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1. BEVEZETES

Az egészséges boér anatomiai és szovettani felépitése bizonyos mértékben eltér a faggyu
mirigyben gazdag (SGR, Sebaceous Gland Rich, zsiros), az apokrin mirigyben gazdag (AGR,
Apocrine Gland Rich, nedves) és a mirigyekben szegény (GP, Gland Poor, szaraz)
borrégiokban, koszonhetden a stratum corneum eltéré vastagsaganak, illetve a faggyu, eccrin
és apokrin mirigyek és a szértiiszOk valtozd szdmanak. Ennek kdvetkezménye egy diverz
kémiai mili6 megjelenése a bor felszinén. Az utobbi évek kutatésai feltartdk, hogy a kémiai
milié valtozatossagaval parhuzamosan a mikrobiom is kiilonbozik az eltéré bérteriileteken.
Munkacsoportunk korabbi vizsgalatai azt is kimutattak, hogy a bor mikrobiomjahoz és kémiai
detektalhatok. Szignifikans kiilonbséget igazoltunk az SGR, AGR és a GP bérben talalhato
immunsejtek (DC-k, T sejtek) szaméaban és aktivitasaban, valamint ravilagitottunk arra, hogy
az SGR és AGR régiokat egy nem gyulladasos IL-17/IL-10 citokin kdrnyezet jellemzi,
melyhez az IL-17-hez kapcsolodd kemokinek és antimikrobiélis peptidek (AMP-K)
emelkedett szintje is tarsul. Azt azonban eddig senki nem vizsgalta, hogy az immunolégiai
barrierhez hasonldan a permeabilitasi barrier is kiilonbozik-e a harom egészséges borrégioban.
Disszertaciom elso részében ezen kérdés megvalaszolasara végzett kutatasainkat 6sszegzem.

A permeablitasi barrier sériilése szamos borbetegség fontos jellemzéjeként, sét inicialo
okakent is ismert. A rosacea egy, a faggyumirigyben gazdag bérteriiletekre, azon beliil az
arcra lokalizaloddé immun-medialt bérbetegség, ahol az emelkedett pH és transzepidermalis
vizvesztés (TEWL), valamint csokkent hidrataltsag és fokozottan szaraz bor permedbilitasi
barrier kéarosodasra utal. Kutatocsoportunk els6ként vizsgélta a permeabilitdsi barrier

eltéréseit molekuléris szinten rosaceaban, disszertdciom masodik felében errél szamolok be.



2. IRODALMI ATTEKINTES

2.1. A bor felépitése

A bér 1,8 m?-es felliletével az emberi test egyik legnagyobb méretli szerve. Szamos
funkcioja mellett az egyik legfontosabb feladata az emberi szervezet elsédleges védelmi
vonalanak kialakitdsa. A human bér anatdmiai szempontbol harom f6 rétegre tagolhatd (1.
abra). A kiils6 kornyezethez legkozelebb elhelyezked6 rétege az epidermisz (ham), ami tébb
rétegb6l all. Ennek legals6 rétege a stratum basale (SB), mely egyetlen sejtsorat
differenciélatlan bazalis keratinocitak (KC) alkotjak. A felette elhelyezkedd réteg a stratum
spinosum (SS), ahol a KC-k mar bizonyos szinten differencialt allapotban vannak jelen. A SS-
t a stratum granulosum (SG) réteg kdveti, ahol a keratohialin granulomok megjelenése
jellemzd, melyek hisztidin és cisztein gazdag fehérjéket tartalmaznak, melyek a keratin (KRT)
filamentumokat kotik Ossze. Egyes borrégiokban egy tjabb réteg, a stratum lucidum is
kimutathat6. Az epidermisz legkiils6 rétege a stratum corneum (SC), melyet mar teljes
mértékben differencialt KC-k alkotnak. Az epidermisz, melynek tébb mint 90%-at a KC-k
alkotjak (1, 2), sajat vérellatassal nem rendelkezik, igy az alatta talalhatd rétegben
elhelyezkedé erek biztositjdk a taplalasat (3). A KC-kon kivil egyéb sejttipusok is
megtalalhatéak az epidermiszben, mint példaul az idegi eredetli Merkel sejtek, vagy a
melanocita pigmenttermel6 sejtek, melyek melanin expresszidjuk révén az ultraibolya (UV)
sugarzastol védik a bor felszinét. Az epidermisz Szuprabazalis rétegében specialis
immunsejtek is jelen vannak (Langerhans sejtek, CD8" T sejtek), melyek a bor-
immunrendszer elemei kdzé tartoznak (4, 5).

Az epidermisz alatt helyezkedik el a dermisz (irha), melynek legnagyobb toémegét
kotészoveti rostok, extracellularis matrix molekulak, és az ezeket termel fibroblasztok teszik
ki. Ebben a rétegben mar pilosebaceous egységek, verejtékmirigyek, artérias, vénas és nyirok
erek is talalhatok. A dermisz a felhamhoz képest tobb professzionélis immunsejtet tartalmaz,
melyek legfébb képviseléi a dendritikus sejtek (DC), mint a dermalis DC-k (dDC) és a
plazmacitoid DC-k (pDC), a CD4* T-helper (Th) sejtek, a yo-T sejtek, a természetes 616 sejtek
(NK sejtek), a makrofagok és a hizosejtek (1) (2. abra). A dermisz alatt talalhatd harmadik

réteg pedig a hipodermisz (béralja), melyet zsir és kotészovet épit fel (1, 3) (1. abra).
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1. abra A bér rétegeinek (epidermisz, dermisz és hipodermisz) sematikus abrézolasa
(Forras: Bahamonde-Norambuena D. M-PA, Mario Cantin, Munoz M., Katherine Zepeda, Cristian
Vilos. Polymeric Nanoparticles in Dermocosmetic. Int J Morphol. 2015;33(4):1563-8.)

A bornek szdmos fontos funkcidja ismert, mellyel hozzdjarul az emberi szervezet
védelméhez, megfelelé6 mikodésének, homeosztazisanak fenntartdsdhoz. Ezen funkciok
ellatadsaban fontos szerepet jatszanak a bér immun- és permeabilitasi barrierjének elemei. A
bor permeabilitdsi barrierjenek (fiziko-kémiai barrier) legfébb két f6 eleme a SC réteg
onmaga €s a SG rétegben 1évé tight junction (TJ) halézat, melyek biztositjdk a kiilsé
kornyezeti hatasokkal szembeni védelmet (pl.: mechanikai sériilések, UV-sugarzas stb.),
valamint megakadalyozzak a kiilonb6z6 patogének bérbe vald bejutasat (1, 2, 6, 7). Emellett
szerepet jatszanak még a boéron keresztiili vizvesztés kontrollalasidban, a bor megfeleld
hidrataltsdganak kialakitasaban. A permedbilitési barrierrel ellentétben, melyet egy vékony
réteg képvisel, a bor immunbarriert, vagyis a bor immunvédelmét (immunoldgiai barrier) a
KC-k és a korébban felsorolt epidermalis és dermélis klasszikus immunsejtek altal létrehozott
bér immunrendszer (Skin Immune System, SIS) biztositja, mely szerepet jatszik a toxinok,
fert6z6 agensek, daganatok elleni védekezeésben. A sajat mikrobiotaval szemben viszont

toleranciat mutat, ezzel segitve a bér homeosztazisanak fenntartasat (6-9) (2. abra).
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2. abra Az immunsejtek eloszlasanak sematikus abrazolisa a boér epidermiszében és
dermiszében

(Forras: Quaresma JAS. Organization of the Skin Immune System and Compartmentalized Immune
Responses in Infectious Diseases. Clinical microbiology reviews. 2019;32(4))

2.2. A topografiailag eltéré bortertletek jellemzése

Sokaig Ugy gondoltak, hogy az egészséges bdr egységes felépitésii és miikodési, de az
utobbi évek kutatasainak koszonhet6en tobb ezzel ellentétes adat latott napvilagot. A test
kiilonbozé teriiletein 1évoé bor anatomiai és szovettani felépitése (pl. a SC eltérd vastagsaga,
faggyu-, eccrin- és apokrin mirigyek mennyisége) eltéré. A szbvettani kulénbsegek mellett
diverz kémiai milli6t is detektaltak a kiilonb6zé bérrégidkban a mirigyvaladék eltérd
mennyiségével, Osszetételével és pH-javal 6sszefliggesben (10). Tovabbi megfigyelések
alapjan az is elmondhat6, hogy a kiilonb6z6 borrégiokat a kémiai kornyezethez
alkalmazkodva méas-mas homeosztatikus mikroorganizmusok kolonizaljak, tehat a bér
mikrobiomjanak Osszetételében is eltérések figyelhetéek meg (3. abra). A faggydmirigyben
gazdag borrégiokban (haton, arcon, fejb6éron) példaul nagyobb arédnyban van jelen
Corynebaktérium a faggyumirigyben szegény borteriiletekhez képest (pl. az alkaron) (11).
Ezen  anatomiai/kémiai/mikrobiom  kilénbsegek  alapjan  megkilonbdztethetiink
faggyumirigyben gazdag (SGR), apokrin mirigyben gazdag (AGR), és mirigyekben szegény
(GP) borteriileteket.

Szamos vizsgalat megerdsitette, hogy a bér mikrobiom fontos szerepet jatszik a SIS

kialakulasaban, aktivitdsaban, miikodésének fenntartasaban (10).
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3. &bra A mikrobiom (baktériumok és gombéak) topografiai eloszlasa egészséges béron

(Forras: Kong HH, Segre JA. The Molecular Revolution in Cutaneous Biology: Investigating the
Skin Microbiome. The Journal of investigative dermatology. 2017;137(5):e119-e22.)

2.3. Az immunoldgiai barrier jellegzetességei a topografiailag eltéré borteriileteken
Mivel a mikrobiom jelentds hatast gyakorol a SIS mitkodésére, az immunologiai barrier
pedig szoros Osszefliggest mutat a permeabilitasi barrierrel, igy kutatdcsoportunkban
felvet6dott az az eddig nem vizsgalt kérdés, hogy vajon a kiilonb6z6 bérrégidk immun- és
permeabilitdsi  barrierjében is  detektalhatoak-e  regionalis  kilénbségek. Ennek
megvalaszolasara irdnyuld kordbbi vizsgalataink soran kimutattuk, hogy a bor
mikrobiomjahoz ¢és kémiai milidjéhez hasonloan a SIS aktivitasdban és expresszios
mintdzataban is kilonbségek detektalhatok a régiok kozott (12, 13). Elészor az SGR és GP
dsszehasonlitast végeztik el. Eredményeink szerint az SGR bér epidermalis KC-aiban
megfigyelhetd egy magasabb, de még mindig homeosztatikus, nem gyulladasos Thymic
Stromal Lymphopoietin (TSLP, egy epitélialis sejtb6l szarmazo citokin, mely az adaptiv és a
természetes immunvalasz iranyitdsaban vesz reszt) expresszio, melyet a faggyumirigy f6
komponense, a linolsav szabéalyoz. Tovabba ezen régidéban nagyobb szamban detektaltunk
nem-gyulladasos CD11c* DC-ket és CD4* T sejteket jellegzetes IL-17/IL-10 citokin
expresszidés mintazattal. Tovabbi vizsgéalataink soran az is bebizonyosodott, hogy a
velesziletett immunrendszer bizonyos elemei (AMP-k, kemokinek) az SGR bor
epitheliumaban szignifikansan magasabban expresszalodtak a GP-hez képest. Az AMP-k
kozil S100A7, S100A8, S100A9, hBD-2, CAMP és LCN2 molekulakat vizsgaltuk. Az 6sszes

11



vizsgalt AMP-t sikerult mindkét bérrégioban detektalnunk gén szinten, és az Osszes vizsgalt
AMP expresszidja (CAMP kivételével) szignifikansan magasabb volt az SGR bérteriileten.
Két AMP-t immunhisztokémiai moédszerrel is vizsgaltunk (LCN2, S100A8), mindkettdjiik
expresszioja szignifikdnsan magasabb volt a zsiros bérben a szaraz régiokhoz hasonlitva. A
vizsgalt kemokinek kozul (CCL2, CCL3, CCL19, CCL20, CCL23, CCL24) mindegyik
emelkedett expresszidt mutatott a zsiros bérben gén szinten, mig az IHC maodszerrel is
vizsgalt CCL2 expresszioja fehérje szinten is szignifikansan magasabbnak mutatkozott.
Emellett a bor permedbilitési barrierjében (KRT17, KRT79) is eltéréseket figyeltiink meg.

A jellegzetes kilonbségekkel parhuzamosan ugyanakkor a proinflammatorikus citokinek
mindkét egészséges borrégioban alacsony szinten expresszalodtak [IL-1a, IL-6, IL-8, IL-33, a
tumor nekrozis faktor alfa (TNF-a)]. Ezen eredményekbdl arra kovetkeztethetiink, hogy az
SGR bérrégiot egy egyedi, nem-gyulladasos Th17/IL-17 altal iranyitott immun milié és
sajatos permeabilitasi barrier jellemzi, és ez a jellegzetes expresszidés mintazat eltér a GP
borteriileteken detektalhaté mintazattdl (12, 13).

Egy maésik tanulmanyunkban az AGR és a GP egészséges borrégiokat hasonlitottuk dssze
gén és fehérje szinten. Vizsgalataink soran az AGR bérteriileteken is nem gyulladasos IL-
17/1L-10 citokin kornyezetet detektaltunk, szignifikansan magasabb T sejt és DC jelenléttel
(aktivacio jele nélkdl), 1L-17-hez kapcsoldédd kemokinekkel, AMP-kkel és barrier elemekkel
(14), de nem teljesen azonos formaban, mint SGR esetén. Az SGR-hez hasonléan az AGR
bérteriileteken is megfigyelhet6 volt a TSLP epidermalis jelenléte a homeosztatikus immun
milié részéként, de az IL-17 kapcsolt kemokin és AMP szintek nem mutattak az SGR-el
teljesen azonos eltéréseket (14). A vizsgalt AMP-k (TSLP, S100A7,S100A8,
S100A9,DEFB4B, LCN2) kozil a legtobb upreguladlédott gén szinten az AGR régidban.
Harom molekulat fehérje szinten is megvizsgaltunk (S100A8, TSLP, LCNZ2), és mindharom
AMP emelkedett expressziot mutatott nedves bérben, és koziilik a TSLP és az LCN2
expresszidja szignifikansan is magasabb volt.

Az eddigi kutatasok eredményeit Osszefoglalva elmondhatd, hogy az emberi bor a
mikrobiom ¢és a kémiai mili6 tekintetében feloszthatd legalabb hérom eltér6 régidra
(széraz/nedves/zsiros), és ezzel 6sszefiiggésben az immun barrier jellemz6i, a SIS muiikddési
aktivitasa is Kkilonbozik ezeken a borteriileteken. Véleményink szerint ezen eltérések
hozzajarulhatnak ahhoz, hogy a topografiailag kiilonb6z6 bérrégiokon eltérd régio specifikus
bérbetegségek alakulhatnak ki. Ilyen példaul a hidradenitis suppurativa (HS), amely a nedves
AGR borteriileten fordul el6 (hénalj, agyék rész), az acne €s a rosacea, mely betegségek a

zsiros borrégioban (SGR) jelennek meg (arc), vagy az atopids dermatitis (AD), mely
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tobbnyire széraz borteriiletekre (GP) lokalizalodik. Ezen feltételezésiink szamos tovabbi

vizsgalatot igényel a jovoben.

2.4. A permeabilitasi barrier

A bér szamos feladata kozil az egyik legfontosabb a permeabilitasi barrier kialakitasa es
fenntartasa, ezaltal biztositva az elsédleges védelmi vonalat az emberi szervezet szdméra a
kiilonboz6 fizikai, bioldgiai és kémiai stresszel szemben. A permeabilitési barrier funkcidért
elsésorban a SC rétege és a SG-ban elhelyezked6 TJ haldzat a felelds (2, 7, 15, 16) (4. abra).

2.4.1. A SC szerkezete

A SC egy rugalmas réteg, melynek vastagsaga koriilbeliil 20 um (17). Felépitését a fal
szerkezetéhez lehet hasonlitani, ahol téglak, habarcs és vasoszlopok vannak jelen, melyek
megszilarditjak, és egyben tartjdk a szerkezetet. A SC-ban a téglékat az elhalt, elszarusodott
KC-k, mas néven a korneocitak reprezentaljak, a habarcs funkciot a korneocitdk kozotti
lipidek (ceramidok, koleszterol, zsirsav-észterek) és kiilonbozé enzimek biztositjak. A sejteket
korneodezmoszdma tipusu kapcsol6 elemek tartjak 6ssze, melyek az acélrudak szerepét toltik
be a fal megerdsitésében. A SC szerkezet kialakulasdhoz a KC-k egy igen Osszetett és
szigortan szabdalyozott differencialodasi folyamaton mennek keresztiil ez epidermiszben
torténd vandorlasuk alatt, melyet kornifikacionak neveziink. A folyamat az epidermalis
6ssejtekbdl indul ki, melyek atmeneti sejtekké majd végiil korneocitakka alakulnak at. A SC
egyik fontos feladata a folyamatos hamlas biztositasa, ezzel tartva fenn az epidermisz allando

vastagsagat (18).
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4. abra A bor barrier elemei
FLG: filaggrin; LOR: loricrin, KRT: keratin, IVL: involucrin

(Forrés: Egawa G, Kabashima K. Multifactorial skin barrier deficiency and atopic dermatitis: Essential
topics to prevent the atopic march. The Journal of allergy and clinical immunology. 2016;138(2):350-
8.el)

2.4.1.1. A cornified envelope

A SC-ban jelenlévé differencialt, sejtmag nélkili KC-k (korneocitdk) egy oldhatatlan,
er6s szerkezetet alakitanak ki, melyet cornified envelope-nak (CE) nevezink, és amely a boér
barrier funkciojanak kialakitasaban és fenntartasaban jatszik szerepet. A CE lipid és fehérje
polimerekbdl épiil fel, melyek kodzott a keresztkotéseket a transzglutaminaz (TG) nevil
enzimek biztositjdk. Ez a komplex szerkezetii, 15 nm vastagsagu, erésen térhalos, oldhatatlan
fehérje héldzat (envoplakin, periplakin, involucrin, loricrin) a sejtfalhoz hasonléan ellenallo
burokként veszi korul a KC sejtmembranjat. Az extracellularis felulethez egyrétegii -

hidroxi-ceramidok kapcsolddnak, ezzel erdsitve meg a CE merev szerkezetét (15, 19-22).
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A CE kialakitaséban kiemelked6 szerepet jatszo fehérjék az involucrin (IVL) és a loricrin
(LOR). Az IVL maés CE fehérjékhez hasonldan ismétlédo peptid egységekbdl all, és kilonféle
struktaraju fehérjekkel képes térhalot képezni. A CE kialakulasanak els6 1épésekor, korali
komponensként az IVL egy olyan alapvazat képes létrehozni, melyhez tobb, eltér6 szerkezetii
fehérje is hozza tud kapcsolddni. A CE struktdraban az IVL a sejtmembran mellett
helyezkedik el (23). A CE masik fontos fehérjéje a LOR, mely a granularis rétegben
termel6dik. Harom kilénallé domen alkotja (glicerin, szerin, cisztein), melyek glutaminban
gazdag rovid régiokat tartalmaznak, az N és C terminalisokon pedig glutaminban és lizinben
gazdag szekvenciak talalhatdok (24).

A CE fehérjék koze tartoznak még a late cornified envelope (LCE) és a small prolin rich
(SPR) proteinek, illetve az S100A csalad kalcium-koté fehérjéi, és a hét ismert S100-fuzionalt
tipusu fehérje (SFTP) is: profilaggrin, hornerin, filaggrin-2, repetin, cornulin, trichohyalin és
trichohyalin-like 1 (25, 26). Az SPR proteinek kis (6-18 kDa) prolinban gazdag fehérjék:
ezek az SPR1 (2 fehérje), SPR2 (10 fehérje) és az SPR3 (1 fehérje) fehérjék. Az SPR fehérjék
glutaminban és lizinben gazdag fej- és farokdomént, valamint egy kozponti domént is
tartalmaznak, amely nyolc (SPR1 és SPR3) vagy kilenc (SPR2) aminosavat tartalmazo
ismétlodo peptidegységbdl all (24, 27, 28).

