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BEVEZETES

Az elmult évek legkiemelkedébb felfedezései kozé tartozik, hogy a mikrobialis k6zosség
figyelemre méltod kiilonbségeket mutat a topografiai eltérd borteriileteken. Kimutattak, hogy
ezeknek a baktériumoknak a kolonizécidja a borteriilet fizioldgidjatol fligg, mivel specifikus
baktériumok tarsulnak a nedves, szaraz és zsiros borteriiletek mikrokdrnyezetéhez, valamint a
kémiai milid sokféleségét is leirtdk, amelyben ezek a mikrobidlis kozosségek élnek. A
mikrobidta nagymértékli sokfélesége nemcsak a bér barrieren jellemzd, hanem a bél
kiilonboz6 szakaszain is ismert, hogy heterogén mikrobiotak kolonizaljak oket, és ezek az
eltérd bélszakaszok kiilonbozo anatémiai és fizioldgiai jellemzdivel tarsulnak.

A mikrobidtak sokfélesége mellett a kdzelmultban végzett vizsgalatok a gazdaszervezet
¢és a mikroorganizmusok kozotti kolesonos kapcsolatot mutattak ki, mivel fontos szerepet
jatszanak a szoveti homeosztazisban €s a lokalis immunitasban.

Ezek az eredmények felvetik a lehetdségét annak, hogy az immunaktivitds mértéke
eltérhet kiilonb6z6 barrier felszineken, ahogyan azt a bélben mar korabban kimutattak.

Példaul a thymic stromal lymphopoietint (TSLP), mely az egyik legfontosabb
epimmunom molekula (epithelialis sejt eredetii molekulak, amelyek képesek az
immunsejteket iranyitani), csak bizonyos bélszakaszokban észleltek, amelynek legmagasabb
konstitutiv expressziojat a vastagbél epithelialis sejtekben (EC) detektaltak.

Ez a fehérje a dendritikus sejtek (DC) funkcidjanak torténd modulalasa révén a bélben
részt vesz a kommenzalis mikroflora tolerancidjanak kialakulasaban.

A TSLP tolerogén szerepét a kdzelmultban végzett vizsgalatok is alatamasztjak, ahol a
Crohn betegségben csokkent TSLP szinteket és megvaltozott mikrobialis Osszetételt tudtak
kimutatni. Eddig a bérben a TSLP-t csak a gyulladasos koriilmények kozott, atopias
dermatitisben (AD) és pikkelysomorben irtak le, és egyetlen ismert funkcioja a bérben a T
helper (Th) 2 polarizal6 DC-k promotalasa.

Kutatasunk elsé részében azt a kérdést tettiik fel, hogy vajon a bor fiziologiai és
mikrobidlis eltérései a kiilonb6zo borteriileteken egyiitt jarnak-e a bor immunmikodésének és
TSLP expresszidjanak topgrafiai eltéréseivel. Annak a lehetdsége, hogy a bor immunrendszer
“funkciondlis hangolasa” kiilonb6zd lehet egyes bdrrégiokban, még nem meriilt fel az
irodalomban.

Kutatdsunk masodik részében, arra kerestiik a valaszt, hogy a TSLP-termelés és az
immun-medialt bérgyulladas mas komponensei (KC funkcio, T-sejt és DC szam) mutatnak-e

eltérést gyakori R501X és 2282del4 filaggrin (FLG) mutécidé hordozé és FLG génre nézve



vad tipustu AD-ben szenved6 betegek borében.

A TSLP T helper (Th) 2 promo6tald kapacitasa jol ismert az AD bérben, de eddig az
irodalomban nem taldlhatéak olyan adatok, amelyek megkiilonboztetik és 6sszehasonlitjak a
KC-k TSLP termelését és mas velesziiletett immunfunkcidit, valamint a T sejtek és DC-k

szamat genetikai vagy szerzett FLG hidnyban szenvedd, stlyos AD betegek borében.

