatban dllnak a barrierkdrosodassal. Ettdl
fliggetleniil a bor hidratdltsdganak csokkenése részben je-
lezheti a karosodast, de nem olyan szoros a kapcsolat,
mint a TEWL és az inside-outside barrierkdrosodds ko-
zott. A legelterjedtebb bdr hidratdltsdg mérok a késziilék-
ben taldlhaté dielektrikus médium kapacitancidjanak val-
tozasat mérik, amelyet a SC hidrataltsaga képes befolya-
solni.

Borfelszin pH mérése

Klasszikusan elfogadott nézetnek szdmit, hogy a SC
enyhén savas pH-janak (5.5) egyik legfébb feladata a
védekezés egyes korokozok megtelepedésével szemben.
Emellett azonban a bér barrier szempontjabél is fontos
szerepet jatszik, hiszen szabdlyozza a fizioldgids enzim-
mikodést és ezzel 0sszefiiggésben az intercellularis lipi-
dek érését és a hamlast. A deszkvamdcioban fontos sze-
repet jatszé kallikrein enzimek, és az intercelluldris lipi-
dek érését segité enzimek (savas szfingomielindz, p-gli-
kocerebroziddz) miikodési optimuma a bor fizioldgids
pH-javal azonos. A bér pH-janak megvaltozdsa visszave-
zethetd mind 6roklott, mind pedig szerzett tényezdkre,
azonban a leggyakoribb a kornyezeti tényezdk (szappa-
nok, kozmetikai szerek, vegyi anyagok, fert6zések) hata-
sa. Ezek legtobbszor a bér pH-janak ligos irdnyba torté-
nd eltolddasaval jarnak, amely kedvez a patogén torzsek
megtelepedésének, valamint romlik a normdl barrier
felépiilésének hatasfoka. A leggyakoribb barrierkaroso-
dassal jar6 bérbetegségekben (AD, IV) az érintett teriile-
tek szignifikdnsan magasabb bérfelszini pH-val rendel-
keznek az egészséges kontrollokhoz képest, azonban
ezek az értékek sokszor boérteriilet fliggdk is, igy megha-
tarozasa altaldban csak TEWL mérése mellett elfogadott
(23). A borfelszini pH-mérék egy vékony membranon
keresztiil keriilnek kapcsolatba a bérrel. A membrin
tiloldalan elektrolit van, amelybe két H-ion szenzitiv
(mérd, illetve referencia) elektrod meriil, ezek hataroz-
zak meg a bdr pH-jat.

Szérum és SC TSLP szint mérése

Mig a kordbban bemutatott médszerek mar régebben
elfogadottak a bérbarrier allapotdnak vizsgalatiban, a
TSLP szint mérése az tjabb mddszerek kozé tartozik, és
bizonyos esetekben még ellentmondédsos az irodalom-
ban. A TSLP a bérben keratinocyta-eredeti citokinként
van jelen, amely f6ként a dendritikus sejtekre hatva Th2
polarizacidt képes beinditani. A keratinocytak egyes kor-
nyezeti hatdsokra (mechanikai kdrosodds, kémiai anya-
gok, patogének) reagdlnak a fokozott TSLP expresszio-
val, ami gyulladdsos vélaszt indithat be. A TSLP 2002-



ben keriilt a bérgydgydszati kutatasok latéterébe, amikor
Soumelis és mtsai. kimutattdk emelkedett expresszidjat
AD-s tiinetes bor epidermiszében biopszids mintakbdl
(24). Kés6bb egyes munkacsoportok emelkedett szérum
TSLP szintet taldltak AD-s betegekben (amit nem min-
den kutatds tudott igazolni késébb), valamint egy barrier
karosodott (FATP4 génkiiités) allatmodellben (25, 26). A
mai napig nem taldltak egyértelmi korrelacidt a szérum
TSLP szint és a barrier kdarosodas, vagy az AD-s betegek
sulyossdga kozott. Sajat eredményeink alapjan is kije-
lenthetd, hogy a szérum TSLP szintje szignifikdnsan
emelkedik AD-ban, azonban nem talaltunk korrelaciot a
betegség sulyossdgaval (17). Egy Gjabb kutatds szerint a
SC TSLP tartalma mar osszefiigg az AD sdlyossagaval
(SCORAD-dal), igy a barrier kdrosoddst is pontosabban
jelezheti (27). A SC TSLP tartalméanak kimutatdsa sordn
tape stripping moédszerrel vesziink mintat a bdr felsziné-
r6l, amelyet targylemezre juttatunk at, majd ezutdn im-
muncitokémiai mddszerrel mutatjuk ki a TSLP jelenlé-
tét. Ez a mddszer a nagyfokid AD specifikus bdr barrier-
karosodas kimutatdsdra kivaléan alkalmas, mivel egész-
séges illetve AD-s non-léziondlis bérben a SC TSLP
szintje szinte kimutathatlan, viszont 1ézids bdrteriilete-
ken szignifikdnsan megnd.