A CE-ban eléfordulé fontos komponens a filaggrin, melynek eléalakja a profilaggrin,
mely egy nagyméretii (~500 kDa), komplex fehérje. Kezdetben erésen foszforilalt allapotban
van jelen a keratohialin granulomokban felhalmozédva, majd a kornifikacié soran
defoszforilalodik és proteolitikus hasitas kovetkeztében filaggrin (FLG) molekulakra
hasitodik (29, 30). Az emlitett proteineket (pl. IVL, LOR, FLG) kodolé gének az epidermalis
differenciaciés komplexben (EDC: Epidermal Differentiation Complex), az 1g21-es régidban
helyezkednek el (31). Az EDC-ben talalhato gének a KC-k terminalis differencialédasaban és
kornifik&cidjaban jatszanak szerepet. Az emberekben ez a komplex 1,9 Mbp szakaszon
helyezkedik el az 1921 kromoszoméan belll (32, 33). A CE kialakuldsa tobb folyamaton
keresztil megy végbe. A komplex kialakulasanak els6 szakaszaban a SS-ban a KC-k a
megnovekedett intracellularis Ca?* szintre valaszként envoplakint, periplakint és IVL-t
kezdenek el termelni (19). Ezt kdvetéen az envoplakin és a periplakin heterodimert képez, és
az IVL-al egyutt a plazmamembran alatt halmozodnak fel (34). A fehérjek kozott kialakulo
keresztkotesek biztositjak a multiprotein egységek egyittmaradasat, mely kotéseket a mar
emlitett transzglutamindz enzimek (TG1 és a TG5) hozzék létre (35-38). Az IVL, envoplakin
és periplakin beépilnek az envelope-ba, majd az SPR proteinek, a LOR és a KRT

filamentumok is kapcsolodnak (39).
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Fontos, megjegyezni, hogy az IVL fehérje a CE vazaként funkciondl, és ez a scaffold
fehérje biztositja a kot6helyeket a plakin dimerek és a KRT filamentumok szdmara, valamint
teszi lehetévé a dezmoszomalis fehérjékkel valé kombinalddasukat (19). A plakin fehérjék
keresztkotése az VL vazhoz, illetve a dezmoszdmaék és keratinszalak kapcsolddasa a CE-hez
nagy stabilitast biztosit a korneocitak szdmara (34). A LOR és az SPR fehérjek keresztkoteset
a TG3 enzim latja el. A két fehérje a sejt periféridjaba transzlokalddik, ahol TG1 és a TG5
enzimek biztositjdk az IVL vazhoz valé kapcsolodasukat (27). Ennek a folyamatnak a
tobbszori ismétlédése alakitja ki ezt a merev, erds CE szerkezetet, mely szerkezet fehérjéinek
80%-at a LOR teszi Ki. Végiil az extracellularis ceramid lipidek kotédését az IVL vazhoz a
TG1 enzim biztositja (23, 34) (5. &bra).

Spinosus réteg s Ermix? ) . Lipid envelope forma
dcie sxakaez » ( réteg) »  (felsd laris réteg)

P Cornified rétez

O Foszfolipid J1GIX Transzglutaminiz
O Loricrin WA OH Ceramid
P! P
© SR VAAMY™ O Zsirsavak, koleszterin
e, -10 O Egyéb fehinek - Oldhatatlan térhilosodis

5. &bra A CE kialakulasanak lépései

Az els6 fazis az iniciacids szakasz, mely a spinosus rétegben zajlik, itt torténik a CE strukturalis
fehérjék szintézise, valamint a specifikus lipidek szintetizalasa és szekrécidja az intercellularis térbe. A
TG1 és a TG5 keresztkéti az envoplakint és a periplakint, ezaltal rogziti 6ket a dezmoszémahoz. A
masodik a meger0sitési szakasz, mely a granularis rétegben zajlik, ahol az egyes lipidek kovalensen
kotédnek a CE fehérjékhez, valamint a LOR keresztkotése is megtorténik a kis prolinban gazdag
proteinekhez (SPR), melyet a TG3 és a TG1 enzimek végeznek. A lipid envelope kialakulésa szintén a
granularis rétegben zajlik, ahol a lamellaris test (LT) lipidjeit (amelyek a Golgi-bdl szarmaznak) a
keresztkotott proteinekkel (envoplakin, periplakin, involucrin) a TG5 és TG1 koéti 6ssze. A
megerdsités fazisa és a lipid envelope képz6désének 1épései egy idOben torténnek. A CE rétegben
lezajlé utolsd fazis a LOR és méas fehérjék tovabbi keresztkotéset foglalja magaban (TG1 Aaltal),
valamint az -OH-ceramidok, zsirsavak és koleszterin szekrécidja is itt torténik.

(Forrés: Candi E, Schmidt R, Melino G. The cornified envelope: a model of cell death in the skin.
Nature reviews Molecular cell biology. 2005;6(4):328-40.)
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2.4.1.2. Dezmoszoma szerkezete és a korneocitdk hAmlasa

A dezmoszomak a KC-k felszinén talalhatoak és a szomszédos sejtek kozotti kapcsolddast
biztositjdk. Harom fehérje csaldd tagjaibol épilnek fel: a dezmoszomalis cadherinekbdl,
valamint az armadillo és plakin nevezetii fehérjékbdl (34). A SC-ban talalhatd KC-k, a
korneocitak  0sszekotését egy modositott dezmoszoma  setjkapcsolé  struktura, a
korneodezmoszoma biztositja (2, 40). A korneodezmoszomak két f6 alkotoeleme a
desmoglein-1 (DSG1) és a desmocollin-1 (DSC1), mely glikoproteinek a cadherin Ca®*
fuggetlen sejtadhéziés molekuldk csaladjaba tartoznak (27). A DSG1 és a DSC1 képes
kolcsonhatasba 1épni a plakoglobin és plakophilin nevezetii armadillo fehérjékkel, melyek az
envoplakinhoz és periplakinhoz is k6tddnek (34, 41, 42). A DSG2 és a DSC2 a bazalis, a
DSG3 és a DSC3 a bazalis es spinosus rétegekben, mig a DSG1 és DSCL1 pedig az epidermisz
legfels6 rétegeiben talalhatoak meg (41). A korneodezmoszdma tovabbi fontos alkotdeleme
egy foszforilalt, glikozilalt protein, a corneodesmosin (CDSN), ami az epidermisz fels6
spinosus és granulalt rétegeiben expresszalodik (27). A dezmoszdéma sejtkapcsold struktdra
fontos morfoldgiai valtozasokon megy keresztiil a KC-k érése soran a cornified réteg eléréséig
(43, 44). A bér hamlasanak lényege a korneocitdk kohézidjanak megsziinése, ahol a
korneodezmoszémak degradacidja a legkiilsé korneocitak egyidejii levalasat eredményezi. A
folyamatban a kapcsol6 struktira extracellularis részének proteolitikus hasitasa
kulcsfontossagu. A korneodezmoszéma lebomlasat a SC kimotriptikus enzim (SCCE,
kimotripszin-szerli enzim) (45, 46) és a tripszinszerii proteazok végzik (40, 43). A SCCE
fontos szerepet jatszik az in vivo hamlas folyamataban, a szdvetben vald elhelyezkedése (az
interfollikularis epidermisz szuprabazélis KC-iban fejezédik ki), illetve a katalitikus aktivitasa
és inhibitor profilja miatt (47, 48). Egyes tanulmanyok kimutattdk a SCCE jelenlétét a SC
extracellularis terében is, ahova a kornifikacié soran kerilt (49). Bar maga a hamlas
folyamaténak az alapja a korneodezmoszomék proteolitikus degradalodasa, emellett még
szamos mas szabalyozasi mechanizmus is részt vesz a folyamatban. Ide tartozik pl.: az enzim-
prekurzoroknak és a SC-ban 1év6 protedz inhibitoroknak az aktivalasa (50), a SC lipid
Osszetételének valtozasai az intercellularis térben (51), a viztartalom (52), a SC pH-janak
valtozésa (53) illetve a kilonféle glikozidazok hatdsai (54). A korneocitdk hamlasanak
szabalyozasat elsésorban a kallikreinnel (KLK) kapcsolatos szerin-peptiddzok (KLK5, KLK7
és KLK14) proteolitikus kaszkadja végzi, melyek a SC-ban Katalitikusan aktiv formaban
vannak jelen (55, 56).
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A KLK-ek aktivitdsa a SC-ban a megemelkedett pH-val ndvekszik, emellett aktivitasukat
protedz inhibitorok szabalyozzak, beleértve a Kazal-type 5 szerin proteaz-inhibitor (SPINKS5)
altal kodolt Lympho-epithelial Kazal-type inhibitorokat (LEKTI) (57). A KLK-ek és a LEKTI
a lamellaris testekben (LT, Odland testek) tarolddnak kezdetben, majd az intercelluléris térbe
a SG-SC hataran szekretdlédnak (34). Amikor a hamlas folyamata nem megfelelén megy
végbe, az itt talalhatd kilonallo sejtek felhalmozodhatnak a bér feliiletén (a SC egyideji
megvastagodasaval vagy nélkiile). A zavar sulyossaga a mérsékelttdl akar egy sulyosabb
allapotig is terjedhet. Amikor a bérben gyengébb hamlasi folyamat megy végbe, annak
kovetkezményeként a borfelilleten egy egyenetlen és szdraz bér kombinacid jelenik meg,
fokozddva pedig vastagabb, erdteljesebb pikkelyesedés jelenhet meg a boron, ami példaul a

psoriazisra vagy az ichtiozisra utalhat (47).

2.4.2. Atight junction

A TJ megismerésehez a SG szerepérol szilkséges néhany szot ejteni, hisz a SC sejtjein
Kivil a SG-ban elhelyezked6 sejtek is részt vesznek a fiziko-kémia barrier kialakitasaban a
barriert alkotd Osszetevok termelésével (58). A SG csupan 2-3 sejtsorbdl all, mégis két
kiemelkedden fontos szerepe van: az egyik, hogy megtermelje azokat az 6sszetevoket, amik a
SC er6s strukturajdhoz szikseges, a masik pedig a TJ réteg kialakitésa.

A SG-ban talalhat6 epidermalis sejtek olyan LT-ket tartalmaznak, melyekben kiilonb6z6,
késébb az extracellularis térbe jutd komponensek vannak jelen (pl.: lipidek, fehérjék,
enzimek). Ezen LT-ek az epidermélis sejtek differencialodasa soran képesek a tartalmukat a
granulosum és a cornified réteg teriiletén az extracellularis térbe driteni (20, 34). A SG
szerepe fontos az intercellularis lipidek termelése szempontjabdl is, hiszen ceramidok, szabad
zsirsavak és koleszterin heterogén keverékei termel6dnek ebben a rétegben (59).

A SG-ra jellemz6 keratohialin granulomok fontos komponenseket biztositanak az el6z6
részben leirt SC rétegnek. A SG nevét is, ezen két membran altal korulhatarolt keratohialin
granulomokrol kapta, melyek a SC intracellularis strukt(r komponenseit tartalmazzak, mint
példaul a FLG-t, a LOR-t és a KRT filamentumokat (34).

A SG kiemelkedéen fontos szerepe a TJ-k képzése. A TJ olyan struktira, mely
nélkilozhetetlen a barrier integritds szempontjabol (34). Kdzponti szerepet jatszik a sejt
adhézioban (epitéliaban és az endotéliaban), ahol a szomszédos sejtek szabalyozott mddon
kapcsolodnak egyméashoz (60). A TJ funkcioja koze tartozik a szoveti barrier kialakitasa és
fenntartasa mellett a kiilonb6z6 molekuldk szallitasanak biztositdsa a szervezet kiilonb6z6

tertleteire (61). A bérben a TJ-k szorosan zarjak a szomszédos KC sejteket, de lehet6vé teszik
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a viz és bizonyos oldott anyagok szelektiv athaladasat (4. abra) (62-64).

Ezt az intercellularis junkciot kiilonboz6 transzmembran fehérjék alkotjak, mint a claudin
1-24 (CLDN), occludin (OCLN), tricellulin, junctionalis adhéziés molekula (JAM),
citoszolikus schaffold fehérjék (zonulae occludens (ZO-1, ZO-2, ZO-3), cingulin, és
symplekin (62, 65, 66).

Elséként az OCLN transzmembran fehérjét detektaltak a TJ-ben, melyhez tébb funkciét is
tarsitottak (67-69). Az OCLN egy politopikus membranfehérje, amely negy transzmembran
domént, illetve N- és C-terminalisokat is tartalmaz (60, 70-73). A TJ-ben el6fordulé masik f6
transzmembran fehérje a CLDN, mely négy transzmembran doménbél all 6ssze (60). A TJ
létfontossagu szerepét a bér homeosztazisaban CLDN-1 hianyos egerekkel bizonyitottak be.
A Kisérlet soran a CLDN1-gyel nem rendelkezé ragesalok a sziiletésiik utan 24 o6ran beliil
sulyos kiszaradas kovetkeztében elpusztultak. Viszont ezeknél az egereknél nem figyelték
meg a SC komponensek termelédésének rendellenessegét (74). A CLDN-ok nemcsak a
barrier képzodéséért, hanem a para-cellularis Ut szelektiv permeabilitasaért is felelések (75). A
TJ citoplazmatikus schaffold vazat kiilonb6z6é adapter fehérjék biztositjak (ZO-1/2/3, PAT],
Palsl, PAR-3 és PAR-6). Szamos protein-protein kdlcsonhatast megfigyeltek ezen fehérjék
kdzott, ami egy bonyolult fehérjehal6zatot eredményezett. Ezeknek a fehérjéknek a nagy része
képes kolcsonhatasba lépni a transzmembran komponensekkel, valamint az f-aktinnal, igy
ennek a jelentésége az, hogy egy molekuléris hidat képesek képezni az adhézids feherjék és a
citoszkeleton kozott (60, 76). A SC mellet a TJ-k csak masodik védelmi vonalként mitkodnek
a kiilonbozo korokozokkal szemben. Viszont a TJ elsddleges barrierként is mitkodhet a SC-

mentes borfiiggelékekben (pl.: szértiiszOkben vagy a verejtéekmirigyekben) (34).

2.4.3. Antimikrobidlis peptidek szerepe a bérben

Az AMP-Kk a veleszilletett immunvalasz mediatorai, melyeket a bér szamos sejttipusa
képes termelni (KC-k, hizosejtek, faggyusejtek, makrofagok, adipocitak) (77). 12-50
aminosavbol épulnek fel, szerkezetiik szerint 4 féle peptidet kiilonboztetiink meg: a-hélix, B-
lemez, ,.extended” és a hurkos fehérje szerkezetiit. Altaldban a sériilt epithélium felszinén
termelddnek, mivel {6 feladatuk, hogy a gazdaszervezet mikrobialis invazidjanak ellenalljanak
azéltal, hogy képesek kozvetlenil elpusztitani a korokozdkat. Ugyanakkor szamos egyéb
funkcidjuk is felismerésre kertlt, immunsejteket képesek toborozni a karosodott felszinre,
citokin/kemokin termelést moduléalnak, és egy részik alarmin funkcidval is bir (példaul LL-
37, hBD2, hBD3) (6. abra) (78, 79). Az antimikrobialis aktivitasuk mellett az
angiogenezisben és a sebgydgyulasban is fontos szerepet toltenek be (1, 78, 80, 81).
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Sz&mos immun-mediélt borgyogyaszati korképben megfigyelték mar az AMP-k
patoldgiasan megemelkedett termelédését, példaul rosaceaban, psoriasisban, AD-ben vagy
acne-ban. A boérben 1évé AMP-k legfobb forrasai a KC-k. A KC-k képesek cathelicidint
(CAMP, LL-37), béta-defenzineket (human B-defensin 1-4), dermcidint (DCD),
ribonukledzokat (RNAZ 5,7), psoriasint (S100A7), SLPI-t (Secretory Leukocyte Peptidase
Inhibitor), elafint, kemokin ligand 20-at (CCL20), lizozimot és adrenomedulint termelni. Az
LL37-nek fontos szerepe van a megfeleld epidermalis permeabilitas barrier funkcio
kialakitdsdban, a citokin és kemokin termelés szabalyozasaban, emellett stimulédlja a
sebgydgyulast, angiogenezist, neovaszkulariaciot, reepithelizaciot, valamint kemotaktikus
(monociték, hizosejtek, T sejtek és neutrofil granulocitak) hatassal is rendelkezik (82, 83). A
béta-defenzinek képesek fokozni a monocitak, T-limfocitak, DC-k és a hizosejtek kemotaxisat
a sériilés helyén, ezaltal erdsitik a velesziiletett és adaptiv immunrendszer miikodését (1, 8, 84,
85). A konstitutivan termel6dé6 AMP-k, mint a psoriasin (S100A7) (86), calprotektin, S100
fehérjék (S100A8/S100A9), valamint az RN&z 7 (87, 88) a bérnek a SC rétegében is jelen
vannak. Ezen Kivul példaul a bér verejtékmirigyeib6l szekretalodik a dermcidin vagy a

lactoferin, melyek képesek felhalmozdodni az emberi bérben (85, 87, 89, 90).
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6. abra Az AMP-k expresszidja és funkcidja

Az egészséges borben a rezidens sejtek altal konstitutivan termelt AMP-k elsédleges védelmi vonalat
biztositanak a korokozokkal szemben. Ha a bor barriert valamilyen fertdzés vagy sériilés éri, abban az
esetben az infiltral6dé sejtek magas szinti AMP expressziot biztositanak, és ezzel parhuzamosan a
rezidens KC-k is tobb AMP-t termelnek. Az AMP-k ezt kovetden elpusztitjak a mikrobékat,
gyulladésos sejteket toboroznak, illetve stimulaljak a kemokinek termelddését, az angiogenezist és a
sebgydgyulast (human béta defensin: hBD-1,-2,-3,)

(Forras: Clausen ML, Agner T. Antimicrobial Peptides, Infections and the Skin Barrier. Current
problems in dermatology. 2016; 49:38-46.)
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Munkacsoportunk korabbi kutatasai sordn kimutatta, hogy a topografiailag eltérd
bérteriileteken az anatomiai felépitésben, a kémiai mili6ben, illetve a mikrobidta dsszetételben
tapasztalhat6 eltérésekkel parhuzamosan a bér antimikrobialis barrierje (AMP termelése) sem
tekinthetd mar egységesnek: az SGR ¢és AGR borteriileteken mRNS szinten 2-40-szeres,
fehérje szinten 4-9-szeres AMP expressziot detektaltunk a GP bérfeliiletekhez képest (13, 14)

2.5. Barrier k&rosodéson alapul6 betegségek

2.5.1. Atopias dermatitis (AD)

A bér permeabilitasi barrierjének karosodasa patologias kdvetkezménnyel jarhat. A kilsé
kornyezettel szembeni védelem csokkenhet, a kiilvilagbol érkezé toxinok, allergének,
mikrobak konnyebben bejuthatnak a borbe, és gyulladasos folyamatokat indithatnak el (34).
Ugyszintén jelentkezhet a karosodott barrieren keresztiil fokozott vizvesztés, és a bor
hidrataltsdganak csokkenése, mely ugyancsak gyulladast tud elinditani a borben. Az AD az
egyik ilyen jol ismert, bér barrier mitkodési defektussal jard kronikus gyulladas. A fejlett
orszagokban a gyermekek korében 15-20%-0s gyakorisdgh a betegség, a feln6tt lakossag
korében 1-10 % kozotti prevalencia adatokat kozolnek (91). A fejlett orszagokhoz képest a
fejlédé orszagokban a betegek szama joval alacsonyabb, de ez a szam folyamatosan
emelkedik (92). Az AD kialakulasaban genetikai és kornyezeti faktorok egyuttesen jatszanak
szerepet (multifaktorialis kérkép) (7. &bra), és ezen faktorok kombinécidja hatdrozza meg az
AD sulyosséagat és kialakulasanak valoszintiségét (58, 93, 94). Ez a kronikus borbetegség
foként a szaraz, faggyud- és apokrin mirigyben szegény bérrégiokon manifesztalodik (95). Az
AD-re jellemz6é a fokozott Th2 (és kisebb mértékben a Th22/Thl17) tipusu gyulladas, a
gyakori allergids szenzitizacidé kdrnyezeti allergénekkel szemben, az érzékeny, szaraz bor
megjelenése, a megndvekedett transzepidermalis vizvesztés (TEWL) és a bor csokkent
vizmegkotd képessége (7, 17, 96, 97). A legfrissebb kutatdsok azt bizonyitjdk, hogy a
betegség Iényeges eleme az epidermalis barrier defektusa (94, 98). AD-ben megfigyelhet6 a
SC kérosodasa, amely egy vagy tobb diszfunkcid kovetkezménye. llyen defektus lehet a SC
lipidek csokkent szintje, vagy a proteinek genetikai és/vagy szerzett hibai, mint példaul a FLG
mutécidja (7, 93, 99-103). Az AD-ban a barrier karosodas és az immunoldgiai gyulladas
kapcsolatara 2 hipotézis létezik. Az ,,outside-in” elmélet szerint els6ként a barrier karosodasa
torténik meg, és ennek a kovetkezményeként aktivalddik a természetes és szerzett immunitas
(KC alarmin termeleés, IL-25 és IL-33 és TSLP termelés, DC aktivalodas, Th2 aktivalodas).
Az ,inside-out” tedria szerint a barrier karosodasa az immunaktivacio hatdsara alakul ki,

vagyis el6szor Th2 tipust gyulladas jelenik meg a borben, a képz6d6 IL-4, 1L-13 és IL-31
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citokinek pedig barrier karosodashoz vezetnek (83). Az AD tobb esetben tarsul mas allergias
megbetegedésekkel is, mint példaul étel allergiaval, asztmaval vagy allergids rhinitisszel,
melyek megjelenése egymast koveti, ezeket egylttesen atopias menetelésnek nevezik (104,
105).