A TSLP fehérje, annak receptora és regulatorai

A TSLP-t el6szor egy ragesalé thymus stroma sejtvonalbol klonoztak és azonositottak,
mint egy B sejtekre hatdo novekedési faktort. A TSLP human formajanak klonozasa utan
bebizonyosodott, hogy a szekvencia homoldgiaja csak 34% az egér ortologjaval. A human
TSLP gén az 5g22.1 kromoszoman helyezkedik el az 5931 atopias citokin klaszter mellett. Ez
a négy hélixes koteget tartalmazd, rovid lancti hematopoietikus citokin erds szerkezeti és
funkcionalis homologiat mutat az IL-7-tel, melyek egymassal atfedd, de kiilonallo biologiai
profillal rendelkeznek.

A kozelmultban végzett vizsgalatok egy masodik, rovid TSLP izoformat is azonositottak.

A TSLP hossza izoformaja (korabban leirt) 159 aminosavbol all, mig a rovid TSLP-nek
megegyezik az aminosav szekvenciaja, de az els6é 96 aminosav hianyzik.
A TSLP bioldgiai aktivitasat az IL-7 receptor a-lanca és a TSLP receptor (TSLPR) altal
alkotott heterodimer receptorahoz torténé kotédésével fejti ki. A human TSLPR 6nmagaban
alacsony affinitassal koti a TSLP-t, de IL-7Ra-val nagy affinitast komplexet képezve
(dimerizacid) aktivalja a TSLP jelatviteli utvonalat. A TSLPR csak néhany sejttipusban
expresszalodik, nevezetesen DC-k, monocitdk és néhany T sejt klon. A két TSLP izoforma
rovid izoformaja antiinflammatérikus és antimikrobialis tulajdonsagokkal rendelkezik, mig a
TSLP rovid izoformaja gyulladaskeltd hatdssal bir. Eddig azonban csak néhany munkacsoport
vizsgélta a két TSLP izoformanak pontos funkciojat. Tovabbi kisérletek sziikségesek
specifikus szerepiik tisztazasahoz mind homeosztatikus, mind gyulladasos kondiciokban.

Az elmult években, mivel a TSLP szerepét szamos homeosztatikus és patoldgids
allapotban leirtak, a fehérje szerepének pontosabb megértése a kutatasok kozéppontjaba
kertilt. A TSLP kifejezédését fokozzak a Toll-like receptor (TLR) 3 ligandok, Th2 citokinek,
TSLPR vagy IL-7R és még szamos mas szabalyozo molekula befolyasolhatjak expressziojat.
Az IL-1pB és tumor nekrozis faktor (TNF-a) altal aktivalt NF-xB a TSLP génexpresszidjanak
egyik f6 pozitiv szabalyozdja, de a mitogén aktivalt protein kinaz (MAPK) utvonalon is

fokozhato expresszidja. A kettds szald RNS és poli(I:C), mint jol ismert TLR3 ligand és
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agonista, szintén képes TSLP-t indukalni az NF-xB, az interferon szabalyoz6 faktor (IRF3) és
az aktivalo fehérje (AP) -1 aktivalasanak kozvetitésével. Az IL-4 és az 1L-13 STAT6-fiiggd
modon eldsegitik a TSLP expressziot. A retinoid X receptor (RXR)-a és/vagy RXR-B dimerek
D-vitamin receptor (VDR) vagy retinoinsav receptor-y korepresszorok jelenlétében
hatékonyan gatolhatjdk a TSLP expressziojat. A glilkokortikoidok szintén negativan

szabalyozhatjak expresszidjat, valoszinlileg az AP-1 vagy az NF-xB gatlasaval.