Human b-defensin-2 (hBD-2) meghatarozasa

Az AMP-eket a borben foként a keratinocytdk terme-
lik, és a velesziiletett immunvalasz részesei, kozvetleniil
képesek az egyes patogének elpusztitiasara, de jelentds
immunreguldldé szerepiik is van. Legismertebbek kozii-
lik az LL-37 (kathelicidin) és a B-defenzinek (28). A
hBD-2 szintje egészséges borben elhanyagolhatd, azon-
ban gyulladdsos boérbetegségekben (psoriasis, AD) szint-
je szignifikdnsan megné mind a bdr 1€zids teriiletein,
mind a szérumban. Bar AD-ben kordbban csokkentnek
taldltdk a hBD-2 szintjét, a legijabb kutatdsok azonban
ellentmonddak, de egy tanulmanyban a SC hBD-2 tartal-
mat szignifikdnsan emelkedettnek taldltadk AD-ben 1€zi6s
bérteriileteken, valamint a szérum szintjét. Emellett kor-
relaciot talaltak a SC hBD-2 koncentracié és a TEWL,
valamint a SCORAD kozott (amely korrelalt a szérum
hBD-2 szinttel is), viszont nem taldltak korrelaciét a
hBD-2 koncentricié és a borfelszin pH-ja kozott, vala-
mint a FLG genotipus sem volt hatdssal a hBD-2 szintjé-
re (29).

Bar a barrierkarosodasok mérésének elterjedésére még
par évet varni kell, az eddigi eredmények alapjin belatha-
t6, hogy késébbiekben fontos szerepet fognak betdlteni a
rutin diagnosztikdban is, hiszen egyes betegségek egyér-
telmien bdr barrierkarosoddssal jarnak. Azon feliil, hogy
a diagnodzis kialakitdsdban is szerepet jatszhatnak, még
fontosabb, hogy a betegség sulyossagit jelezhetik. Ezaltal
nemcsak a megfeleld terdpia kivalasztdsaban jatszhat sze-
repet, hanem a terdpia eredményességét is nyomon kovet-
hetjiik. A klinikum mellett természetesen a kutatdsban is
fontosak ezen mérési lehetdségek, pl. egyes knock-out
egértorzsek barrierkarosodasanak megallapitasahoz alap-
vetd a TEWL mérése.
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Bar egyre tobbféle mddszer 4ll rendelkezésiinkre a bor
barrierkarosodasok szamszerd mérésére, a felsorolt mod-
szerek igen nagy részét nemcsak a barrierkdrosodas, ha-
nem egyéb tényez6k is befolydsoljadk. Emiatt a TEWL
mérése az egyik legelfogadottabb non-invaziv moédszer,
viszont ebben az esetben csak az inside-outside barrierka-
rosodds hatdrozhaté meg. Amennyiben a Raman mikro-
spektroszkdpia elterjedtebbé valik, fontos kiegészitje le-
het a TEWL mérésének. Ezek mellett egyre nagyobb je-
lentdséget tulajdonitanak a mikrobiom meghatdrozasanak
is. Mivel a bér kommenzilis flérdja (a bor egészséges mi-
kodésének kialakitdsahoz sziikséges baktériumok Osszes-
sége) bizonyos keretek kozott dllandd, igy annak megval-
tozdsa (az egyes torzsek ardnyaban, vagy abszolut szama-
ban) is jelezheti bizonyos barrierkdrosodasok jelenlétét,
bar egyelére még igen sok a megvalaszolatlan kérdés a
mikrobiom és a bor barrier kapcsolatdban.
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Hazai Hirek

Elismerés a magyar dermatolégidnak
GD-Innovationspreis 2014. évi dijazottja

Prof. Dr. Kemény Lajos

A GesellschaftfiirDermatopharmazie(GD) a német dermatolégiai tarsasdg altal évente megrendezésre kerii-
16 dermatofarmakoldgiai konferencia, amely konferencian kétévente egyszer kertiil odaitélésre a tarsasdg inno-
vacios nagydija (DG-Innovationspreis). A tarsasag 2014. aprilis 7-9 kozott Berlinben megszervezett kong-
resszusan az innovacids nagydijat Prof. dr. Kemény Lajos (SZTE Bérgy6gyaszati és Allergoldgiai Klinika)
vehette 4t a szegedi klinikdn kifejlesztetett innovativ kezelési eljarasokért.
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