Az AD patogenezisében tehat a permeabilitasi barrier karosodasa, a KC aktivacio és a Th2
tipusu gyulladds egymast kivalto, erdsitd tényezdok, melyek egy ordogi kort alkotnak.
Terapiasan is egyszerre szlikséges a gyulladast kezelni gyulladascsokkent6 készitményekkel
és a barrier karosodast reparélni megfelelé barrier helyreallitd kezelésekkel. Az AD hatékony

kezelése fontos a késébbi allergias betegségek kialakuldsanak megelézése szempontjabol is

(34).
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7. dbra A gének harom csoportja, melyek a strukturdlis, protedz és proteaz inhibitor fehérjéket
kédoljak, hozzajarulnak a bér barrier defektusahoz AD-ban

A proteaz (példaul KLK?7) és a proteaz inhibitor (CSTA és SPINKS) génekben megjelend valtozasok
kdzvetlenul a SC fokozott protedz aktivitasahoz vezetnek, ami a korneodezmoszéma lebomlasat
eredményezi. A FLG-t kddolé FLG gén hidny/muticié a termeészetes hidratdldo faktor (NMF)
szintjének csokkenéséhez vezet az SC-n beliil. Amint az NMF-szint csokken, a SC pH-ja emelkedik,
ami fokozott protedz és csokkentett protedz inhibitor aktivitast, majd csokkent lipid lamella szintézist
eredményez. A kornyezeti irritinsok (szappan és mas tisztitoszerek, haziporatka és a Staphylococcus
aureus elleni exogén protedzok, lokalis kortikoszteroidok) tartés hasznalata szintén sulyosbitja a
barrier proteolitikus lebontasat, ami tovabbi, fokozott barrier kdrosodast eredményez.

(Forras: Cork MJ, Danby SG, Vasilopoulos Y, Hadgraft J, Lane ME, Moustafa M, et al. Epidermal
barrier dysfunction in atopic dermatitis. The Journal of investigative dermatology. 2009;129(8):1892-
908.)
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2.6. Rosacea

A rosacea egy gyakori, kronikus immun-medialt gyulladasos bérbetegség, melynek
kialakulasénak okai meg nem teljesen ismertek (106-108). Legféképpen a SGR bérrégidkon
jelenik meg, leginkabb az arcra, az orra es az allra lokalizalédva. A betegség altalaban a 30-50
év kozotti, vilagos boérii felndtteknél jelentkezik, illetve a megfigyelések alapjdn ndknél
nagyobb (2-3x) gyakorisaggal fordul el6, mint férfiaknal (109, 110). A gyulladés az eurdpai
népesség 2-10%-at érinti. A betegség jellegzetes klinikai tlinetei kézé tartozik a Kipirulas, a
tranziens vagy perzisztens erythema, papuldk és pustuldk megjelenése, illetve a
teleangiectasia. Ezen kivil ég6, szuro fajdalom, plakkok kialakulasa, illetve 6déma és pyhma
megjelenése is jellemzi a betegséget (111). A rosacedban négy f6 klinikai altipust
kilonboztetink meg: erythemato-teleangioectaticus (ETR), papulopustulosus (PPR), a
phymatosus (PhR) és az ocularis (OR) rosaceéat (111, 112). A rosacea patofizioldgidja még
nem ismert teljeskoriien. Habar a rosacea faggyumirigyekben gazdag SGR boérrégiora
lokalizalodo bérbetegség, tobb bérgyodgyaszati kdzlemény is felhivja a figyelmet arra, hogy a
betegek arcbdre stilyosan szaraz és érzékeny. A bérszarazsagon kiviil funkcionalis vizsgalatok
azt is kimutattadk, hogy rosaceadban az arc borének permeabilitasi barrier funkcidja jelentésen
karosodott. Ezen vizsgalatok soran a betegek 1ézionalis bOrében jelentésen megemelkedett
pH-t és transzepidermélis vizvesztést (transepidermal water loss TEWL) meértek, a bor
hidrataltsagi szintje viszont csokkent (113, 114). A barrier karosodasat molekularis szinten
még nem vizsgaltak rosaceas betegek borében. Rosacedban a barrier kdrosodas bizonyos jelei
mellett a patogenezisben kiemelt szerepet jatszik még a velesziletett (KC, DC, makrofagok,
neutrofil granulocitak) és szerzett immunvalasz (T sejtek) sejtjeinek fokozott aktivitasa, illetve
érrendszeri és idegrendszeri diszfunkciok (115, 116). A felsorolt tényezok kozotti

Osszefliggések, a betegség kialakulasanak elsédleges 1épései azonban nem teljesen ismertek.

2.6.1. A rosaceat kivalto es fokozo faktorok

Szamos esetben megfigyelték, hogy bizonyos kérnyezeti tényezék/ingerek a velesziiletett
immunrendszer sejteit aktivaljak rosaceas bérben. A betegséget kivalto és a tiineteket
sulyoshitd kiilsé triggerek ko6zé soroljuk a hémérséklet ingadozasait (er6s hideg vagy meleg
kornyezet), az erds fizikai vagy lelki stresszt, napfényt, fiiszeres ételeket, forrd italokat, a
dohanyzast, az alkoholfogyasztast, illetve a Demodex folliculorum atka megndvekedett
mennyiséget. Egyes gyogyszerek szedése is kivaltd faktor lehet rosaceaban, mint a niacin,
anticoncipiensek es sympathomimetikum tartalmd készitmények, de akér egy kozmetikum
vagy a terhesség, illetve benzoyl-peroxid vagy tretionin lokalis kezelések is beindithatjak,
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vagy ronthatjak a betegség tuneteit (117, 118). Ezek a kiils6 ingerek képesek aktivalni a bor
velesziiletett immunsejtjeit, elsésorban a KC-kat, majd a szerzett immunvalasz sejtjeinek
aktivalodasa kdvetkezik be (lasd kés6bb). Rosacedban a neuroimmun kommunikacio és a bor
vaszkulatdra koros diszfunkcidja is jellemzd, melyet Kivalthatnak kozvetleniil a kiils6 ingerek
vagy mar az aktivalt velesziletett immunvalaszi folyamatokon keresztil is kialakulhat (119,
120). A kivaltd ingerekkel kapcsolatos vizsgalatok kozil legtobb tanulméany a kommenzalis
szaprofita atkarol, a Demodex folliculorumrol keszilt, ami a faggyumirigy és a haj
follikulusokkal rendelkezé teriileteken fordul el6. Leggyakrabban a homlok, az orcék, az orr
és az all terlletén kolonizal (121). A Demodex eléfordulasa életkortdl fiigg: a csecsemék
borén még nem, mig az idések boérén kozel 100%-ban jelen van. Maga a kolonizacio gyerek
és fiatal felndtt korban kezdddik, és altalaban a felndtt emberek 20-80%-aban fordul elé. Tobb
vizsgéalat is azt talalta, hogy a rosaceas borben a Demodex siiriisége magasabb (5-10
atka/cm?), mint az egészséges boron (0,7 atka/cm?) (122, 123). Egyes kutatok felvetették
annak lehet6ségét, hogy az epithelidlis sejtek k&rosodasaval, az epithelialis barrieren keresztul
az atka a dermiszbe bejutva stimulalja a Toll-like receptorokat (124). Ugyanakkor ezt sokan
megkérddjelezik, hiszen a bizonyitott kolonizacié nem ad arra teljes magyarazatot, hogy ez az
artalmatlan mikrobidta atka hogyan inditja el a gyulladast, és miért csak egyes embereknél
valtja ki azt. Van olyan feltételezés is, miszerint a Bacillus oleronius az igazi patogén
rosaceaban, és a Demodex csak vektorként van jelen a gyulladasban, mivel ez a baktérium a
Demodexben talalhatdé meg (125). A felsorolt, rosaceat indukald mindennapos kiilsé
ingerekre, kornyezeti tényezékre az emberek tobbsége toleranciaval valaszol. Felmeril tehat a
kérdés, miert valtanak ki ezek az artalmatlan ingerek gyulladast rosaceas betegeknél és miért
csak az arcbériikon jon létre ez a gyulladas. Ezzel kapcsolatban még szamos kérdes

megvalaszolatlan.

2.6.2. A velesziiletett és az adaptiv immunrendszer miikodése rosaceaban

A KC-k szamos sejtfelszini és citoplazmatikus receptort tartalmaznak, melyek kiilonb6z6
kiils6 ingereket képesek érzékelni (kémiai, fizikai, bioldgia ingerek). A KC-k a felsziniikén
Toll-Like (TLR)1,2,4,5,6 receptorokat, a citoplazméaban TLR3,9-et képesek expresszalni, és
indukaltan a TLR7 receptort is. Ezen receptorokon keresztiil képesek a KC-k az Ugynevezett
PAMP (Pathogen-Associated Molecular Pattern) molekulak felismerésére, melyek a
kiilonbozé patogénekbdl szarmazd mikrobidlis termékek egydttese (126). A KC-k
citoplazmajaban 1évé NLR (NOD-like Receptor) receptorokkal pedig képesek a DAMP

(Danger Associated Molecular Pattern) molekuldkat felismerni, melyek a kiilonb6z6 toxinok,
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irritinsok és haptének szarmazékai (127). Amikor ezek a molekuldk a megfeleld
receptoraikhoz kotédnek, a KC-k kiilonboz6é szignalutvonalai aktivalédnak. Ez egyrészt az
AMP-k termelésevel a kdrokozok elpusztitasat segiti eld, illetve a citokin és kemokin termelés
elinditasaval a velesziletett és az adaptiv immunrendszer aktivitasahoz jarul hozza (126, 128).
Rosacedban a KC-k koros érzékelé miikodését figyelhetjilk meg. A vizsgélatok kimutattak a
TLR2 receptor fontos, kdzponti szerepét a rosacea kialakulaséban, mivel magas expressziojat
figyelték meg a rosaceas betegek epidermalis KC-iban (129). A vizsgalt betegek bérében
ugyancsak kimutattak, hogy az AMP-k ko6zil a cathelicidin és aktiv alakja (LL37) minden
rosacea altipusban megemelkedett, mMRNS és fehérje szinten is (119). A magas AMP szint a
TLR2 receptor aktivalodasanak az egyik kovetkezménye, ezzel bizonyitva ezen receptor
fontossagat a betegsegben (129, 130). A legelfogadottabb hipotézis, hogy el6szor a TLR2
receptor aktivalodasa torténik meg valamilyen trigger hatdsara a KC felszinén, ezt kovetéen
tovabbi Gtvonalak bekapcsolasaval a KC-k TNF és IL-1 pro-inflammatorikus citokineket,
illetve LL37-et kezdenek el termelni, kemokin termelés beinditasa mellett. Kovetkezd
Iépéskent a Th1l7 sejtek IL-17 és IL-22 citokineket kezdenek el termelni, melyek tovabb
aktivaljak a KC-kat, amik ezt kovetéen CCL20, CCL5, CXCL1 és CXCL8 kemokineket
szekretalnak (131, 132). Végul a Thl7, Thl sejtek és a neutrofilek fokozott bearamlasa a

borbe kialakitja a rosaceara jellemz6 gyulladast.

2.6.3. A rosaceaban megjelend vaszkularis, neuroimmun és neurovaszkularis eltérések

A rosaceas betegekre jellemz6 (ETR, PPR, Phr csoportban) a kifejezett érpermeabilitas és
vazodilatacio, illetve a fokozottan eléforduld IL-17 jelenlét, ami egy angiogenezist is indukal
citokin, igy vaszkularizacios elvaltozasokat képes indukalni (133-135). A betegségben
kezdetben atmeneti jellegli, majd allandosuldé vazodilatacié jelentkezik, ennek soran
teleangiectasidk alakulnak ki az arc bérében (136). Rosacedban a KC-k receptorain kiviil a bér
idegvégzddésein talalhatd receptorok is koros modon érzékelik a kulvilag triggereit. Ennek
vizsgalata sordn bizonyos kutatasok megerdsitették, hogy a TRPV1* (tranziens receptor
potencial vanilloid 1%) idegvégzddések szama, melyek kiilonb6z6 kiilsé ingereket érzékelnek
(stressz, meleg -fliszeres ételek, fizikai aktivitas) megemelkedik rosaceas borben (137). Ezen
receptorok kiils6 faktorok fokozott érzékelésével vazodilataciot, neuorogén gyulladast

okozhatnak neuropeptidek felszabaditasa Gtjan (137-142).
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3. CELKITUZES

3.1. Az egészséges bor permeabilitési barrier vizsgalata

Korabbi kutatdsok ravilagitottak arra, hogy a topografiailag eltéré egészséges
borteriileteken a mikrobidta 0sszetétel, a kémiai milid és az immunrendszer aktivitasa eltéro.
Sajat kutatdsaink szerint a bor antimikrobialis barrierje sem tekinthetd egységesnek, jelentds
kilénbségeket detektaltunk a mirigyekben gazdag (SGR, AGR) és mirigyekben szegény (GP)
régiok AMP expresszidja kozott. Mivel a bor antimikrobialis és permeabilitasi barrierje szoros
kapcsolatban all egymassal, célul tiiztiik ki, a permeabilitasi barrier két f6 elemének, a SC-nak
és a TJ rétegnek gén és fehérje expresszios vizsgalatat, illetve organizaciojuk tanulmanyozasat
a kiilonbozo egészséges (SGR, GP és AGR) borrégiokban.

Kutatdsunk soran az alabbi vizsgalatok elvégzését tiztiik ki célul a harom egészséges

borrégioban:

1. A transzepidermalis vizvesztés (TEWL) vizsgalata a permeabilitdsi barrier
miikodésének tanulmanyozasa céljabol (funkcionalis vizsgalatok)

2. A SC molekuldk gén [RNA Seq, Kvantitativ Valds-idejii Polimeraz Lancreakcid
(QRT-PCR)] és fehérje [immunhisztokémia (IHC)] szinti vizsgalata:
a, CE intracelluléris struktirmolekuldk
b, korneocita deszkvamacioban és az intercelluléris lipid lamellak kialakitasaban
szerepet jatsz6 molekulak
¢, korneodezmoszomak szervezddésében szerepet jatsz6 komponensek

3. TJ molekulak gén (QRT-PCR) és fehérje (IHC) szintli vizsgalata

4. A fent emlitett molekulék organizécidjanak vizsgalata (konfokalis mikroszkopia)
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3.2. A permeabilitasi barrier vizsgalata rosaceaban

Mivel a rosacea, ami a faggyamirigyben gazdag arcbdr kronikus betegsége, sulyos bor
szarazsaggal, emelkedett pH-val és transzepidermalis vizvesztéssel, valamint csokkent
hidrataltsaggal jellemezhetd, ami barrier karosodéasra utal, célul tliztiik ki a permeabilitasi

barrier molekularis szintii vizsgalatat rosaceaban, SGR borhoz hasonlitva:

1. Célul tiztik ki a génexpressziés mintazatok kulonbségeinek feltarasat teljes
transzkriptom analizissel
2. A SC és a TJ barrier molekuldk gén (QRT-PCR) és fehérje (IHC) szinti
vizsgélatait:
a) CE képzésében résztvevd molekulak
b) Intercellularis lipid lamellak képz6désében szerepet jatszo molekulak
c) Korneodezmoszoma komponensek és a korneocitak levalasaért és
keresztkotések kialakitasaért feleldés enzimek
d) TJ komponensek
e) Az immunoldgiai barrier kialakitasaban résztvevé AMP-k
3. Tovabbi célunk volt a rosacea és az AD permeabilitasi barrier jellegzeteségeinek

0sszehasonlitasa IF modszerrel
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4. ANYAGOK ES MODSZEREK

4.1. Bérbiopszias mintak gyiijtése és feldolgozasa

A vizsgalatainkhoz immun-medialt boérbetegségben szenvedd betegektdl és egészséges
személyektdl punch biopszidkat (0.5-1cm?) gylijtottiink. Az elsd vizsgalatunkhoz plasztikai
mitéten atesett egészséges személyek kiilonb6zd borteriileteirdl szereztiik be a biopszias
mintékat: 8 faggyumirigyben gazdag (SGR), 8 faggyumirigyben szegény (GP) és 8 apokrin
mirigyben gazdag (AGR) boOrrégiobol szarmazott. A masik  vizsgalatunkhoz 8
papulopustularis rosaceaban (PPR) szenved6 beteg 16zios arcb6rébol és 8 egészséges személy
SGR borteriiletérdl nyertiik ki a mintakat (1. tablazat). Az Egészségugyi Tudomanyos Tanacs
Tudomanyos és Kutatasetikai Bizottsdga (ETT-TUKEB) és a Debreceni Egyetem Regionalis
Etikai Bizottsdga engedélyezte a kutatast. A miitétek el6tt a donorok a Helsinki Nyilatkozat
iranyelveinek megfelelen irasbeli beleegyezésiiket adtak a bOrmintaik kutatasi célbol valod
felhasznéalasara. Minden egyes begyiijtott borbiopszias mintat két részre vagtuk. Az egyik
felét formalinos fixalast kovetéen paraffinba agyaztuk immunhisztokémiai (IHC) és
immunfluoreszcens (IF) vizsgalatokhoz, mig a minta méasik részét QRT-PCR vizsgéalatra
hasznaltuk fel, melyet -70°C-on taroltunk RNA later oldatban (Qiagen, Hilden, Németorszag)
az RNS izolalas megkezdéséig. A bedgyazott mintakon haematoxylin-eozin festést végeztink,
majd ezt kovetéen fénymikroszkopos vizsgalattal (10x-es nagyitas) a szdvettani mintékat 3
csoportba soroltuk be a faggyumirigyek és apokrin mirigyek szdma alapjan. A mintat GP-ként
definidltuk, ha az egységnyi teriiletre esé faggyumirigyek szdma n<l és SGR-ként, ha n>3

volt, illetve a metszetet akkor tekintettiik AGR-nek, ha az apokrin mirigyek szama n > 2.
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1. tablazat: Az RNS szekvenalasi, QRT-PCR, immunhisztokémiai és immunfluoreszcens
vizsgalatokra felhasznalt teljes vastagsagu borbiopsziak dsszefoglalo tablazata