A TSLP szerepe a thymusban

Az EC-k korpuszkularis testeit, mas néven a Hassall testeket, amelyek a thymus
medulldjanak belsejében helyezkednek el, elészor 1849-ben irta le Arthur Hill Hassall. Ezek a
struktarak jol fejlettek az emberi thymusban és "a halott thymocytak temet6jét”
reprezentaljak, emellett privilegizalt teriilet a medullaris thymocytak érleléséhez. A Hassall
testekre aktiv citokinek és novekedési faktor receptorok altal kozvetitett sejtszignaling és
sejtanyagcsere jellemz0, tobbek kozott TGF-a-t, IL-7, stromalis eredetii faktor 1, CD30 ligand
és makrofag eredetli kemokinek (MDC) tartoznak a szekretalt anyagok kozé. Ezek arra
utalnak, hogy a thymus és az antigén-prezentalo sejtek, valamint a fejlédoé T-sejtek kozott
aktiv kommunikaci6 all fenn. Ezen kiviil a human thymus EC-k expresszalnak a TSLP-t a
medullaban.

A TSLP altal aktivalt DC-k kulcsfontossagh szerepet jatszanak a regulatorikus T-sejtek
melyet a proinflammatorikus citokinek gatolnak. A CD4+CD25+ thymocytak lokalizacidja a
thymus medullajara van korlatozva, és szoros kapcsolatban allnak az aktivalt DC-LAMP
+CD86+ DC-kkel és a Hassall testekkel Ezek a megallapitasok azt sugalljak, hogy a Treg
sejtek a thymus medullaban alakulnak ki a TSLP altal aktivalt DC-kkel szoros kapcsolatban,
mely TSLP-nek a forrasa a Hassall testek epithelialis sejtjei.

Szamos transzkripcios faktor felelds a kiilonb6z6 lymphoid sejtvonalak kialakulasaért,
melyek nemcsak a korai stadiumban 1év6 T sejtek sorsat hatarozza meg, hanem donté szerepet
jatszik a differencialodas alternativ Gitvonalainak visszaszoritdsdban. Specifikus példaként az
IL-12 és IL-4, a jol ismert Thl és Th2-prométald citokinek hozhatoak fel, melyek
feliilbiralhatjadk a FOXP3 utvonalat, és aktivan gatolhatjdk a Treg sejtek fejlodését a CD4+
thymocytakbol. Bar egy egyediilalld mikrokornyezet jellemz6 a thymusra, annak pontos

természeték megismerése még varat magara.