1.vizsgalat
Donorok Eletkor Nem Lokalizacid
GP (n=8)
SGP 1 43 né Felkar
SGP 2 66 né Boka
SGP 3 50 nd Felkar
SGP 4 52 né Labszar
SGP 5 25 férfi Felkar
SGP 6 50 ferfi Labszar
SGP 7 65 férfi Felkar
SGP 8 67 férfi Labszar
Atlag életkor+SD 52,2+14,1
SGR (n=8)
SGR 1 42 férfi Orr
SGR 2 61 férfi Homlok
SGR 3 62 né All
SGR 4 66 férfi Orr
SGR 5 38 férfi Arc
SGR 6 69 nd Homlok
SGR7 68 férfi Orr
SGR 8 67 férfi Arc
Atlag életkor+SD 59,1+12,2
AGR (n=8)
AGR 1 70 férfi Honalj
AGR 2 43 férfi Honalj
AGR 3 48 né Honalj
AGR 4 65 nd Hénalj
AGR 5 60 né Honalj
AGR 6 38 né Honalj
AGR 7 45 no Honalj
AGR 8 51 né Honalj
Atlag életkor+SD 51,2+12
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2. vizsgélat

Donorok Eletkor Nem Lokalizacio
SGR (n=8)
SGR 1 77 né Hajas fejbor
SGR 2 62 férfi Allkapocs
SGR 3 57 nd Orr
SGR 4 61 nd Orr
SGR 5 42 nd Lapocka
SGR 6 38 né All
SGR7 47 ferfi Arc (k6zEépso rész)
SGR 8 66 ferfi Arc (kozépso rész)
Atlag életkor+SD 56,25+13,11
Rosacea (n=8)
ROS 1 36 nd Homlok
ROS 2 53 né Orr
ROS 3 60 né All
ROS 4 79 férfi Orr
ROS 5 71 férfi Orr
ROS 6 69 né Homlok
ROS 7 57 né Homlok
ROS 8 50 nd All
Atlag életkor+SD 59,38+13,59

Az egészséges kontrollok és a papulopustulézus rosacea betegek vizsgalt bérmintainak jellemzoi.
Roviditések: SD, standard eltérés; ROS, rosacea; SGR, faggyumirigyben gazdag; GP,
faggyumirigyben szegény; AGR, apokrin mirigyben gazdag

4.2. RNS izolalas, Reverz Transzkripcio

Az RNA later-ben tarolt mintakat a subcutis (bOr alatti zsirszovet) eltavolitasat kovetden
Tri Reagens oldatban (Sigma-Aldrich, Dorset, Egyesilt Kiralysag) homogenizaltuk Tissue
Lyser (Qiagen, Hilden, Nemetorszag) szovet lizalo késziilékben, el6zéleg autoklavozott acél
golyok alkalmazéasaval (Qiagen). A homogenizalast kovetden a bdOrmintakbol trizolos
protokoll szerint RNS-t izoldltunk. Az RNS koncentraciojat és tisztasagat NanoDrop
spektrofotométerrel (Thermo Scientific, Bioscience, Budapest, Magyarorszag) ellendriztiik.
Az RNS mindségét Agilent 2100 bioanalizatorral (Agilent Technologies, Santa Clara, CA,

USA) a Debreceni Egyetem Genomi Medicina és Bioinformatikai Szolgaltat6
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Laboratoriumanak munkatarsai ellendrizték. A QRT-PCR-hez 1pug RNS-t irtunk at cDNS-sé
(komplementer DNS), melyet egy DNaz | enzimes (Applied Biosystems, Foster City, CA,
USA) kezelés eldzott meg az esetleges genomidlis DNS szennyezddések megeldzése
érdekében. A cDNS szintézist High Capacity cDNA Archive Kit (Invitrogen, Life
Technologies, Carlsbad, CA, USA) felhasznalasaval a gyarto altal ajanlott protokoll szerint

végeztik.

4.3. Kvantitativ Valos-idejii Polimeraz Lancreakcié (QRT- PCR)

A QRT-PCR vizsgélatokat a gyart6 altal tervezett FAM-MGB assay-vel (Thermo Fischer,
Budapest, Hungary), illetve a TagMan® Gene Expression Master Mix (Applied Biosystems,
Foster City, CA, USA; Life Technologies, Carlsbad, CA, USA) felhasznalasaval,
triplikatumban végeztik. A mérésekhez ABI PRISM® 7000 szekvenald késziléket
hasznaltuk. A célgének relativ mRNS szintjét a 2-AACT modszerrel hataroztuk meg, minden
esetben a PPIA mRNS expressziora normalizalva. A vizsgalatoknal alkalmazott primerek

listajat a 2. tablazat foglalja 6ssze.
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2. tablazat: A QRT-PCR kisérletek soran hasznalt assay-k

molekula Assay ID molekula Assay ID molekula Assay ID molekula Assay ID
ABCA12 Hs00292421_m1 FLG Hs00856927_g1 KRT79 Hs00418343 m1 S100A7 Hs00161488_m1
CDH1 Hs01023895_m1 KLKS5 Hs00909973_m1 LCE1D Hs04224967_gH S100A8 Hs00374264_g1
CDSN Hs00169911 m1 KLK7 Hs00909973_m1 LCELF Hs00820275_sH S100A9 Hs00610058_m1
CLDN1 Hs00221623_m1 KLK14 Hs00983577_m1 LCN2 Hs01008571_m1 SPRR1A Hs00954595_s1
CLDN16 Hs00198134_m1 KRT1 Hs00196158_m1 LL37 Hs00189038_m1 SPRR2A HS03046643_s1
CLDN23 Hs01013638_s1 KRT6A Hs01699178_g1 LOR Hs01894962_s1 TGM1 Hs00165929 m1
DEFB4B Hs00175474_m1 KRT10 Hs00166289_m1 OCLN Hs00170162_m1 TGM3 Hs00162752_m1
DSC1 Hs00245189_m1 KRT16 Hs00373910_g1 PKP1 Hs00240873_m1 TGM5 Hs00909973_m1
DSG1 Hs00355084_m1 KRT17 Hs00356958_m1 PPIA Hs99999904 m1 TSLP Hs00263639_m1

Roviditések: ABCA12, ATP-binding cassette sub-family A member 12; CDH1, cadherin-1; CDSN, corneodesmosin; CLDN, claudin; DEFB4B, defensin beta
4B; DSC1, desmocollin-1; DSG1, desmoglein-1; FLG, filaggrin; KLK, kallikrein; KRT, keratin; LCE, late cornified envelope; LCN2, lipocalin-2; LL37,
cathelicidin; LOR, loricrin; OCLN, occludin; PKP1, plakophilin-1; PPIA, peptidylprolyl Isomerase A; S100A, s100 calcium-binding protein-A; SPRR, small
prolin rich protein ; TGM, transglutaminaz; TSLP, Thymic Stromal Lymphopoietin
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4.4. Az RNS szekvenalas (RNAseq)

Az RNS szekvenalashoz el6szor c¢DNS konyvtarat hoztunk létre lug teljes RNS
felhasznalasaval, TruSeq RNA Sample Preparation Kit (Illumina, San Diego, CA, USA)
segitségével a gyarto altal elGirt protokoll alapjan. A poli-A végii RNS-eket oligodT-konjugalt
magneses gyongyokkel tisztitottuk meg, majd fragmentalasuk 94°C-on 8 percen keresztiil
zajlott. Az egyszali cDNS é&tirdsdhoz random primereket es SuperScript 1l reverz
transzkriptaz enzimet (Life Technologies, Carlsbad, CA, USA) hasznaltunk. A kovetkezo
Iépésként a maésodik szal cDNS szintetizdlasa kovetkezett. A duplaszald cDNS vegek
Kijavitasa és a 3' végek adenilalasa utan az Illumina index adapterek mintdhoz torténd ligalasa
tortént meg. Majd PCR-rel amplifikaltuk az adapterrel ligalt cDNS fragmenseket. A cDNS
fragmentumok méret eloszlasat és molaritasat Agilent BioAnalyzer DNA1000 chip-en
(Agilent Technologies, Santa Clara, CA, USA) ellendriztiik le.

Az RNS-szekvencia konyvtarakat a szekvenalas el6tt 10nM-0s koncentraciora allitottuk
be és az 5 konyvtarat pool-oztuk. A szekvenalds egy Illumina HiScan SQ késziiléken
(MMumina, San Diego, CA, USA) zajlott egyiranyl 50bp-os szekvencia futtatassal, ahol
mintanként 16-18 millié leolvasast kaptunk. A minéségellendrzéshez és a de-multiplexeléshez
a CASAVA szoftvert alkalmaztuk. Ezutan a szekvenalt adatok illesztése Human Genom v19-
re TopHat és Cufflinks algoritmusok alkalmazasaval tortént meg, igy bam fajlokat hoztunk
létre. A tovabbi statisztikai elemzésekhez a StrandNGS szoftvert hasznaltuk, a bam fajlok
importalasa és normalizdlasa pedig a DESeq szoftver segitségével valosult meg. A
statisztikailag szignifikans génexpressziés mintak azonositasahoz nem-paraméteres Wilcoxon
Mann-Whitney tesztet hasznaltuk. A konyvtarkészitést, a szekvendlast és az azt kovetd adatok
elemzését a Debreceni Egyetem Genomi Medicina és Bioinformatikai Szolgaltatd
Laboratériumaban Dr. Poliska Szilard végezte el. Az RNS szekvencia adatok egy részét
(SGR1-SGR6 mintdk) kordbban kozzétettik és a Sequence Read Archive (SRA)
adatbazisban, a (https://www.ncbi.nim.nih.gov/sra) PRINA421246 hivatkozasi szam alatt
megtalalhaté. Mig az SGR7, SGR8 és ROS1-ROS8 mintak az SRA adatbazisban a
PRINA592080 hivatkozasi szam alatt érhetoek el.
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4.5. Utvonal analizis/pathway analizis

A DEG (eltéréen expresszalt gének) funkcidjanak azonositasa soran tobbféle
bioinformatikai elemzést is elvégeztiink, a Cytoscape CluGo alkalmazasaval, tobb adatbazis
felhasznalasaval: Gene Ontology (GO), Biological Process (BP), GO Immune System Process
(ISP), GO Molecular Function (MF), Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes (KEEG),
Reactome Pathway ¢és Reactome Reactions. Elészor, a DEG-ek &ltalanos bioldgiai
funkcidjanak azonositasa soran ,,pathway enrichment” analizist végeztiink minden eltéréen
expresszalt genre, ha az (fold change) FC > 1,5 volt. A statisztikailag szignifikansan (p<0,05)
,feldusult” utvonalak azonositasanak érdekében a kovetkezd kritériumokat alkalmaztuk: az
utvonalaknak legaldbb 50 gént kellett tartalmaznia az altalunk bevitt génlistankon szerepld
gének kozil. Ezutan elvégeztiink egy masodik, szigortbb kritériuma Gtvonal analizist, hogy
részletesebben betekintést nyerjunk a barrierrel kapcsolatos szignifikans DEG-ek funkcidival
kapcsolatban. Az up- és downregulalt DEG-ket két kiilonb6z6 klaszteranalizisnek vetettiik ala
a ClueGO pathway enrichment analizis soran.

Az alapjan, hogy a DEG-ek nagy része upreguldlt (kb. 61%), az analizis kritériumai
eltéréek voltak az up- és downregulalt gének esetében. Az upreguldlt gének klaszterének
legalabb 30 gént kellett tartalmaznia a bevitt genlistabdl valamint az egyes Utvonalakra
jellemz6 géneknek legalabb a 20%-at, mig a downreguldlt gének klaszterének esetében
legalabb 18 gént kell tartalmaznia a bemend génlistankbol és az egyes utvonalakra jellemzd
gének legaldbb 12%-at. A fenti megkozelités lehet6vé tette szamunkra az egyes Utvonalakhoz

tartozé up- és downregulalt DEG-ek megkulonboztetését és megjelenitéseét is.

4.6. Immunhisztokémia (IHC), immunfluoreszcens (IF) és rutin festések

Az [HC vizsgalatokhoz a beteg ¢és egészséges donoroktdl szarmazod bormintakbol
paraffinba agyazott metszeteket készitettiink. A vizsgalat soran a metszeteket elészor
deparaffinaltuk, kovetkezé 1épésként rehidrataltuk, majd hoével indukalt antigén feltarast
vegeztliink. A metszeteken egy 15 perces 3%-0s H,0,-dal torténé elékezelést is alkalmaztunk
az endogén peroxidazok gatlasanak érdekében. A festések soran elsddleges anti-human

antitesteket hasznaltunk, melyet a 3. tablazat foglal 6ssze.
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3. tablazat Az THC vizsgalatok soran alkalmazott elsddleges antitestek

Antitest neve Klonalitas I1zotipus Gyarto Katalégus szam
CDSN Poliklonalis nyul, 1gG Sigma-Aldrich HPAQ54184
CLDN1 Poliklonalis nyul, 1gG Abcam ab15098
DSG1 Poliklonalis nyul, IgG Novus Biologicals NBP184567

FLG Monoklonalis egér, 1gG Abcam ab218862
KRT1 Monoklonalis nyul, 1gG Abcam ab185628
KRT6 Monoklonalis egér, 1gG Abcam ab18586
Lipocalin/NGAL Poliklonalis nyul, 1gG Invitrogen PA5-32476
LOR Monoklonalis nyul, IgG Novus Biologicals NBP1-33610
S100A8 Poliklonalis nyul, 1gG Invitrogen PA532476
TGM5 Poliklonalis nyul, 1gG Abcam ab133786

Raviditések: CDSN, corneodesmosin; CLDN, claudin; DSGL1, desmoglein-1; FLG, filaggrin; KRT,
keratin; LOR, loricrin; S100A, s100 calcium-binding protein-A; TGM, transglutaminaz

Ezt kovetden Horseradish peroxidase (HRP)-konjugalt (Biogenex, Fermont, CA)
masodlagos anti-egér/anti-nydl antitesteket alkalmaztunk. A mintékat az antitesttel torténd
inkubalas el6tt és utan is 3x5 percig mostuk, majd a festédés detektalasara ImMmPACT™
NovaRED™ Kit-et (VECTOR Laboratories, Burlingame, CA, USA) vagy 3,3-
Diaminobenzidine-t (DAB) (Dako) hasznaltuk. A metszeteken metil-zolddel torténd
hattérfestést is alkalmaztunk. A folyamat utolsé Iépeseként a megfestett metszeteket a
dehidratalast kovetden feddlemezzel fedtiik le. Az aktudlisan vizsgalt fehérjék el6hivasa
parhuzamosan zajlott az 0sszes metszeten annak érdekében, hogy a vizsgalt protein
expressziok egymassal 6sszehasonlithatdak legyenek a kiértékelés soran. Pozitiv, Ig €s
izotipus kontrollokat is alkalmaztunk a fehérjek [egér IgG2a Kappa (Covalab) és a nyul
immunoglobulin frakcio (Sigma-Aldrich)] festésének normalizalasahoz.

Az IF festések, hasonléan az IHC festésekhez, deparaffinalt metszeteken torténtek, és
a kisérlet menete a masodlagos antitest alkalmazasaig hasonléan tortént. A primer
antitestekkel (LOR, DSG1, KRT6 és S100A8) valé inkubalas utan Alexa FluorTM 555 goat
anti-mouse IgG (H + L) és/vagy Alexa FluorTM 488 goat anti-rabbit IgG (H + L) masodlagos
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antitesteket alkalmaztunk (Thermo Fisher Scientific).
A haematoxylin-eozin festéseket intézetink szOvettani laboratériumaban dolgoz6
asszisztensek végezték el az egészséges borteriiletekrél szarmazo mintakon, a faggydmirigyek

szamanak meghatarozéasa celjabol.

4.7. Metszetek digitalizalasa Whole-slide imaging-gel

A metszetek digitalizalasa egy Zeiss sima-apokromatikus objektivii és Hitachi 3CCD
progressziv scan color kameraval felszerelt Pannoramic SCAN digitalis metszet szkennerrel
tortént. Az immunfestések kiértékelését pedig a Pannoramic Viewer 1.15.2 szoftver (3D
Histech) HistoQuant applikaciojanak a segitségével végeztik. A kiértékelés soran elséként
kivalasztottuk a vizsgalni kivant teruleteket [Regions of interest (ROI)] (n=20/slide), majd a
szoftver segitségével lemértlik az dsszterlletet [Field area (FA)(mm2)] és a maszkolt teriiletet
[Mask area (MA)(mm?)]. A MA reprezentalja a pozitiv teriileteket, mig a FA a ROI-k

Osszteruletét adja meg. Minden ROI esetében kiszdmoltuk az MA/FA értékeket.

4.8. Transzepidermalis vizvesztés mérése

A méréseket 22-25 °C homérsékletli, 40-60% -os paratartalmu standardizalt laboratoriumi
koriilmények kozott végeztik el, egészséges egyéneken (n=30), legaldbb 15 perces
akklimatizacié utan. A TEWL (g/hm2) méréséhez a Tewameter TM300 (Courage és Khazaka,
Koln, Németorszag) miszert hasznaltuk. A méréseket harom kiilonb6z6é borrégion végeztiik
el: alkaron (GP régio), homlokon (SGR régio) és a honaljban (AGR régid). Egy-egy régidoban

3 mérést végeztiink, mely minden esetben 30 mésodpercig tartott.

4.9. Konfokalis mikroszkdpia

A konfokalis mikroszkopiahoz minden mintacsoportbdl négy, paraffinba agyazott 40
um-es metszetet hasznaltunk fel. A mintak deparaffindlasa utan hével indukalt antigén
feltarast végeztink. A festéshez elsdleges (anti-human CLDN1: rabbit poliklondlis 1gG,
ab15098, Abcam; anti-huméan DSG1: egér monoklondlis 19G,129204, Novus; anti-human
CDSN, nyul poliklonalis 1gG, HPA054184, Sigma-Aldrich) és masodlagos (Alexa FluorTM
488 és 555 kecske anti-egér 1gG [H+L], Thermo Fisher Scientific) antitestekkel inkubaltuk a
mintainkat, elébbivel 48 6rédn &t 4 “C-on, mig utébbival 2 6ran keresztll szobahdmérsékleten.
Végul a mintékat targylemezekre helyeztik, és VECTASHIELD® HardSetTM Antifade
DAPI mounting médiummal fedtik le (Vector Laboratories). Az immunfestett mintak
képalkotasat egy 60-szoros olajimmerzids lencsével (NA: 1,42) rendelkezé konfokalis

eszkozzel, az Olympus FV3000 késziilekkel végeztik el. Az elére meghatarozott bedllitasok

36



(Iézer teljesitmény, konfokalis rekesz ¢és erdsités, detektor paraméterek) minden mintanal
azonosak voltak. Tébb 1 um vastag optikai metszet jott lére, 0,5 um-re elkilonilve a Z
tengely mentén.

A képek feldolgozasat az Adobe Photoshop CS5 szoftver segitségével készitettiik el. A z6ld
és piros csatornak vonalprofiljait a FIJI képelemzé csomag segitségével mértik le és
abrazoltuk. Mivel a ROI-k kiilonbozé hosszusaghiak voltak, csak az elsé 50 mikrométert
hasonlitottuk 6ssze a SG-tol kiindulva. A DSG1 és a CLDN immunfestés rendszerességét ugy
analizaltuk, hogy megmértik a szomszédos immunfestett pontok kozotti tavolsdgot a
sejtmembran keresztmetszete mentén (zart vonal a DAPI-festett mag korul a SG régioban).

Egy adott bértipusban 100 pont kdzotti tavolsagot mértunk.

4.10. Statisztikai analizis

Az adatok eloszlasat a Kolmogorov-Smirnov teszttel vizsgaltuk. Mivel az adataink
normalis eloszlast mutattak, igy a két mintacsoportot kétmintds t-teszt hasznalataval
hasonlitottuk 6ssze. A csoportok kozotti kilonbségeket atlag = 95% -os konfidencia
intervallum (atlag + 95% CI) abrazolasdval mutattuk be. A statisztikailag szignifikans
kilénbsegek hatarat a p <0,05 értéknel allapitottuk meg (*p <0,05; **p <0,01; ***p <0,001).
A statisztikai analiziseket a 6-0s verzidju GraphPad Prism szoftver (GraphPad Software Inc.,
San Diego, CA, USA) és az SPSS 25 (SPSS csomag Windows, Chicago, IL, USA)

alkalmazéasaval végeztik el.
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5. EREDMENYEK

5.1. Az egészséges bor permeabilitasi barrier vizsgalatai

Korabbi kutatasaink soran kimutattuk, hogy a boér antimikrobialis barrierje nem tekinthetd
egységesnek, jelentds kiillonbségeket detektaltunk a mirigyekben gazdag (SGR, AGR) ¢és
mirigyekben szegény GP régiok AMP expresszioja kozott (13, 14). Mivel a bor
antimikrobidlis és permeabilitasi barrierje szoros kapcsolatban all egymadssal (82, 143-145),
ezért célul thztiik ki a permeabilitasi barrier két f6 elemének, a SC és a TJ réteg molekulainak
vizsgalatat gén és fehérje expresszid ¢és fehérje organizacid szinten, valamint funkcionalis
méréseket terveztiink a permeabilitasi barrier miikodésének pontos elemzése céljabol. A SC
komponensek koziil a CE kialakitasaban, a korneocita deszkvamacioban, az intercellularis
lipid lamelldk kialakitdsaban, és a korneodezmoszémak szervezddésében szerepet jatszod

legfontosabb molekuldkat vizsgéltuk a TJ molekulak mellett.

5.1.1. ATEWL mérése a kiilonbozd bérrégioban

Els6ként a permeabilitdsi barrier funkciondlis vizsgalatat végeztiik el 30 egészséges
személy bevonasaval. A TEWL mérése a harom ismert borrégioban (SGR, AGR, GP) tortént.
A vizsgalataink soran kimutattuk, hogy az SGR és az AGR régiok transzepidermalis
vizvesztese szignifikdnsan magasabb volt, mint a GP teriileté, tehat eltér6 permeabilitasi
barrier funkcié jellemzi a kiillonbozé borrégiokat. Vizsgalatunk soran a legnagyobb
kilonbséget az AGR és a GP teriiletek kozott mértiink, ahol 6,89-szeres novekedés volt
megfigyelhetd, még az SGR és a GP régiok Osszehasonlitdsa soran 1,57-szeres kiilonbséget

detektaltunk (8.a abra).

5.1.2. A CE intracellularis strukturmolekulak expresszidjanak vizsgalata a kilénbozé

borrégiokban

Mivel funkcionalis vizsgalataink soran szignifikans eltérést detektaltunk a 3 borrégio
permeabilitasi barrierje kozott, ezért molekularis szinten is tanulméanyoztuk a permeabilitési
barrier legfontosabb molekulait.

Els6ként a barrier funkcioban szerepet jatszo SC komponensek kozil a CE kialakitasaban
részt vevo molekulak gén szintli vizsgalatat végeztiikk el QRT-PCR modszerrel, majd feherje
szintli vizsgalatainkhoz Kvantitativ IHC modszert alkalmaztunk. A CE kialakitdsaban részt
vevé molekulak (KRT1, KRT10, LCEID, LCEIF, SPRR1A, SPRR2A, TGM1 és TGM5)
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vizsgalatakor nem talaltunk szignifikéns kilonbségeket a harom borrégio kozott, sem gén,

sem fehérje expresszio tekintetében (8.b abra és 9. abra).

5.1.3. A KLK protedzok és az ABCA12 lipid transzporter expressziojanak a vizsgalata a
kiilonbozé borrégiokban

crer

¢s KLK7 enzimek expressziojat is vizsgaltuk QRT-PCR moddszerrel. Eredményeink alapjan
elmondhatd, hogy a KLKS5 és KLK7 molekuldk mRNS szinten szignifikdnsan upregulalodtak
az SGR és AGR borrégiokban a GP teriiletekhez viszonyitva (8.c dbra). A fehérje szintli
vizsgalattal a két enzim hasonld expresszidot mutatott a harom borrégio interfollikularis és
follikularis epidermiszének Gsszehasonlitasa soran. Ugyanakkor a KLKS5 és a KLK7 erésen
festodott az AGR és az SGR régiok apokrin és faggyumirigyeiben, ami lényeges kiilonbségre
utal a mirigyekben gazdag (AGR, SGR) és a GP bdrrégiok kozott fehérje szinten (9. abra).
Az enzimeken kiviil az intercelluldris lipid lamelldk kialakitdsdban résztvevd ABCA12-t
vizsgaltuk. Ez a transzporter molekula szignifikdnsan magasabb génexpresszios szintet
mutatott SGR és AGR boérrégiokban, a GP teriiletekhez képest (8.d abra), mig a fehérje
szintll vizsgalat soran az ABCAI2 az AGR epidermiszben mutatott kismértékii, de

szignifikans emelkedést a GP borhoz képest.

5.1.4. A korneodezmoszéma és TJ komponensek vizsgélata a kiilonbézé borrégiokban

A korneodezmoszdéma komponensek kozé tartozo6 CDH1, CDSN, DSCI1, DSG1 és PKP1

mRNS expresszidjanak vizsgalata sordn nem talaltunk szignifikans kiilonbséget a harom
egeészséges borrégio kozott (8.e abra). Ezzel ellentétben a fehérje szintli vizsgalataink soran a
DSG1 és CDSN molekuldk expresszidja eltért a vizsgalt bérmintdkban. A DSGI1 fehérje
szinten szignifikdnsan kisebb mennyiségben volt kimutathat6 mind az SGR, mind az AGR
borrégiokban, valamint a CDSN fehérje expresszidja is jelentdsen csokkent SGR-ben a GP
borrégiohoz képest (9. abra).
A TJ komponensek gén szintli vizsgéalata sordn kimutattuk, hogy a CLDNI1 expresszidja
szignifikansan emelkedett az AGR boérteriileteken a GP régidkhoz képes, mig a CLDN23
molekula az SGR teriileten mutatott emelkedést a GP boérrégidhoz viszonyitva. A CLDN16, a
CDHI ¢és az OCLN esetében viszont hasonl6 mRNS szintet figyeltink meg mindharom
régioban (8.e abra). Fehérje szintli vizsgalataink szerint a CLDN1 molekula expresszioja az
AGR teriileten szignifikansan lecsokkent a GP régidhoz képest, illetve az OCLN szintje mind
az SGR, mind az AGR teriileteken alacsonyabb volt, mint a GP bérben (9. abra).
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8. abra Eltéré barrier funkcié és génexpresszios profil jellemzi az egészséges GP, AGR és SGR
borrégiokat

a) TEWL mérése egészséges GP, AGR és SGR borteriileteken. A vizsgalatot a Tewameter TM300
késziilékkel (Courage és Khazaka, Koln, Németorszag) végeztik el, egészseges egyéneken (hajlitd
alkaron, honaljon és homlokon (n = 30)). A gén expressziés vizsgalatok soran a (b) CE képzéseért, (c)
korneocitdk hamlasaért (d) intercelluldris lipid lamellak kialakulaséért, (e) dezmoszoma
szervezOdésért felelds és (f) a TJ-hoz tartozd molekulakat vizsgaltuk meg egészséges GP, AGR és
SGR bérrégiokban QRT-PCR madszerrel. A grafikonok a mért mRNS transzkripciés-szintek atlagat
mutatjak a hozzajuk tartoz6 95%-0s konfidencia intervallumal, * p <0,05, ** p <0,01, *** p <0,001,
Sidac post hoc teszttel kiegészitett ANOVA teszttel meghatarozva). Réviditések: ABCA12, ABC
transzporter 12B; AGR, apokrin mirigyekben gazdag; CDH, cadherin; CDSN, corneodesmosin;
CLDN, claudin; DSC, desmocollin; DSG, desmoglein; GP mirigyben szegény; KLK, kallikrein; KRT,
keratin; LCE, late cornified envelope; OCLN, okkludin; PKP, plakophilin; SGR, faggyumirigyekben
gazdag; SPRR, Kis prolinban gazdag fehérje; TEWL, transzepidermalis vizvesztés; TGM,
transzglutaminaz.
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9. abra Meggyengiilt sejtkapcsolo komponensek figyelhetbek meg az SGR és az AGR
borrégiokban a GP teriiletekhez képest

A KRT1, TGM5, CDSN, DSG1, CLDN1, OCLN, ABCA12, KLK5 és KLK7 molekulak epidermalis
immun-festésének és mennyiségi meghatarozasanak reprezentativ abrai az egészséges GP, AGR és
SGR boér régiokban. Skala = 100 um. A grafikonokon a fehérjeszintre vonatkoz6 atlag + 95% -os
konfidencia intervallumot abrazoltuk (* p <0,05, ** p <0,01, *** p <0,001, ANOVA teszt kiegészitve
Sidac post hoc teszttel). Roviditések: ABCA12, ABC transzporter 12B; AGR, apokrin mirigyekben
gazdag; CDSN, corneodesmosin; CLDN, claudin; DSG1, desmoglein 1; SGP mirigyben szegény;
KLK, Kallikrein; KRT, Kkeratin; OCLN, occludin; SGR, faggyumirigyekben gazdag; TGM,
transzglutaminaz.
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5.1.5. A sejtkapcsol6 struktirak organizaciéjanak vizsgalata a kiilonbozd bérrégiokban

Kovetkez6 1épésként megnéztik, hogy a korneodezmoszéma és a TJ sejtkapcsol6
struktardk molekuldinak fehérje expressziojanak csokkenése az AGR és SGR teriileteken
egyltt jar-e a sejtkapcsol6 struktirdk organizacidjanak megvaltozasaval. Ennek a vizsgalata
konfokalis mikroszkopia segitségével valosult meg. A korneodezmoszomaékat reprezentald
DSGI1 ¢és CDSN molekulakat kettés IF festéssel detektaltuk (10. &bra (al, bl és cl)).
Ahogyan azt vartuk, a CDSN molekula a GP bérteriileteken a SG rétegben mutatott erds
expressziot, viszont a mélyebb rétegekben méar nem volt kimutathaté (10. 4bra (al és a3)). A
DSG1 feheérje is leginkabb a SG rétegében lokalizalodott, csokkend tendenciat mutatva a
bazélis epidermalis rétegek felé (10. abra (al és a3)). Mindkét fehérje esetében erds festédést
és ko-lokalizaciot tapasztaltunk (a korneodezmoszoma képzodését jelzi) a SG 1-2 sejtsorbol
allé rétegében (10. abra (al, a3 és d2). Mivel a korneodezmoszomak organizacios szintje is
érdekelt minket, ezert lemértiik a két szomszédos immunfestett DSG1 pont kozotti
tavolsagokat a sejtmembran keresztmetszetében, a SG rétegében. Megallapitottuk, hogy a
DSG1 reprezentalta strukturak a KC-k korul a membranban szabalyosan helyezkedtek el a GP
epidermiszben (10. &bra (a2 és d1)). A GP régidval szemben az SGR és AGR terileteken a
CDSN expresszidjanak kiszélesedését figyeltiik meg a SS irdanyaba (10. abra bl, b3, cl1 és
c3), mind a SG-ban, mind a mélyebb rétegekben jelen volt ezeken a bérrégidkban (10. abra
b1, b3, cl és c3). Osszességében elmondhatd, hogy a CDSN és a DSG1 kolokalizcidja
kevésbé volt jellemz6 és expressziojuk tobb sejtrétegre terjedt ki az SGR és AGR-régiokban,
mint a GP terileteken (10. dbra b1, b3, c1, c¢3 és d2). Tovabba a korneodezmoszémak térbeli
eloszlasa, amit a DSG1-pozitiv pontok reprezentéltak, kevésbé volt szervezett, szabalytalan
eloszlast mutatott az SGR bérben, az AGR régidkban pedig még inkabb megfigyelhet6 volt ez
(10. &bra b2, c2 és d1).

A TJ struktarékat reprezentdl6 CLDN1 molekula IF festédése a GP régidéban a SG-ban
volt a leger6sebb (11. abra al), emellett a CLDN1 pontok eloszlasa rendkiviil szabalyos volt
ebben a bérrégioban (11. dbra a2 es a3). Ezzel szemben az SGR és az AGR régiokban a
CLDN1 immunfestédési mintazata kiszélesedett a SS felé (11. 4bra bl és cl), raadasul a
CLDN1 pontok szabalytalanul oszlottak el az SGR mintdkban, az AGR bér granularis
rétegében pedig még szabalytalanabb elrendez6dést mutattak (11. abra b2, b3, c2 és ¢3).
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10. &bra Kevésbé organizalt korneodezmoszémék jellemzik az SGR és AGR régiokat a GP
borrel szemben. Kett6s IF festéssel detektaltuk a DSG1 (piros) és a CDSN (zéld) molekulékat, szaraz
(GP; (al)), zsiros (SGR; (b1)) és nedves (AGR; (c1)) borrégiok epidermiszében. A sejtmagokat DAPI-
val (kék) festettik meg. A CDSN molekula az ¢sszes vizsgalt borrégid epidermiszének SG rétegében
er6s expressziot mutatott. Az SGR és AGR régiokban a CDSN expresszidja a SS felé jelent6s
kiszélesedést mutat, amit a megnétt egyéni vonalak (b3, c3) és a normalizalt z6ld gorbék (d2)
reprezentdlnak. A DSG1 molekula festédése is megfigyelhetd az SGR ¢és AGR borrégiok
epidermiszének mélyebb rétegeiben (6sszehasonlitva az a3, b3 és c3 egyéni vords gorbéit, a d2
normalizalt vorés gorbéivel). Az abran lathat6, hogy a DSG1 pontjai a GP epidermisz KC-i koéril
szabalyosan helyezkednek el (a2), mig az SGR (b2) és még inkabb az AGR (c2) bérrégiokban a DSG1
pontok szabélytalanabb eloszlast mutatnak. Ezt a kiildnbséget az adatpontok kisebb szérddasa is jelzi a
GP borrégiokban, az SGR és AGR teriiletekhez képest (d1). A pontok a KC-k koriil elhelyezkedd két
szomszédos TJ struktdra kozotti tdvolsagot jelzik. A skéala mérete 10 um az Gsszes képen. Az Y
tengely a tavolsdgot mutatja mikrométerben az a3, b3, c3, d1 és d2 abrakon. Az X-tengely az
immunfestés normalizalt intenzitasat jelzi az a3, b3, ¢3 és d2 abréakon.
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11. &bra A TJ-t reprezentdl6 CLDNL1 szabalyos mintazatot mutat a GP régidokban, mig az SGR
és az AGR terileteken kevésbé organizalt modon van jelen

Az dbrdn a CLDNI eloszlasat az 1 um vastagsagu konfokalis optikai metszetek mikrografjai mutatjak
be az epidermisz rétegeiben. A CLDNL1 expresszidja leger6sebben a SG-ban figyelheté meg, az 6sszes
bérrégiod esetében (al, bl, cl), mig SGR és az AGR borrégiokban a SS-ban is lathato fest6dés (bl, cl).
A CLDN1 immunfestése soran a pontok eloszldsa szabalyosnak mutatkozottt az GP bérben (a2), mig
az SGR-ben (b2) kevésbé egyenletes szervezddést mutatott, az AGR régdban pedig klaszterekbe
rendezédtek (c2). A szabalyossidgban detektalt kiilonbségek szamszeriisitését (a3, b3, c¢3) doboz-
diagramként jelenitettilk meg, ahol minden egyes pont a KC-k koérul elhelyezked6é két szomszédos
dezmoszéma struktura kdzotti tAvolsagot jelzi. Az (a3) adatpontok kisebb szorast mutatnak a (b3, ¢3) -
hoz képest. A skala mérete: 10 um. Az Y tengely a (a3, b3, ¢3) tavolsagokat jeloli mikrométerben.
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5.2. A rosaceas bor barrier vizsgalata
5.2.1. Heatmap, Principal Component Analysis (PCA)

A faggyumirigyben gazdag bdr és a rosaceds bor kozotti génexpresszids mintazatok
kilonbségeinek azonositasa céljabol 8 egészséges SGR és 8 ROS donor bérmintdinak
lizatumabol RNS szekvencia analizist végeztiink. A szekvenalas soran kapott eredményeinket
felhasznalva a StrandNGS nevezetii szoftverrel heatmapet, azaz egy hotérképet (12. dbra), €s
egy Principal Component Analysis (PCA) abrat (13. &bra) hoztunk létre. Ezen abrak
segitséget nyujtanak a két csoport kozotti eltérések megjelenitésében és leolvasasaban. A ROS
¢s SGR bérmintak génexpresszids profiljanak a kiilonbsége jol megfigyelhetd a szoftver altal
generalt h6térképen. A PCA abra is jol szemlélteti a ket vizsgalt csoport kozotti kiillonbséget.
A PCA abran megjelend pontok egy-egy donort6l szarmaz6 bérmintat helyettesitenek, ahol a
szinek a rosaceés és az SGR boérrégiokat jelentik (piros: papulopustulosus rosacea-PPR, kék:
SGR). A pontok kozotti tavolsdgok a mintak génexpresszios profilja kozotti kilonbségek
mértékét jelzik. Az abran jol lathatd, hogy a kiillonbozé szinli pontok két csoportba
rendez6dnek, €s a piros és kék csoport kozotti tavolsag jelentdsebb, mint az egyszini
csoporton belli tAvolsdgok. A PCA abrén az egy régioba tartozé pontoknal megfigyelhetd az
is, hogy éaltalaban relativ kicsi, mig mashol nagyobb tavolsagra vannak egymashoz képest az
egyszinii pontok. A vizsgalat soran Mann-Whitney nem-paraméteres statisztikai teszttel
(p<0,05) hataroztuk meg a ROS és SGR mintak génexpresszios mintazatanak kulonbségeit. A
statisztikai kiiszobértéket ugy hataroztuk meg, hogy legalabb 1,5-szeres valtozas (fold change
[FC]) legyen a 2 mintacsoport kozott az egyes genek atlagos expresszidjaban, p<0,05
statisztikai szignifikancia mellett. Az elemzés soran 5136 gént (DEG) azonositottunk, melyek
szignifikansan eltéré expressziot mutattak a ROS és az SGR bérmintdk kozott. A DEG-ek
kdzil 3133 gén magasabban, mig 2003 gén pedig alacsonyabb szinten expresszalédott a ROS-
ban az SGR bérrégiohoz képest.
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Legend - Hierarchical Combined Tree on status (Non-averaged)
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12. &bra Heatmap

StrandNGS szoftver altal generdlt heatmap, mely az SGR (n=8) és rosaceds (n=8) mintadk
0sszehasonlitasaban szignifikansan eltéré (p<0,05) expressziot mutatd géneket tartalmazza. A szoftver
a két mintacsoportot egyértelmiien elkiilonitette egymastdl génexpresszios profiljuk alapjan. Az &bran
a piros a magasabb, a kék pedig az alacsonyabb expressziét jel6li.



Legend - PCA Scores
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13. &bra Principal Component Analysis (PCA)

A StrandNGS szoftver &ltal generalt PCA abran a pontok 1-1 egyén bérmintajanak a teljes
génexpresszids profiljat reprezentaljak, a piros pontok a rosaceas, a kék pontok pedig az SGR mintakat
jelolik.

5.2.2. Pathway analizis 1

A DEG-ek miikodésének azonositasahoz tobb bioinformatikai elemzést is elvégeztiink a
Cytoscape ClueGo bioinformatikai eszkdz segitségével (149). Els6ként, hogy meghatarozzuk
a DEG-ek altalanos bioldgiai funkcioit, az 6sszes olyan DEG-en utvonal analizist végeztiink,
ahol az FC>1,5 volt. Ahhoz, hogy a globalis bioldgiai funkciokkal rendelkez6, szignifikansan
feldusult (p<0,05) utvonalakat azonositsuk, azt a kritériumot alkalmaztuk, hogy az @sszes
utvonal legalabb 50 gént tartalmazzon a bemend génlistabol. Ez alapjan a ClueGO alkalmazas
12309 statisztikailag szignifikansan ,,feldusult” Utvonalat azonositott.

Nem meglepé modon, az azonositott Gtvonalak elsdsorban a cellularis metabolizmushoz
(pl. ion-transzport, lipid-bioszintézis, transzferaz aktivitds), a velesziiletett (pl. kiilsé
stimulusra/stresszre adott valasz, citokin szekrécid, baktériummal szembeni védekez6
mechanizmus, NOD-szerti receptor jelatviteli utvonal és komplement aktivalas) és adaptiv (pl.