A TSLP szerepe a gyomor-bél traktusban

A thymusszal ellentétben a bélben a TSLP kettés funkcidjat irtak le. Mig alacsony
koncentracioban a TSLP homeosztatikus szerepét mutattdk ki, a fiziologids TSLP szinttdl
nagyobb, illetve kisebb mennyiségben gyulladast keltd6 képességgel rendelkezik. Az
intesztinalis EC-k konstitutivan expresszalnak TSLP-t az alsé gasztrointesztindlis traktusban
¢és a legmagasabb szintjét a vastagbélben észlelték. A TSLP konstitutiv termelését in vitro is
kozolték human intesztinalis EC-Kben. Korabbi vizsgalatok azt sugalltak, hogy a bél
mikrobiota és az intesztinalis EC-k bazalis TSLP-termelése kozotti szoros kdlcsonhatas all
fenn, mely elésegitheti a nyalkahartyaban a DC-k toleranciajat a kommenzalis mikrobiotaval
szemben. Ezek az intesztinalis EC-k altal kondicionalt DC-k képesek fokozni OX40 ligandjuk
expresszidjat, elosegitve a T-sejtek nem-gyulladasos Th2-tipusu polarizaciojat, és csokkenteni
az IL-12 és az IL-23 heterodimer citokinek altal megosztott alegység, a p40 kifejezddését. Az
emlitett DC-k szintén képesek FOXP3+ Treg sejteket indukalni. A fenti eredmények
tamogatjdk a TSLP kulcsfontossdgi szerepét az intesztinalis immunhomeosztazis
fenntartasdban. A TSLP szerepét a bél megbetegedéseiben is leirtdk. A gyulladasos
bélbetegségek (IBD), nevezetesen a Crohn betegség (CD) és az ulcerative colitis (UC), olyan
multifaktorialis betegségek, amelyekben abnormalis immunvalasz alakul ki a bélben 1évo
kommenzalis mikrobiotaval szemben. Az UC betegek nyalkahartya -elvaltozasaiban
emelkedett TSLP szintet figyeltek meg ¢és a gyulladasos Th2 citokineket talaltak felelésnek a
magas TSLP expresszioért. Irodalmi adatok bizonyitjak, hogy a Th2 tipusu gyulladast a TSLP
elésegiti, igy egy ordogi kor kialakulasa allhat az UC pathogenezisének hatterében, a fennallo
allergias allapot eredményeként. Ezzel ellentétben, a CD-ben a vastagbél EC-k a TSLP-t
alacsonyabb mennyiségben fejezik ki, mint az egészséges kontrollok, és a CD betegekbol
szarmaz6 primer intesztinalis EC-k egyaltalan nem termelik. Kovetkezésképp, a
kommenzalisok altal aktivalt DC-ben az IL-12 felszabaduldsa nem gatolhato. Ezek hatasara
egy Th1/Th17 tipusu gyulladas jon létre, melyet az IFN-y és az IL-17 citokinek termelése
jellemez. A TSLP fontos szerepet jatszik a gyomor-bélrendszer mas szerveiben, példaul a
nyel6écsdben is. Eosinophil oesophagitisben (EoE), mely a nyeldcsé allergias betegsége,
leirtak, hogy az EC-k tulexpresszaljak a TSLP mMRNS-t és a basophilok nagyszamu
bearamlasat. Az EoE-ra jellemzd Th2 tipust gyulladds TSLP altali promdtalasat tovabb
fokozhatja a basophilek hisztamin-, Th2 citokin- és kemokintermelése. A TSLP emellett

aktivalja a DC-k érését és funkciodjat is, promodtalva a Th2 sejtek kialakulasat. Ezen kiviil a

crer



A TSLP szerepe a légutakban

Ami a TSLP szerepét illeti a légutakban, a szakirodalomban taldlhaté legtobb adat
gyulladasos jellemzdjéhez kapcsolodik, kevésbé ismertek a homeosztatikus koriilmények
kozott végzett hatdsai. Korabbi tanulméanyok kimutattdk, hogy a TSLP kulcsfontossaga
molekula az allergias 1éguti gyulladasok, példaul az asztma, az allergias rhinitis (AR) és az orr
polipozis iniciacidjaban. Habar az egészséges human horgd epithelidlis €s simaizomsejtek,
valamint a tid6 fibroblastok kis mennyiségben expresszaljak a TSLP-t, az asztmas paciensek
1éguti epithéliumaban mRNS- és fehérjeszintii kifejez6désének fokozodasat is kimutattak és
szintje korrelalt a Th2 citokinek mennyiségével és a betegség sulyossagaval. A génszintii
asszociacios vizsgalatok (GWAS) kimutattak, hogy a TSLP az asztma kialakuldsdnak erds
hajlamosité tényezdje. Hasonld eredményeket talaltak kronikus obstruktiv tiidobetegségben
(COPD) szenved6 egyénekben, mely azt sugallja, hogy a diszfunkcionalis epithelium szerepet
jatszhat a TSLP kifejez6désének fokozodasaban az asztmas betegek tiidejében. Az asthmaval
¢és az AD-vel egylitt az AR az ugynevezett "allergias triad"-ot alkotja. A GWAS vizsgalatok
kimutattak, hogy a TSLP polimorfizmusa asszociaciot mutat az AR-rel asthmas betegeknél. A
epithéliumaban a TSLP szintje magasabb, mint a kontrollokban, korrelal a betegség
sulyossagaval és az IL-4 szintjével, valamint asszocidciot mutat a Th2 tipust gyulladassal a
Th2 sejtek promotalasa és a Treg sejtek gatlasa révén.