T sejt aktivalas, leukocita migracié, TNF és IFN-gamma termelés, kemokin jelatviteli
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atvonal) immun mechanizmusokhoz kapcsolddtak. Emellett az idegrendszeri funkciokban
(példaul az idegrendszer fejlédésében) €s a vaszkularizacidban (pl. az érrendszer fejlédésének
szabalyozésdban, angiogenezisben) résztvevé gének is kulonbséget mutattak (14. abra).
Szamunkra a legfontosabb informaciot az jelentette, hogy a bor barrierrel kapcsolatos
funkciokhoz is tartozott 24 utvonal (pl. epitélium fejlodése, ham morfogenezise, epitelialis

sejtek differencidlodésa és proliferécioja) (14. bra).

Neurolégiai funkciok
3.7 % (46)

Egyéb
8 % (5)

Vaszkularizacio
0.4 % (5)

Bor barrier
funkciok
1.9 % (24)

14. abra Pathway analizis 1. - A CluGO 4altal csoportositott Gtvonalak

Legnagyobb aranyban szerepet jatszé Utvonalak a cellularis metabolizmus és az immunrendszerhez
kapcsolt folyamatok voltak. De megjelentek az analizis sordn a neuroldgiai funkcidkban,
vaszkularizacidban és a bor barrier funkciokban szerepet jatszo Utvonalak is.

5.2.3. Pathway analizis 2

Bioinformatikai vizsgalataink folytatasaként elvégeztiink egy Ujabb bioinformatikai
analizist a DEG-ek specifikusabb funkcidinak meghatarozasanak céljabol. Az el6z6
analizishez képest egy szigorubb analitikai megkdzelitést alkalmaztunk, ahol az up- és
downregulalt DEG-eket két kiilonallo klaszterként kezeltiink a ClueGO applikacioban. Ez az
analitikai megkdzelités 426 szignifikdnsan felddsult Gtvonalat eredmeényezett, és ezek
tobbsége (291) a velesziletett és az adaptiv immunmechanizmusokhoz tartozott (pl. Th17
sejtek differencialodasa, toll-like receptor kaszk&dok, T sejtek szelekcidja, neutrofilek

vandorlasa).
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Ezen talmenben szamos azonositott Utvonal vagy a cellularis metabolizmushoz
kapcsolodott (63 tutvonal, pl. a mikrotubulusok mentén torténé transzport, a specifikus
granuldtum  membranfehérjék exocitézisa, a CcAMP-re adott valasz), vagy a
vaszkularizacioban vett részt (2 utvonal, az érrendszer fejlodés és az angiogenezis pozitiv
szabalyozédsa), vagy az idegrendszerhez (21 utvonal, pl. axonogenezis, gliasejtek
differencidlédasa, axon vezetés) kothet6. Ami szdmunkra igazan relevans volt, hogy
analizisunk sorén 15 olyan Gtvonalat azonositottunk, ami a bér valamely barrier funkciojaval
all kapcsolatban (példaul keratinizacid, kornifikacio, TJ). Tovabbi vizsgalatainkban ezekre az

utvonalakra fokuszaltunk (15. bra, 16. abra).

% Asszocialt gének Nr. Asszocialt gének

46
46
46
36
35
35
52
43
27
53
88
105
120
55
35

Plazmamembrin reszorpcio

Late envelope fehérjék megkétik a cornified envelopet: CDSN
CASP14 hasitja a Filaggrint

CDSN megkéti a cornified envelopet

A cornified envelope megerésitése

L 1liris testek kotik a korai

Cornified envelope kialakulisa
Cornifikicio
Sejt junction organizicié
Keratinizicio
Keratinocita differencialodas
Epidermailis sejtek differencialodisa
Bor fejlodése

Epitélium morfogenezise

Tight junction

g
#

10% 15%

§

25%

§

35%

§

45%

15. abra A CluGO altal Kinyert, barrierhez kotheté Gtvonalak

Az dbrén az SGR és a ROS csoportok kozott szignifikansan eltéré expressziot mutatd gének (FC>1,5)
méasodik UGtvonal analizise soran feltart, barrier funkciokhoz kapcsolddo, szignifikansan feldusult
utvonalak lathatéak (a Cytoscape és a ClueGO hasznalataval). A szamoszlop az asszocialt gének
szamat, a kék vizszintes oszlopok pedig a gének szazalékos aranyat jelzik.
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16. dbra A ClueGo-val vizualizalt reprezentativ, barrierhez kapcsolddd Utvonalak. A kék
haromszdgek a downregulalalt, mig a piros kérok az upregulalt molekulékat reprezentaljak (ROS vs
SGR).

5.2.4. Az QRT-PCR és IHC vizsgalataink megerdsitették a ROS bérben detektalt szignifikans

eltéréseket a legfobb permeabilitasi barrier komponensekkel kapcsolatban

Az RNS szekvendlas eredménye ravilagitott arra, hogy a rosaceds bor permeabilitasi
barrierje az egészséges zsiros bortdl jelentsen eltér. Annak erdekében, hogy a ROS és az
egészséges SGR bor permeabilitasi barrier kiilonbségeit jobban megismerjik, a permeabilitasi
barrier f6 csoportjaiba tartoz0 molekuldk gén-expressziojat QRT-PCR maddszerrel is
validaltuk. Ezzel a moddszerrel ,visszaellenOrizhetjiik” a szekvendlds soran kapott
génexpresszios mintdzatok kilonbségeit. A korabban elvégzett analiziseink soran kapott
eredmények, valamint irodalmi adatok alapjan kivalasztottuk a bér permeabilitasi barrier
funkciojaban résztvevd legfontosabb csoportokat és molekuldkat: (1) a CE kialakitasaban
(FLG, KRT1, KRT10, LCE1D, LCELF, LOR, SPRR1A, SPRR2A, TGM1, TGM3 és TGM5);
(2) az intercellularis lipid lamellak képzédésében (ABCAL2); (3) a dezmoszéma
organizaciojaban (CDH1, CDSN, DSG1, DSC1, PKP1l); (4) a korneocitdk hamlasi
folyamataban (KLK5, KLK7 és KLK14); (5) a TJ kialakitdsdban (CLDN1, CLDN16,
CLDN23 és OCLN; (6) a barrier alarmin funkciokban (KRT6, KRT16 és KRT17) szerepet
jatsz6 molekulakat, de ezen kivil (7) néhany fontosabb AMP-t is megvizsgaltunk (S100A7,
S100A8, S100A9, DEFB4B, LCN2 és CAMP).

A fent emlitett molekulacsoportok néhany képviseldjét IHC modszerrel is

megvizsgaltunk, melyet egy képalkot6 analizissel is 0sszekotottiink, ezéltal fehérje szinta
kifejez6désiikrol is képet kaphattunk.
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5.2.5. CE képzésében résztvevé molekulak vizsgalata

Els6ként a CE felépitésében résztvevé molekuldkat vizsgaltuk meg QRT-PCR
maodszerrel, amely soran azt kaptuk, hogy a vizsgalt gének hasonldan expresszalodtak, mint az
RNS szekvenalés sordn. Eredményeink szerint a vizsgalt barrier struktirmolekuldk tébbsége
(KRT1, KRT10, FLG, LOR, LCE1D és LCELF) downregulalédott, az SPRR1A és SPRR2A
molekulak pedig upreguldlodtak a ROS mintdkban az egészséges kontrollokhoz képest (17.
abra, 4. tablazat). A kapott kiilonbségek minden esetben statisztikailag szignifikansnak
mutatkoztak, kivéve a két late cornified envelope (LCE1D, LCELF) és a SPRR1A molekula
esetében. A peptid kereszt-kotésben szerepet jatszo enzimek kozé tartoz6 TGM1, TGM3 és
TGMD5 hasonlo szinten fejez6dott ki a ROS és az SGR bérmintakban (17. dbra). A génszinti
meghatarozasokat kovetéen tovabbi vizsgalatokat végeztink néhany Kkivalasztott CE
komponens esetében. Mivel fontosnak tartottuk, hogy fehérje szinten is megerésitsiik a két
bérrégio kozotti eltérd kifejezédést ezen molekulaknal, igy IHC festéseket végeztiink.
Vizsgalataink soran azt talaltuk, hogy a LOR és a KRT1 fehérje expresszidja szignifikansan
alacsonyabb volt a ROS-ban az SGR borhéz képest, mig az FLG fehérje hasonloan
expresszalodott mindkét mintacsoportban (19. abra, 4. tablazat). Az enzimek kozil TGM5
molekula festését végeztik el, viszont az fehérje szinten nem mutatott szignifikans

kilonbséget a ROS és az egészséges SGR bormintak kozott (19. abra, 4. téblazat).

5.2.6. Intercellularis lipid lamelldk képzddésében résztvevéd f6bb molekulak vizsgalata

Az intercelluléris lipid lamellak képzOdésében fontos szerepet jatszé molekuldk koziil az
ABCA12 génszinti kifejez6dését vizsgaltuk meg QRT-PCR mddszerrel a ROS és az
egészséges SGR boérmintakban. Eredményeink azt mutattdk, hogy az ABCA12 molekula
mMRNS szinten szignifikansan alacsonyabban expresszalodott rosaceaban a kontrollhoz képest
(17. &bra, 4. tablazat).
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5.2.7. DezmoszOma organizaciojaban szerepet jatszé molekulak vizsgalata

A dezmoszéma komponensek (DSG1, DSC1, CDSN, PKP1 és CDH1) génexpresszios
szintjét is megvizsgaltuk QRT-PCR modszerrel. Megallapitottuk, hogy a CDSN Kkivételével az
Osszes vizsgalt molekula szignifikdnsan alacsonyabb szinten expresszalédott a ROS
mintakban az SGR-hez képest. A CDSN mRNS-szintjében nem detektaltunk szignifikans
kilonbseget a két vizsgalt mintacsoport kozott (17. &bra, 4. tablazat). Ezt kovetden két
kivalasztott junction komponenst (DSG1, CDSN) fehérje szinten, IHC festéssel is
vizsgéltunk. Eredményeink azt mutattdk, hogy a DSG1 molekula, az mRNS szintii
expressziojahoz hasonloan, fehérje szinten is szignifikdnsan alacsonyabb mértékben
expresszalodott a ROS-ban az SGR mintdkhoz képest. A dezmoszoma organizacidjaban
szerepet jatsz6 masik fontos fehérje, a CDSN mindkét bér mintaban hasonloan fejez6dott ki,
megerdsitve az mRNS szintli vizsgalatainkat, ahol szintén nem tapasztaltunk szignifikans

kilonbségeket a két mintacsoport kdzott (19. abra, 4. tablazat).

5.2.8. Korneocitdk hAmlasdaban résztvevé fobb molekulak vizsgdlata

A kovetkez vizsgalat soran a bér hamlasaban kulcsfontossagu szerepet jatszo enzimek
(KLKS, KLK7 és KLK14) kifejezodését vizsgaltuk a két borteriileten. Az mRNS szintl
vizsgélataink sorén azt tapasztaltuk, hogy a KLK5, KLK7 és KLK14 expresszids szintjei
nagyon hasonldak voltak ROS és az SGR bérmintakban (18. abra, 4. tablazat).

5.2.9. TJ molekulak molekulak vizsgalata

Kovetkezének a TJ felépitésében részt vevé molekuldk kozil a CLDN1, CLDN16,
CLDN23 ¢és OCLN génexpresszids szintjét vizsgaltuk a két borrégioban. Ezen vizsgalt
junction komponensek esetében azt talaltuk, hogy alacsonyabban expresszalddtak a rosaceas
bérmintakban az SGR bdrhoz képest (18. &bra, 4. tablazat). A TJ génszintli vizsgalatanak
megerdsitése érdekében a CLDNI molekula immunhisztoldgiai vizsgélatat is elvégeztik,
amely sorén szignifikansan alacsonyabb fehérje szintet detektaltunk a ROS mintakban az
SGR bérmintakhoz képest (19. abra, 4. tablazat).

5.2.10. Barrier alarmin molekul&k vizsgalata

A tovabbiakban fontosnak tartottuk, hogy megvizsgaljuk a KRT6, KRT16 és KRT17
molekulak kifejez6dését is a két mintacsoportban, hisz ezen molekuldk nagymértékben
indukalodnak epidermalis barrier karosodas soran. Els6ként a kivalasztott barrier alarmin

komponenseket mRNS szinten vizsgaltuk QRT-PCR modszer segitségével. Eredményeink azt
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mutattak, hogy a KRT6, KRT16 és KRT17 géneszpresszids szintje szignifikdnsan megnétt
ROS-ban az SGR boérhéz viszonyitva (18. abra, 4. tdblazat). Kovetkez6 1épésként a KRT6
IHC festését végeztiik el, ami megerdsitette az mRNS szintii eredményeinket, mivel mig a
KRT6 molekulat fehérje szinten nem tudtuk detektalni a zsiros bdrben, addig ROS-ban

erételjes expressziot figyelhettink meg (19. abra, 4. tablazat).

5.2.11. AMP-k vizsgalata

Fontosnak tartottuk, hogy a boér immunoldgiai-barrier funkcidjaban szerepet jatszo
kulcsfontosdgt komponensek, az AMP-k expresszios szintjét is megvizsgaljuk. Elséként gén
szinten néztik meg az S100A7, S100A8, S100A9, DEFB4B, LCN2 és CAMP expresszidjat,
QRT-PCR mddszerrel. Eredményeink alapjan elmondhatd, hogy az 6sszes vizsgalt AMP
expresszioja szignifikansan upregulalodott a ROS mintakban az egészséges SGR borrégiohoz
képest (18. abra, 4. tablazat).

Annak az igazolasara, hogy a megndvekedett mRNS-szintek megndvekedett fehérje
szintet eredményeznek, megvizsgaltuk az S100A8 és az LCN2 molekuldkat IHC mddszer
segitségével is. Eredmeényeink ravilagitottak, hogy az S100A8 és az LCN2 fehérje szinten is
szignifikdnsan magasabban expresszalédik a ROS mintakban, a kontroll mintakkal

dsszehasonlitva (19. dbra, 4. tblazat).
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17. &bra A CE struktlrelemek, az intercellularis lipid lamellak képzodésért és a dezmoszéma
szervez6désért felelés komponensek génszintii vizsgalata

A vizsgalt komponensek kozil tébbnek szignifikdnsan megvaltozott az expresszidja rosacedban, QRT-
PCR modszerrel vizsgalva. (a) a CE felépitésében (b) az intercellularis lamellak képzdésében részt
vevé molekulak (c) dezmoszoma komponensek. A grafikonok a mért mRNS-transzkriptom szintek
atlagat mutatjak a hozzajuk tartoz6 95%-os konfidencia intervallumokkal (* p 0,05; ** p <0,01; *** p
<0,001, kétmintas t-probaval meghatérozva). CDSN, corneodesmosin; DSG1, dezmoglein 1; ROS,
rosacea; SGR, faggyumirigyben gazdag borrégio
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18. dbra A korneocitdk hamlasaban szerepet jasz6 molekuldk, TJ molekulak, barrier alarminok
és AMP-k génszintii vizsgalata

A vizsgalt komponenseknek szignifikdnsan megvaltozott expresszidja QRT-PCR mddszerrel vizsgalva
ROS bérben. a, korneocitak hamlasaban résztvevd molekulak. b, TJ molekulak c, barrier alarmin
molekuldk d, AMP-k. A grafikonok a mért mRNS-transzkriptom szintek atlagat mutatjdk a hozzajuk
tartoz6 95%-os konfidencia intervallumokkal (* p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001, kétmintas t-probaval
meghatarozva). CAMP, cathelicidin; ROS, rosacea; SGR faggydmirigyben gazdag borrégio.
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19. dbra. Az SC és a TJ elemeinek fehérje szintii expresszioja

Jelentds kiilonbségek figyelhetéek meg a bor permeabilitdsi és immun barrierjével kapcsolatos
molekuldk fehérje szintli expresszidjaban a ROS és az egészséges SGR bormintak kozott. A FLG,
LOR, KRT1, TGM5, CDSN, DSG1, CLDN1, KRT6, S100A8 és LCN2 molekuldk epidermalis
immunfestésének reprezentativ abrai és mennyiségi meghatarozasuk SGR és ROS bérmetszetekben. A
grafikonok a mért fehérjeszinteknek &tlagait mutatjdk a hozzajuk tartoz6 95%-0s konfidencia
intervallumokkal (* p<0,05; ** p <0,01; *** p<0,001, kétmintas t-prébaval meghatarozva). CDSN,
corneodesmosin; DSG1, dezmoglein 1; ROS, rosacea; SGR, faggyumirigyben gazdag bér. Skala = 50
um.
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5.2.12. ARQS borre jellemzo barrier valtozasok hasonloak az AD bor barrierkarosodasahoz

5.2.12.1. Irodalmi keresés

Mivel a rosacedban detektalt barrier eltérések nagyon hasonlonak tiintek az AD-ban
ismert barrierkarhoz, ezért irodalmi attekintést veégeztiink az AD barrierkdrosodas részletei
tekintetében, és 0Osszehasonlitottuk a két betegség barrier eltéreseit (sajat kontrolljukhoz
viszonyitva) (4. tablazat). Megallapitottuk, hogy a ROS mintakban detektalt barrier eltérések
nagyon hasonléak az AD 1ézios bérének barrier karosodasahoz (4. tablazat). Ez azért volt
szamunkra meglep6, mert a rosacea zsiros borteriiletre (arc), mig az AD szaraz borrégiora
(labszar, alkar) lokalizalod6 boérgyulladas, és a két betegség kozott eddig semmilyen

hasonlésdgra nem figyeltek fel a borgydgyaszati kutatasok.

5.2.12.2. Fehérje szintli vizsgalatok (IF festés) megerdsitették az AD és a ROS jellemzd
barrier karosodasainak hasonld jellegét

Vizsgélataink folytatdsaként a ROS és az AD bort jellemzé barrier elvaltozadsok
hasonlosagainak megerdsitésére fehérje szintii vizsgalatokat végeztlink IF mdodszer
alkalmazésaval. Az IF vizsgalat a megfelelé kontroll csoportokon (SGR és GP egészséges
bérmintak) is megtortént. Az immunfestés eredménye szerint a CE molekulék kozil a LOR,
valamint a dezmoszomak és a TJ kulcskomponensei (DSG1 és CLDN1) is erdsen
downregulaltak a ROS és az AD mintakban, a kontroll csoportokhoz képest (20. &bra).