Az orr polip6zis a felsé 1égutak egy masik gyulladdsos betegsége. A nazalis polipokban
szintén megnovekedett TSLP expresszid6 mutathatdo ki ¢és szintje korrelal az IgE
mennyiségével és az eozinofilok szamaval. Emellett a DC-k TSLPR és OX40L kifejezédése
is emelkedett expressziot mutat a nazalis polipokban.

Feltételezhetd, hogy a TSLP az "allergias triad" tagjaiban hasonl6 Gtvonalakon hat. A
TSLP hatassal van a DC-kre az OX40L expressziojanak novelésével és a Th2 kemokinek
eldsegitésehez vezet. Fontos megjegyezni, hogy a TSLP 6nmagaban nem képes inicialni egy
teljes mértékben kifejlodott allergias 1éguti betegséget, mivel idegen antigének és CD4+ T
sejtek jelenléte is sziikséges. A TSLP a légutakban valészinlileg egy nagyon jelentds

hajlamosito tényezd a koros Th2 vélaszok allergiaban valo eldsegitésére.



A TSLP szerepe a béron

Bar a TSLP mRNS kifejez0dését mar detektaltak egészséges borben, annak fehérje

crcr

Netherton-szindromaban, egy sulyos genetikai hatterii borbetegségben ismert eddig. A
vizsgélatunkig nem alltak rendelkezésre adatok a TSLP lehetséges homeosztatikus szerepérdl

a bérben.

Netherton-szindroma

A Netherton-szindroma egy autoszomalis recessziv bérbetegség, melyet a SPINKS gén
funkcidvesztéssel jardé mutacidja okoz, és az altal kodolt LEKTI szerin proteaz inhibitor
fehérje hianya kovetkeztében allandé atopias manifesztacioval jellemezhetd. A LEKTI hianya
a szerin protedzok allandé aktivalodasat okozza. Ennek hatasara a Kallikrein (KLK) 5
kozvetleniil aktivalja a proteaz aktivalt receptor-2 (PAR2) fehérjét, mely a TSLP
génexpresszio fokozodasahoz ¢és a KC-k TSLP termeléséhez vezet. A PAR2-vel
parhuzamosan a KLK7 és neutrophil elasztaz (ELA2) is aktivalodik a KLKS altal, amely
elosegiti a diszfunkcionalis bor barrier Kialakulasat. A barrier koros valtozasai kovetkeztében
a mikrobak és allergének konnyen atjuthatnak, amely az IL-1p termelédéshez vezet a kaszpaz

1 aktivalasan keresztiil, tovabb fokozva a gyulladast.

Pikkelysdmor

Egy kozelmultbeli vizsgalatban a TSLP magas expresszids szintjét talaltak
pikkelysomorben szenvedd betegek epidermiszében. Ezek az eredmények varatlanok voltak,
mivel korabban a TSLP szerepét csak a Th2 betegségek pathogenezisében irtak le, azonban
psoriasisban, a viszonylag jol ismert, Th1/Thl7 Kkarakterisztikat mutaté autoimmun
betegségben nem. Volpe és mtsai. kozolték, hogy a TSLP és az OX40 ligandok
szinergisztikusan képesek indukalni a DC-k IL-23 termelését. A szerzok tovabba azt talaltak,
hogy az IL-4, egy Th2-promotalé citokin, STAT6-fiiggetlen Gitvonalon gatolta azon DC-k IL-
23 termel6dését, melyeket elétte TSLP-vel és OX40 liganddal egyiitt kezeltek. Ezek az
eredmények azt sugalljdk, hogy a TSLP a gyulladés tipusatol fiiggéen kiilonb6z6 mddon

miikddhet és a psoriasis kezelésében felmeriilhet potencidlis terapids targetként.