A KRT6 barrier alarmin molekula és az SI00A8 AMP fehérje szinte teljesen hianyzott az
egészséges bormintakban, mig a ROS és az AD bérmintakban magasan expresszalodtak ezek
a molekuldk (20. abra). Az IF vizsgalataink alapjan elmondhat6, hogy a vizsgalt fehérjék

mintazata hasonlé volt ROS-ban és AD-ben (20. abra).
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LOR

SGR ROS GP AD
E .-.-

20. bra IF vizsgalatok ROS és AD-s bérben
Hasonl6 barrier karosodas jellemzi a ROS és AD-s bort. A vizsgalatban ROS, AD, valamint a

megfeleld kontroll mintak (SGR és GP) immunfestése tortént. Az dbrak a LOR, DSG1, KRT6 és

KRT6

S100A8

S100A8 molekuldk epidermalis immunfluoreszcens festését reprezentaljdk SGR, ROS, GP és AD
bdérmetszetekben. AD, atopias dermatitis; DSG1, dezmoglein; ROS; rosacea; GP, faggyumirigyben

szegény borrégiod; faggyumirigyben gazdag bérrégié. Skala = 50 pum.
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4. tdblazat

P RNSseq (ROSvs | QRT-PCR (ROS vs IHC (ROS vs . .
Valtoz6 SGR) SGR) SGR) ROS vs EK irodalom AD vs EK irodalom
Cornified fehérje/ fehérie/
envelope p-érték FC p-érték FC? p-érték FC? MRNA (Ref.) mRNSJadat (Ref.)
képzodése adat
FLG NS 2,60E-03 | 2,95 | NS NS mRNS (150) ! f;héﬁg & (151-155)
KRT1 3,28E-03 | 2,86 | <1,00E-4 | 220 | 4,80E-03 | 222 | |#| fehérje és mRNS L
| fehérje. és
MRNS (154, 156)
KRT10 3,28E-03 2,52 | 9,00E-04 | 2,75 ] nm NS mRNS (150)
LCE1D 2,32E-03 357 342E-02 | 197 | nm # | mRNS
| mRNS (153)
LCE1F NS NS nm # NS mRNS
LOR 8,65E-03 | 2,95| | 1,06E-02 | 2,03 |211E-02 | 1,81 | NSmRNS (150) | mRNS (151, 153, 154)
SPRR1A 1,17E-02 3,26 1 NS nm # NS mRNS 1T mRNS (154)
SPRR2A 1,63E-03 | 8,641 | 259E-02 | 4961 nm 1 mRNS 1 mRNS (153, 154)
TGM1 NS NS nm # NS mRNS nincs elérhetd adat
TGM3 NS NS nm # NS mRNS nincs elérhet6 adat
TGM5 NS NS NS # NS fehérje és mRNS nincs elérhetd adat
Intercellularis fehérje/ fehérje/
- . e e 2 e 2
“‘:(Igpfézzlsfk p-érték FC p-érték FC p-érték FC mMRNS adat (Ref.) MRNS adat (Ref.)
ABCA12B NS 1,00E-03 2,09 | nm # | mRNS nincs elérhetd adat
Korneodezmoszd s o 2 i 2 fehérje/ fehérje/
ma organizaciotja [P S FC [FEAAES as DS s mRNS adat (55) mRNS adat (~ED)
CDH1 3,57E-02 1,38 | 5,10E-03 | 1,60 | nm # | mRNS nincs elérhetd adat
CDSN 3,57E-02 192 | NS NS # NS mRNS nincs elérhetd adat
DSC1 1,13E-03 | 249 | | 1,50E-03 | 4,03 nm # | mRNS fehérie do6)
DSG1 232603 | 185] | <1,00E-4 | 576 | 1,60E-03 | 286 | # | fehérje és mRNS ! !
PKP1 1,63E-03 2,79 | 5,00E-04 | 2,19 | nm # | mRNS nincs elérhetd adat
Korneoctak s s 2 A 2 feherje/ feherje/
hamlasa p-érték FC p-érték FC p-érték FC MRNS adat (Ref.) MRNS adat (Ref.)
KLK5 8,65E-03 | 1,69 | NS nm fexp-and | (118, 150) | N fehérie (152, 157)
KLK7 NS NS nm # NS mRNS NS fehérje (152, 158)
NS fehérje és
KLK14 NS NS nm # NS mRNS MRNS (152, 157)
z z RNSseq (ROS vs QRT-PCR (ROS vs IHC (ROS vs . .
Valtoz6 SGR) SGR) SGR) ROS vs EK irodalom AD vs EK irodalom
Tight junction e i 2 A 2 fehérje/ fehérje/
molekulak p-érték FC p-érték FC p-érték FC MRNS adat (Ref.) MRNS adat (Ref.)
CLDN1 7782-04 | 2221 | 1.30E-08 | 375 | 267802 | 101 |} f;“;ﬁg | (150) | mRNS
CLDN16 1,17E-02 1,68 | <1,00E-4 | 344 | nm # | mRNS NS mRNS 153
CLDN23 1,13E-03 328 | 1,26E-02 | 2,56 | nm # | mRNS | mRNS ()
NS fehérje és
OCLN NS <1,00E-4 | 3,04 | nm # | mRNS e
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Barrier alarmin - - 2 i 2 fehérje/ fehérje/

P p-érték FC p-érték FC p-érték FC mMRNS adat (Ref.) MRNS adat (Ref.)
KRT6A 4,57E-03 5,03 1 3,70E-03 | 4,92 1 | 1,00E-03 | 109,28 # 1 fehérje és mMRNS T mRNS (151, 154)
KRT16 1,57E-02 | 2,501 | 6,00E-04 | 9,76 1 nm # 1 mRNS 1 mRNS '
KRT17 8,65E-03 | 4,167 | 1,28E-02 | 3261 nm # 1 mRNS 1 mRNS (154)

e e 2 A 2 fehérje/ feherje/

AMPk p-érték FC p-érték FC p-érték FC mMRNS adat (Ref.) mRNS adat (Ref.)
DEFB4B 7,78E-04 | 84351 | 3,82E-02 |62,351 nm # 1 mRNS NS mRNS (154)
CAMP 458602 | 2911 | 344802 | 7,901 nm 1 ff}\“;ﬁg & | (159) vitatott (160-162)

LCN2 3,28E-03 | 6,931 3,15E-02 | 3,461 | 4,60E-03 | 3,08 1 # 1 fehérje és mMRNS nincs elérhetd adat
S100A7 1,13E-03 | 19,307 | <1,00E-4 | 19,68 1 nm # 1 mRNS 1 mRNS

S100A8 7,78E-04 | 24,751 | 2,00E-04 | 21,751 | 4,54E-02 | 2,20 1 # 1 fehérje és mMRNS 1 mRNS (153, 154)
S100A9 7,78E-04 | 29,641 | 7,00E-04 | 18,57 1 nm # * mRNS 1 mRNS

4. tablazat Papulopustularis rosacea és a faggyamirigyekben gazdag bér barrier
komponenseinek dsszehasonlito tablazata

A tabldzatban a bor barrier funkciojaban szerepet jatszé molekulak 7 f6 csoportjat foglaltuk 6ssze. Az
els6 oszlop a vizsgalt molekulékat jeldli. A masodik, harmadik, és negyedik oszlop a kutatasunkban
alkalmazott modszereink, RNSseq, QRT-PCR és IHC eredményeit foglalja 6ssze. Minden csoportban
8 mintat vizsgaltunk az 6sszes vizsgalt molekulara vonatkozbéan. A papulopustuléris rosacedban a
vizsgalt molekulara vonatkozoan rendelkezésre all irodalmi adatokat az 5. oszlopban foglaltuk dssze,
jelenlegi eredményeinket pedig az 1-3 oszlop tartalmazza. Az 5. oszlopban a # azt jelzi, hogy
tudomasunk szerint tanulmanyunk Gj, korabban még nem kdzélt adatokat szolgaltat, mig a # hianya
mar a meglévé irodalmi adatokat jelzi. Az AD-ban a kérdéses molekula vonatkozéasban rendelkezésre
allo irodalmi adatok a 6. oszlopban talalhatoak. Az 5. és 6. oszlop Gsszehasonlitasa ravilagit a két
borbetegség barrier karosodasa kozott megjelend hasonlosagokra. Roviditések:ABCA12B, ABC
transzporter 12B; akt., aktivitdas; CAMP, cathelicidin; CDH1, cadherin 1; CDSN, corneodesmosin;
CLDN, claudin; DEFB4B, human defensin beta 2; DSC1, desmocollin 1; DSG1, desmoglein 1; EK,
egészséges kontroll; exp., expresszio; FC, fold change; FLG, filaggrin; KLK, kallikrein; KRT, keratin;
LCE, late cornified envelope; LCN2, lipocalin 2; LOR, loricrin; nm, nem meghatarozott; NS, nem
szignifikans; OCLN, occludin; PKP1, plakophilin; feh, fehérje; Ref., referencia; ROS, rosacea; S100,
S100 calcium-koté fehérje; SGR, faggyumirigyben gazdag borrégié ; SPRR, small proline-rich
protein; TGM, transzglutaminaz. * A fehérje és az mRNS szintek kozétti statisztikai elemzéseket
kétmintas t-probaval hataroztuk meg. A félkovér betiitipus a jelent6s eltéréseket mutatod adatokat jeloli.
2 A nyilak jelzik a jelentds valtozasok iranyat.
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6. MEGBESZELES

Az emberi bér nem homogén szerv, hiszen a bor anatdmiai €s fiziologiai tulajdonsagaiban
jelentds regionalis kiilonbségeket figyelhetiink meg, illetve a legijabb tanulményok szerint a
kiilonbozd bdrteriiletek mikrobiota Osszetételében és immun aktivitdsaban is markans
eltérések vannak (12-14, 163, 164). Ebbdl kiindulva feltételeztiik, hogy az eltéré borrégiok
permeabilitasi barrierje is kiilonb6z0. A jelen dolgozatban is részletezett kutatasunk célja az
volt, hogy funkcionalis mérésekkel, illetve mRNS és fehérje alapu vizsgalati modszerekkel
részletesen, atfogd modon elemezzik a topografiailag eltéré egészséges borrégiok
permeabilitasi barrierjét. Funkcionalis vizsgalatunk soran azt kaptuk, hogy a TEWL
szignifikansan magasabb volt az SGR és AGR borrégiokban, mint a GP teriileteken, ami arra
utalhat, hogy az AGR ¢és az SGR régidk gyengébb permeabilitsi barrierrel rendelkeznek. Ez a
megallapitas hasonl6 volt a Kleesz és munkatarsai altal elvégzett kutatds eredményeihez, ahol
szintén magasabb TEWL-t mutattak ki az SGR ¢és az AGR boérrégiokban a GP régiohoz
képest, és a harom bérrégid koziil az AGR borrégidban mérték a legmagasabb TEWL-t (165).
A funkcionalisan eltéréen miikodo regionalis barrierek molekularis vizsgalata soran az egyes,
barriert alkot6 komponens csoportok kiilonb6z6é eltéréseit tudtuk azonositani. Az
intracellularis struktarfehérjek molekularis analizise soran az eltéré bérteriiletek k6zott nem
detektaltunk Iényeges kulonbségeket. Ezzel szemben, bar a sejtkapcsold struktirdk mRNS
szinten mindharom bdérrégioban hasonlo meértékben voltak jelen (8. abra), toébb
korneodezmoszéma és TJ molekula esetében szignifikdnsan csdkkent fehérje expressziot
detektaltunk az AGR és az SGR bérteriileteken (8. abra) a GP bérrégidhoz képest. Az a tény,
hogy a kulénbségek csak a sejtkapcsold struktdrak (extracellularis  molekulak)
komponenseinek expresszidjdban és csak fehérje szinten fordultak elé, arra utal, hogy
elsdsorban extracellularisan folyd proteolitikus degradacio lehet a felelés az AGR és az SGR
bérteriileteken megfigyelt gyengébb permeabilitasi barrierért, nem pedig az intracellularis
vagy extracellularis komponensek csokkent termel6dése. Elképzelésiinket az s
aldtdmasztotta, hogy a KLK5 és a KLK7 extracellularis proteazok mRNS szintjének mérése
soran szignifikdnsan magasabb expressziét detektaltunk az AGR és az SGR bérben, szemben
a GP régioval. Ezen kivil a vizsgalt kallikreinek fehérje szinten is emelkedést mutattak az
AGR ¢és SGR borrégiokban, az apokrin- €s a faggyumirigyek Altali termelédésiiknek
koszonhetéen. Ezek az eredményeink 6sszhangban &llnak azzal a korébbi tanulméannyal is,
amelyben a szerzOk az arcrol és a honaljbol gytjtott verejték mintdkban magasabb KLK
szintet mutattak ki (166); azonban fontosnak tartjuk a jovoben a TJ molekulak KLK-k &ltali

kdzvetlen proteolitikus lebomlasat zimogréfiai elemzéssel is megerdsiteni.
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Mivel a KLKS5 és a KLK7 6 hasitasi célpontjai a DSG1, a DSCI és a CDSN molekuldk, ezért
azt feltételeziik, hogy ezek az enzimek lehetnek kozvetleniil felelések a korneodezmoszomak
degradacioért az SGR és az AGR borrégiokban (147, 167). Tovabba a KLK-k tobbféle, a TJ
degradacidjaban szerepet jatszd enzimet (pl. PAR2, matrix metallo-proteazok) is képesek
aktivalni, melyek legalabb részben, szintén feleldsek lehetnek a TJ gyengeségéért az SGR és
az AGR régidkban (168-170). Ezenkivil a régiospecifikus baktériumok és gombék, a
Propionibaktérium és Malassezia az SGR-ben; Corynebaktérium, Proteobacteria és
Staphylococcus aureus az AGR bérben (163, 164) is hatassal lehetnek a permeabilitési
barrierre, exogén szerin- és cisztein peptidazok termelésével (171-177).

Az ABCAI12 lipid transzporter egy olyan molekula, amely kulcsfontossagu szerepet jatszik a
lipid lamellak képzédésében. mRNS szintli vizsgalattal ez a molekula erés upregulaciot
mutatott az SGR és AGR régiokban, valamint fehérje szinten is jelentés névekedést mutatott
az AGR régiokban a GP-hez képest. Az ABCA12 expresszidjaban megjelend kiilonbségek
kiemelik boriink heterogén jellegét; azonban ennek pontos értelmezésehez tovabbi
vizsgalatokra van sziksegunk.

A molekuléris eredményeink megerdsitésére, valamint a korneodezmoszémak és TJ-0k
organizaciojanak és eloszlasanak megértéséhez a kiilonb6z6 bérrégiokat konfokalis
mikroszkoppal is vizsgaltuk. Eredmeényeink megerdésitették a fentebb talaltakat, miszerint a
vizsgalt molekulak szervezOdése is eltéré a régiok kozott. A korneodezmoszomak és TJ
molekuldk a GP régidban szabalyosan oszlanak el, ahogy az varhat6 volt. Ezzel szemben az
AGR és az SGR terileteken a kapcsolo struktardk rendezetlen médon voltak jelen.
Osszefoglalva elmondhatd, hogy az egészséges AGR és SGR bérrégiokra magasabb TEWL és
emelkedett KLK enzim szint jellemz6, bizonyos korneodezmoszoma és TJ fehérjék pedig
csokkent expressziot mutatnak, emellett szabalytalanul eloszl6 korneodezmoszomak és TJ-0k
figyelhet6k meg a két régioban, a GP terulethez képest. Ezekb6l az eredményekbdl arra
kovetkeztethetlink, hogy az AGR és az SGR régiok permeabilitasi barrierje boriink gyenge
pontjai, melynek klinikai kovetkezményei is felismerhetéek. Eredményeink magyarazatot
adhatnak néhany akantolitikus bérbetegség, koztiik a pemphigus foliaceus (PF), (178-180) a
Darier-kér (DD) (181, 182) és a Hailey-Hailey betegség (HHD) esetében azon kérdésekre,
hogy miért bizonyos életkorban és miért bizonyos bérrégioban jelennek meg ezen korképek
(182, 183) (21. &bra).
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Ezeknek a borbetegségeknek kozos jellemzéje a KC adhézid elvesztése kéarosodott
dezmoszéma/korneodezmoszoma képzddés kovetkeztében, melyet DD-ben és HHD-ben
mutaciok, PF-ban pedig autoantitestek okoznak (178-184) DD-ben és HHD-ban az ATP2A2
és az ATP2C1 Ca** pumpa g@énjeinek  mutaciéi  okoznak  karosodott
dezmoszdma/korneodezmoszoma képzodést (179, 180, 184), és habar ezek a gének az egész
élet sorén, és minden KC-ban jelen vannak, maga a Klinikai tlnetek mégis &ltaldban
serdiilékor utan jelentkeznek, és szinte mindig az SGR/AGR teriileteken (179, 183, 184). Ugy
gondoljuk, hogy azért a pubertds utan manifesztalédnak a DD és a HHD dezmoszdémainak
genetikai valtozasai, és azért leginkabb az SGR és AGR borrégiokban, mert ezekben a
régiokban gyengébb permeabilitasi barrier jellemz6, ami a serdiildkor utan jelenik meg, a
serdiilékori mikrobiota valtozas, a megndvekedett KLK enzim szint, a kapcsolo fehérjék
degradacioja és a kovetkezményesen meggyengilt dezmoszomak es TJ-k eredményeként. A
két betegség jellegzetes SGR/AGR lokalizacidja (21. abra) és pubertas utani megjelenése is
magyarazhato tehat az eredményeink alapjan. A PF-ben bar az egész bérfeliileten kotédnek az
anti-desmogleinl antitestek a dezmoszomakhoz, a hdlyagok kialakulasanak elsé és dominans
klinikai jelei mégis az SGR teruleteken jelentkeznek, ahol a korneodezmoszOmak/TJ-k
gyengeségei eleve szenzitivebbé teszi ezeket a régiokat a betegség kialakulasara. Ezekbol az
adatokbol jelent6s terapias kovetkezmények is levonhatdéak. Azon enzimek szabalyozésa,
melyek az extracellularis kapcsolé molekulak fokozott degradaciojaert és ennek
kovetkeztében az SGR/AGR borteriiletek meggyengllt sejtkapcsolataiért valosziniileg
felelossé tehetdk, a lokalisan alkalmazott inhibitorok vagy antibiotikumok-antimycotikumok
hasznalataval késleltetheti vagy akadalyozhatja ezen betegségek megjelenését.

Osszefoglalva elmondhatd, hogy a bériink topografiai szempontbdl egy heterogén, nem
egyseges szerv, melyet nemcsak regionalisan eltéré kémiai és mikrobialis kdrnyezet valamint
eltér6 immunaktivitas, hanem eltér6 permeabilitdsi barrier funkcié is jellemez. A
topografiailag eltéré borteriiletek egyedi jellemzéi jelent6s hatdssal vannak a kialakult
bérbetegségek patogenezisére, fejlodésére és lokalizaciojara. Ezeket az adatokat nem csak

tudomanyosan, de terapias megkdzelitéseknél is érdemes figyelembe venni.
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21. abra. Az SGR és az AGR bérrégiokra jellemzé meggyengult permeabilitasi barrier
magyarazatot adhat néhany akantolitikus bérbetegség régiospecifikus elofordulasara

(a, b) Az eltér6 kémiai kornyezet, mikrobidta Osszetétel és immunaktivitds alapjan harom
topografiailag kiilonbozé egészséges borrégiot kiilonboztethetiink meg: a mirigyekben szegény (GP),
az apokrin mirigyekben (AGR) és a faggyumirigyekben (SGR) gazdag bérteriileteket (c, d). Jelenlegi
eredményeink alapjdn elmondhatd, hogy ezen egészséges borrégiokban a permeabilitasi barrier
jellegzetessegei is eltérnek. Ezek a kiilonbségek elsdsorban a sejtkapcsold strukturakat érintik, ahol a
fehérjekomponensek expresszidja és sejtmembranbeli szervezédésik szignifikansan alacsonyabb
szintet mutatott az SGR és az AGR mintdkban, a GP-hez képest. Ezek a kiilonbségek leginkabb
fehérje szinten jelentkeznek, mely az enzimatikus degradacid szerepére utal a sejtkapcsolatok
meggyengulésében, az AGR és SGR terlileteken. Az eredmények 6sszhangban vannak az ezeken a
terlileteken detektalhatd erés KLKS és KLK7 pozitivitassal. A gyenge permeabilitasi barriert az AGR
és az SGR régiokban TEWL mérések is igazoltak. (e, f) Vizsgalatunk eredményei magyarazatot adnak
azokra a jol ismert, de magyarazattal eddig nem rendelkez6 klinikai megfigyelésekre, miszerint
néhany akantolitikus bérbetegség bizonyos bérteriiletekre lokalizalédik. A Pemphigus foliaceus (PF)
eloszor az SGR borteriileteken alakul ki, mig a Darier-kor (DD) és a Hailey-Hailey betegség (HHD) az
SGR ¢és az AGR borrégiokban fordul eld. Jelenlegi adataink azt mutatjak, hogy ezek a bdrrégiok
egyensulyi allapotban is meggyengllt permeabilitasi barrierrel rendelkeznek, igy ezek Ggymond a
bériink gyenge lancszemei.
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A rosaceds betegek érintett arcbérének klinikai képe és a rajtuk elvégzett funkcionalis
vizsgalatok permeabilitas barrier eltérésekre utalnak (113, 114). Ennek ellenére a rosaceas bér
barrier zavarat molekularis szinten eddig senki nem vizsgalta. Jelen tanulmanyban ROS
bérmintak teljes transzkriptom analizisét (RNASeq) végeztik el, majd a beteg bér
génexpresszios profiljat 6sszehasonlitottuk az egészséges SGR bor profiljaval. Eredményeink
a bér permeabilitdsi barrier legfontosabb komponenseinek sulyos karosodasat jelezték ROS-
ban. Az intakt bérbarrier elengedhetetlen a homeosztazis fenntartasahoz, mivel védi
szervezetinket a kiilonbozé mikrobaktol és kiilsd hatasoktol. Az irodalom az epidermisz
legkiilsé rétegét, a SC-ot és a TJ-t tekinti a permeabilitasi barrier legfébb alkotdelemeinek (34,
185). A SC-ot alkotdé molekul&k tovéabbi négy csoportba oszthatok: a CE kialakitasaban és az
intercellularis lipid lamellak képzédésében résztvevd molekuldk, a korneodezmoszoma
komponensek és a korneocitdk hamlasaban résztvevé molekuldk (34, 185). A CE tdbbféle
intracellularis fehérjébol épiil fel, beleértve a FLG, LOR, LCE és SPRR fehérjéket, tovabba az
envoplakint, periplakint, IVL-t és a keratohialin granulumbol szarmazé KRT filamentumokat
(34, 93, 186, 187). Ezen fehérjék keresztkotését a TGM1, TGM3 és TGM5 enzimek
katalizaljak (188). Eredményeink alapjan elmondhat6, hogy a FLG, LOR, KRT1, KRT10 és
LCE1D molekulak szignifikansan downregulalddtak, mig az SPRR2 szignifikansan magasabb
expressziot mutatott ROS boérben, az egészséges SGR bérhoz viszonyitva. Fehérje szintii
vizsgélatainkkal is megerdsitettilk a LOR és a KRT1 szignifikans csokkenését a ROS bérben.
A TGM-ok expresszibja sem mMRNS, sem fehérje szinten nem mutatott szignifikans
kilénbséget a két vizsgalt csoport kozott. A lipid lamellak képzddése szintén fontos az intakt
SC réteg kialakitdsdban, ahol a lipoxigenazok (ALOX12B és ALOXB3) és a lipid
transzporterek (ABCA12) nélkilozhetetlen szerepet jatszanak a lipidek szintézisében és
széllitasaban (59, 189, 190). Vizsgalatunkban az ABCA12 molekula szignifikansan csokkent
MRNS expressziot mutatott ROS-ban a kontroll b6rhoz képest. A SC masik alkotéeleme a
szerint a dezmoszéma komponensek erésen karosodottak ROS-ban, amit a CDH1, CDSN,
DSC1, DSG1 és PKP1 szignifikdnsan csokkent genexpresszios szintje bizonyit. IHC festéssel
a DSG1 molekula szignifikéans csokkenését fehérje szinten is sikerllt megerdsiteniink. A SC-
ban a korneocitak levalasat, azaz a hamlast elsésorban a KLK enzimek (KLK5, KLK7 és
KLK14) szabalyozzdk egy pH-dependens proteolitikus kaszkadon keresztil (55, 191).
Tanulméanyunkban a KLK5, KLK7 és KLK14 esetében hasonld génexpresszios szintet
detektaltunk a léziés ROS-ban mint az egészséges borben; az enzimek fehérje szintjét és

aktivitasat azonban nem vizsgaltuk.
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A SC mellett a TJ is fontos szerepet jatszik a boér barrier integritasanak fenntartasaban,
mivel a SG szomszédos KC-ait 0sszekdtve megakadalyozzdk a viz és az oldott anyagok
szabad aramlésat. A TJ-t transzmembran fehérjék alkotjak, féként CLDN-ok és OCLN-ok
(62, 192). Vizsgélatunkban a CLDN1, CLDN16, CLDN23 és OCLN mRNS szintje
szignifikdnsan csokkent a ROS-ban a kontroll csoporthoz képest. A CLDN1 szignifikans
csokkenését fehérje szinten, IHC maodszerrel is bizonyitottuk.

A SC és a TJ oOsszetevOkkel parhuzamosan két tovabbi molekulacsoport vizsgalatara
dsszpontositottunk: a kulcsfontossagu barrier alarminokra és az AMP-kre, mivel ezeknek a
molekuldknak az expresszios szintje szoros kapcsolatban all a permeabilitds barrier
strukturkomponenseinek szintjével (143, 193). Tanulméanyunkban az 6sszes vizsgalt alarmin
barrier molekula (KRT6A, KRT16 és KRT17) és AMP (CAMP, hBD-2, LCN2, S100A7,
S100A8 és S100A9) szignifikansan upregulalédott a ROS borben a kontroll bérhoz képest.
Az LCN2, S100A8 és KRT6 szignifikdnsan magasabb jelenlétét fehérje szintii vizsgalatokkal
is megerésitettik ROS-ban. Ismereteink szerint eddig csak egy tanulméany vegzett teljes
transzkriptom analizist rosaceas mintakon. Ebben a tanulmanyban a szerzok kiilonféle rosacea
altipusok immunoldgiai tulajdonsagainak vizsgalatara 6sszpontositottak, viszont barrier
komponensekrél nem kdzdltek adatokat (106). Egy masik tanulmanyban Deng és munkatarsai
a CE komponenseit, kozulik is a KRT10, FLG és LOR mRNS expresszidjat vizsgaltak
kulonféle rosacea altipusokban (150). Megvizsgaltdk a CLDN1 TJ fehérje expressziojat is, és
eredményeinkhez hasonldéan szignifikansan alacsonyabb gén és fehérje szintet tudtak
kimutatni rosacedban a kontroll mintdkhoz képest. A KRT10 és LOR mRNS szintjének
vizsgalatakor viszont a tanulmany szerz6i nem talaltak szignifikans kiilonbségeket a ROS és a
kontroll mintdk kozott, fehérje szintli vizsgalatokat pedig nem végeztek (150). A KLK5
expressziojanak mérését rosacedban egy masik munkacsoport is elvégezte, akik azt talaltak,
hogy a molekula mRNS- és fehérje szintii eszpresszidja jelentésen megnétt rosaceaban,
valamint ezzel parhuzamosan megemelkedett enzimaktivitast is detektaltak; a szerzok
azonban nem hataroztdk meg, hogy melyik rosacea altipuson végezték el a vizsgalatokat (118,
194).

Vizsgalatunkban mi nem detektaltunk szignifikdnsan emelkedett KLK5 mRNS szintet
ROS-ban, illetve sem fehérje szintli vizsgalatot, sem enzimaktivitds merést nem végeztik. Az
AMP-k kozil csak a cathelicidin expressziojat vizsgaltdk korabban ROS-ban, mig a hBD-2-re
vonatkoz06 adatok csak okularis rosacedban allnak rendelkezésre (118, 194, 195). E korabbi
eredményekkel 6sszhangban kutatdsunk sordn mi is azt talaltuk, hogy a cathelicidin és a hBD-

2 mMRNS expresszidja szignifikansan upregulaldédott ROS-ban, az SGR mintakkal
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0sszehasonlitva.

Osszefoglalva tehat, a részletes molekularis bioldgiai vizsgéalatunk soran, ideértve a teljes
transzkriptom analizist és bioinformatikai elemzéseket, valamint QRT-PCR és kvantitativ
IHC vizsgalatokat, azt talaltuk, hogy ROS-ban a b6r permeabilitasi barrierjének minden {6
alkotoelemében sdlyos karosodds mutathatd Ki, ami jelentdsen hozzajarulhat a betegség
években. AD-ban bebizonyosodott, hogy a barrier valtozasok képesek bérgyulladast kivaltani,
igy iniciald tényezének is tekinthetéek a betegség patogenezisében. Ebbol a szempontbol
érdekes, hogy nagyon hasonlé barrier elvaltozasokat figyeltink meg ROS-ban és AD-ban.
Irodalmi adatok és sajat eredmeényeink alapjan elmondhatd, hogy a CE komponensek, a
dezmoszéma és TJ molekuldk, valamint az alarmin barrierek és AMP-k megvéltozott
expresszidja valoban hasonl6sadgot mutat a két betegségben. Ezen hasonldsagokat fehérje
szinten is megerdsitettiik bizonyos molekuldk IF festésével. Meglep6 a ROS és az AD boérben
jelen levo barrier kdrosodas kozotti hasonlosag, mivel ezidaig elsGsorban ezen betegségek
eltér6 klinikai jellemz6it és immunologiai jellegzetessegeik kozotti - kilonbségeket
hangsulyoztak (21. abra).

Jol ismert, hogy az AD-ben megjelend barrierkar inicialoja lehet a betegségre jellemz6
gyulladasnak, viszont eredményeink alapjan jelenleg még nem tudtuk meghatarozni, hogy a
rosacedban megjelend barrier ké&rosodds a gyulladds elinditbja vagy kovetkezménye.
Rosaceaban a barrier karosodasat okozhatja a betegségre jellemzo IL-17A és a Th1/Thl7
tipust gyulladas, melyr6l az utobbi idében bebizonyosodott, hogy a FLG, LOR és KRT10
MRNS szinteket szabalyozza organotipusos 3D bér ekvivalens modellben (196). Masrészt az
is lehetséges, hogy a diszfunkcionalis barrier a rosacea kialakuldsanak kiinduld tényezdje.
Amig a barrier megvaltozasa AD-ben Th2 tipusu gyulladast eredményez, az ehhez hasonld
barrier zavar ugy tiinik rosacedban Th1/Th17 tipusd gyulladast valthat ki. Ezen latszdlagos
ellentmondasra a magyarazatot az adja, hogy az AD a GP régiora, mig a rosacea kizarélag az
SGR bére lokalizalodik. Az SGR és a GP bérfeliileteken eltéré6 homeosztatikus immun- €S
permedbilitds barrier mili6 van jelen, mely eltéré szoveti kornyezetben azonos barrier
karosodas okozhat eltérd tipusu immunaktivaciot és kovetkezményesen eltéré klinikai
gyulladast (12, 13).

Az SGR ¢és GP régiok eltérd szoveti-immun milidjére szamos bizonyiték latott napvilagot az
elmualt években. Mig az SGR borrégiok szignifikdnsan magasabb AMP-szintet mutatnak,
illetve a nem-gyulladasos Th17 (B) és a szabalyozo T sejtek szama, valamint a homeosztatikus

,short” vagy rovid formaju (sf) Thymic Stromal Lymphopoietin (TSLP) konstitutiv
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expresszidja is magas ebben a régidban, addig ezzel ellentétben a GP bérre egy alacsonyabb
AMP-szint és T sejt szam jellemz6, a TSLP pedig hidnyzik steady-state allapotban (12, 13). A
bér ezen eltérd regionalis tulajdonsagai nagyon hasonloak a bél barrierhez, ahol a regionalis
immunrendszerrel kapcsolatos kiilonbségek mar jol ismertek. A vékonybélben magas a Th17
(B) sejtek szama és a sfTSLP is jelen van, mig a vastagbélben a Th17 (B) sejtek hianyoznak,
és a sfTSLP is csak a proximélis szakaszban van jelen (197, 198). Felvetették, hogy a
kilonbdz6 belszakaszok ezen egyedi immun- és barrier jellemz6i kiilonféle tipust immun-
medialt betegségekhez vezethetnek. A Crohn-betegségben a sfTSLP hianya a vékonybélben
clésegitheti a gyulladasos Th1/Th17 sejtek aktivalasat (197, 198), mig ezzel ellentétben a
colitis ulcerosa esetében a gyulladdsos, hosszd formaja (If) TSLP szignifikansan
megndvekedett szintje indit el egy Th2 tipusi gyulladast a vastagbélben (199). Ezen
megallapitasok alapjan azt feltételezzik, hogy az SGR és a GP borrégiok hasonld barrier
karosodasai, eltéré homeosztatikus immun- és barrier kdrnyezetilk miatt, kiiléonb6z6 immun-
medialt bérbetegségeket inditanak el, melyek egyedi klinikai tulajdonsagait a kiilonb6zo Th
alcsoportok adjak (AD az SGP mig a ROS az SGR terlleteken) (22. abra). De Benedetto és
munkatarsai mar kordbban szintén felvetették annak a lehetdségét, hogy a barrier karosodas
altal elinditott KC aktivacio kiilonb6z6 eredetii mediatorok termelédéséhez vezethet a szdveti
kornyezettdl fiiggden, beleértve a pro-Th2 és a pro-Thl7 tipusu KC citokineket is, melyek
eltéréen befolyésoljak a Th vélasz jellemzo6it és a klinikai képet (200).

Annak a meghatarozasahoz, hogy a ROS barrier kdrosodasa a betegség inicialdja, vagy pedig
a gyulladas kovetkezménye, meg kell vizsgalni a barrier kdrosodas pontos idejét, és a jovében
részletesen elemezni kell a (papulopustuléris) ROS betegek peri-lézionalis és/vagy non-
lIézionalis bor teriileteit is. Ezen feliil hasonld kisérletekre van sziikség a rosacea mas
altipusaiban is. Osszegezve, eredményeink egyértelmiien bizonyitjadk a ROS-betegek
barrierjének sulyos kéarosodasat az arcbérben, ezért javasoljuk a bér barrier-helyreéllitd
kezelések alkalmazasat a rosacea kezelésének klinikai iranyelveibe illeszteni, hasonléan az
AD-hez.
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22. 4bra. A permeabilitasi barrier megvéaltozasanak lehetséges szerepe a papulopustularis
rosacea patogenezisében. Az AD és a PPR Osszehasonlitasanal a borgyogyaszok eddig elsGsorban
klinikai és immunolégiai tulajdonsagaik kdzotti kilénbségeket hangsulyoztak. Eredményeink alapjan
azonban ezt a két borbetegséget egy masik szempontbdl is vizsgalhatjuk, mivel mindkét betegséget
stlyos, de hasonld bér barrier karosodas jellemez, attdl filiggetleniil, hogy eltéré bérrégiokban
alakulnak ki. Feltételezéslink szerint (a) a borrégiok (SGR és GP bor) — ahol ezek a betegségek
altalaban lokalizalédnak — eltéré immun- és permeabilitasi barrier jellemz6i hatarozzak meg (b) a
barrier karhoz kapcsol6dd gyulladés jellegét, amely (c) kiilonbozé régio specifikus immun-mediélt
betegségek kialalkulasahoz vezethet. Ez magyarézhatja a kiilonbséget az AD és a PPR kozott.
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Roviditések: AD, atdpias dermatitis; AMP, antimikrobidlis peptid; DC, dendritikus sejt; IFN-y,
interferon gamma; IL, interleukin; KC, Kkeratinocita; IfTSLP, hosszd formaju Thymic Stromal
Lymphopoietin; sfTSLP, révid formajd Thymic Stromal Lymphopoietin; PPR, papulopustularis
rosacea; GP, mirigyekben szegény; SGR, faggyumirigyben gazdag; TARC, thymus- és aktivacio-
szabalyozott kemokin vagy CCL17; Th, T helper; Th17 (B), nem gyulladasos Th17 sejt; Thl7 (23),
gyulladasos Th17 sejt; TLR2, Toll-szerii 2 receptor; Treg, szabalyozo T sejt
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7. OSSZEFOGLALAS

A kiilonbozé borrégiok barrier funkcidojanak vizsgalata soran elsé lépésként TEWL
méréseket végeztiink egészséges SGR, AGR és GP boérrégiokban. Megallapitottuk, hogy a
vizsgalt boérrégiok koziil az SGR és AGR régiokban szignifikansabban magasabb TEWL
detektalhatd, ami karosodott barrier funkciora utal. Ennek tiikrében gén és fehérje szintli
vizsgalatokkal tanulmanyoztuk a permeabilitasi barrier legfontosabb molekulait a kiilonb6z6
bérrégiokban: a CE molekuldkat (KRT1, KRT10, LCE1D, LCELF, SPRR1A, SPRR2A,
TGM1 és TGMD), a korneocita deszkvamacidjaban résztvevd enzimeket (KLK5, KLK7), az
ABCA12 lipid transzport molekulat, a korneodezmoszéma (CDH1, CDSN, DSC1, DSG1,
PKP1) és TJ komponenseket (CLD1, CLDN16, OCLN). A vizsgalatokat QRT-PCR, IHC, IF
modszerrel végeztik, melyet konfokalis mikroszkopiaval egészitettink Kki. Eredmények
alapjan elmondhato, hogy az egészséges AGR és SGR borrégiokban magasabb TEWL és
KLK enzim szint detektalhatd, viszont bizonyos korneodezmoszomak és TJ fehérjék
expresszioja csokkent expressziot mutat. Emellett korneodezmoszémak és TJ-k szabéalytalan
eloszlasa figyelheté meg ezekben a régiokban, a GP teriiletekhez képest. Osszefoglalva, az
eredményeinkbdl arra kovetkeztethetiink, hogy az AGR és az SGR regiok gyengébb
permeabilitasi barrierrel rendelkeznek.

A maésodik kutatasunk sordn ROS betegek bérmintain vizsgaltuk a permeabilitasi barrier
jellegzetességeit molekularis bioldgiai modszerekkel, SGR bérhoz hasonlitva. A vizsgalatok
sorén teljes transzkriptom analizist és bioinformatikai elemzéseket hajtottunk végre, melyek
eredményeit QRT-PCR, IHC és IF mddszerekkel erdsitettiink meg. Eredmenyeink alapjan
elmondhatd, hogy ROS-ban a proliferacioban szerepet jatsz6 markerek (KRT6, 16, 17)
szignifikdnsan emelkedett expresszidt, mig a differencidcioért felelés markerek (FLG, LCEL1,
LOR, KRTI, 10) ¢és a sejtkapcsolo struktardk felépitésében résztvevé (CLDNI1, 16, 23,
CDH1, CDSN, DSC1, DSG1, PKP1) molekuldk pedig szignifikansan alacsonyabb expressziot
mutattak az SGR bérhdz viszonyitva. Osszefoglalva elmondhaté, hogy ROS-ban a
permeabilitasi barrier minden f6 alkotoeleme esetében sulyos karosodas mutathatd ki, ami
jelentdsen hozzajarulhat a betegség patofizioldgiajahoz. AD-ban ismert, hogy a barrier
valtozasok képesek borgyulladast kivaltani, és igy a betegség patogenezisének inicialo
faktorakent is tekinthet6ek, ezért érdekes, hogy nagyon hasonlé barrier elvéaltozésokat

figyeltink meg a ROS-ban.
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8. SUMMARY

As a first step, in order to study barrier function, we performed transepidermal water loss
(TEWL) measurements in the healthy sebaceous gland-rich (SGR), apocrine gland-rich
(AGR) and gland-poor (GP) skin regions. We found significantly higher TEWL levels in the
SGR and AGR regions compared to GP areas, which indicates that AGR and SGR regions
may have impaired barrier function. Thus, we investigated the most important permeability
barrier related molecules in different skin regions by gene and protein level studies: cornified
envelope (CE) molecules (KRT1, KRT10, LCE1D, LCELF, SPRR1A, SPRR2A, TGM1 and
TGM5), enzymes taking part in desquamation (KLK5, KLK7), the ABCA12 lipid transporter
molecule, the corneodesmosome (CDH1, CDSN, DSC1, DSG1, PKP1) and tight junction (TJ)
components (CLD1, CLDN16, OCLN). Our investigations were performed by QRT-PCR and
IHC, IF and the distribution of junction structures were visualized using confocal microscopy.
According to our findings, higher TEWL and KLK levels were detected in the SGR/AGR skin
areas, although the expression of corneodesmosome and TJ proteins were decreased in these
regions. In addition, we also detected irregularly distributed cornedesmosomes and TJs in the
SGR and AGR skin areas compared to GP skin. In summary, we found that SGR and AGR
areas are characterized by weaker permeability barrier features compared to GP skin regions.

In our second study, using several molecular biological methods, we aimed to investigate
the permeability barrier alterations in skin samples from patients with rosacea (ROS) and
compared them to healthy SGR skin. In this study, transcriptome analysis and bioinformatics
analyses were performed. Validation of the expression levels were performed by QRT-PCR,
IHC and IF methods. According to our findings, the proliferation markers (KRT6, 16, 17)
showed significantly higher expression levels in ROS, while molecules taking part in
differentiation (FLG, LCE1, LOR, KRT1, 10) and cell junction formation (CLDN1, 16, 23,
CDH1, CDSN, DSC1, DSG1, PKP1) were significantly downregulated compared to SGR
skin. In conclusion, all major components of the permeability barrier in rosacea are severely
impaired, which may significantly contribute to disease pathophysiology. In atopic dermatitis,
it is known that barrier alteration induces skin inflammation and can be considered as an
initiating factor in the pathogenesis of the disease, which is interesting since in our current

study we detected very similar barrier alterations in rosacea.
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