Atdpias dermatitis

Az AD egy kronikus gyulladdsos borbetegség, mely gyakran tarsul mas allergids

betegségekkel és stlyos ¢életmindség romlast okoz. Genetikai és kornyezeti tényezdk kozotti



kolcsonhatasok kozosen jarulnak hozza kialakuldsdhoz. A tal reaktiv szerzett és a
szabalyozatlanul mikodd velesziiletett immunvalaszok, illetve a koérosan megvaltozott bor
barrier funkcidok egyiittesen vezetnek a betegség kialakulasdhoz. Korabbi vizsgalatok
kimutattak, hogy az AD egy alapvetéen Th2-medialt betegség, melynek kronikus fazisban a
Thl ¢és Th22 sejtek egyidejii jelenléte is megfigyelhetd. A megvaltozott adaptiv
immunfunkciok mellett szamos kutatads célozta a rendellenes velesziiletett immun- és bor
barrier mechanizmusokat is. Egyre tobb bizonyiték tamasztja ala azt a hipotézist, hogy a KC-k
fokozhatjak a gyulladasos valaszokat AD-ben citokinek és kemokinek (pl. TSLP, IL-33 ¢és

és ismert, hogy képesek CD11c+ myeloid DC-ket indukalni és ezaltal gyulladasos Th2 valaszt
eldsegiteni. Kordbbi vizsgalatok szignifikdnsan emelkedett szérum, epidermadlis €s stratum
corneum TSLP szinteket mutattak ki AD-ben a kontrollokhoz képest. Expresszidja a stratum
corneumban korrelal a betegség klinikai sulyossaggal. Az elmult évtizedben a KC-k bor
barrier zavarokban jatszott szerepe el6térbe keriilt. Az FLG egy fontos bor barrier
struktarfehérje, melyr6l korabbi vizsgalatok kimutattak, hogy a gyakori (R501X és 2282del4),
valamint a ritka (S3247X, R2447X ¢és 3702delG) FLG null mutaciok fontos hajlamosito
faktorok az AD el6idézésében. Masrészt szamos korabbi vizsgalat azt jelezte, hogy a
gyulladasos citokin- és a kemokin-mili6é hasonléan karosithatja a bor barriert silyos AD-ben,
mely szerzett FLG-veszteshez vezet, azaltal, hogy csokken az FLG és profilaggrin feldolgozo
enzimek génexpresszioja. Eddig nem mertilt fel a kérdés, hogy a genetikai vagy a szerzett bor

barrier karosodas esetén eltér-e a KC-k immunfunkcioja.

A TSLP lehetséges szerepe az egészséges borben és papulopustulosus rosaceaban

Bériink hatékony védelmet biztosit a korokozok és a fizikai-kémiai behatasok ellen,
masrészt toleralja az artalmatlan kornyezeti faktorok és a kommenzalis mikrobiomot A bor
barriernek harom kiilonb6zd rétegét irtdk le: a fizikai, a kémiai/biokémiai (antimikrobidlis,
velesziiletett immunitas) és az immunologiai barriert. A fizikai barrier els6sorban a stratum
corneumbol all, de a nuklealt epidermisz, a sejt-sejt kapcsolatok és az asszocialodo
citoszkeletalis fehérjék is hozzajarulnak ehhez a funkcidhoz. A kémiai/biokémiai barriert
lipidek, hidrolitikus enzimek, antimikrobidlis peptidek alkotjdk. Az immunologiai gat az
immunrendszer humoralis €s cellularis sszetevdibol épiil fel, mind az epidermiszben, mind a

dermiszben.



A borfeliilet ultrastruktarajanak szerves részeit képezik a verejtékmirigyek, a szortiiszok
¢s a faggyamirigyek. Ezek a fiiggelékek mélyen behatolnak a dermiszbe ezaltal, mintegy
csatornat képezve, kiilsé anyagok elérhetik a mélyebb rétegeket.

Az eccrin verejtékmirigyek szinte az egész borfeliileten egyenletesen oszlanak el és
hozzédjarulnak a hiivés, szaraz és enyhén savas kornyezet fenntartdsdhoz. Ezenkiviil
Apokrin verejtékmirigyek elsdsorban olyan helyeken talalhatok meg a borfeliileten, mint az
axilla, genitalis és perianalis teriiletek, és miikodésiiket pubertaskor kezdik el.

A faggyimirigyek elsdsorban a boér szOrds teriiletein taldlhatéak, és a szOrtliszokhoz
zsirban gazdag anyag és anoxikus, lipidgazdag kornyezetet teremt a hajon és a bor feliiletén.
A faggyl lebomlasaval szabad zsirsavak keletkeznek, melyek a sebocytabol szarmazo
cathelicidinnel, defenzinekkel és antimikrobialis hisztonokkal egyiitt a mikroorganizmusok
kolonizacidjat szabalyozzak.

Az apokrin verejtékmirigyek és faggyamirigyek stirlisége alapjan haromféle borteriiletet
kiilonboztetiink meg: zsiros, nedves és szaraz teriiletek. A nedves teriiletek, mint az axilla,
stiri hajnovekedést timogathatnak, a zsiros teriiletek tobb faggyut termelnek, mint példaul az
arc ¢és a hat. A legszarazabb helyek kozé tartozik az alkar és a kézfej. A bér mikrobialis
kozossége figyelemre méltd kiilonbségeket mutat a zsiros, szaraz és nedves teriileteken,
Mivel a bor mikrobiotaja kolcsondsen kapcsolatot mutat a bdér immunrendszerével,
feltételezhetdek a topografiailag kiilonbozo egészséges borteriiletek lehetséges immunologiai
eltérései, hasonloan a bélhez, ahol a mikrobiota fontos szerepet jatszik a szdveti
homeosztazisban és a helyi immunitasban. A szakirodalmi adatok szerint az egészséges
borben kimutathatd TSLP mRNS expresszids van, azonban a fehérje kifejez6dését és pontos
szerepét még nem vizsgaltak részletesen.

A fenti vizsgélatok eredményei alapjan azt a kérdést tettiik fel, hogy a topografiai
szempontbol kiilonbozé borfeliiletek vajon eltéré immunkarakterisztikaval rendelkeznek-e. A
kérdéseink megvalaszolasahoz egészséges, faggyumirigy gazdag (SGR) és faggyumirigyben
szegény (SGP) borteriiletek és e két borteriiletre kizarolagosan lokalizalodo két gyulladasos
borbetegség (AD ¢és Papulopustular rosacea [PPR]) immunmilidjét hasonlitottuk dssze.

A PPR egy Thl/Thl7-medialt gyulladasos borbetegség, amely kizardlag az SGR
borteriiletekre lokalizalodik. A PPR bérben a TLR2 ¢és a NALP3 upreguléciojat,

megnovekedett protedz aktivitast és LL-37 mMRNS- és protein expressziot barmilyen fert6zé
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vagy veszélyes trigger jelenléte nélkiil. Az irodalom szerint, bar a jol ismert rosacea triggerek
normal koriilmények kozott nem aktivaljak a TLR-eket vagy NLR-eket, a csokkent tolerancia
magyarazhatja a megnovekedett érzé¢kenységét a bornek ¢és a rosaceaval kapcsolatba hozhatd,
egyébként artalmatlan agensek altal kivaltott gyulladdsos folyamatok elinditasat. A
vizsgalatunkig a TSLP lehetséges szerepére a PPR pathogenezisének hatterében nem dertilt
fény.

A TSLP egyéb ismert szerepei

A TSLP kifejezédését leirtadk kronikus allergids keratoconjunctivitisben szenvedd
betegeknél a conjunctivalis EC-kben, szaruhartya EC-kben és a corneoscleralis szovetekben.
A TSLP kimutathaté az emberi anyatejben is. Szerepe és lehetséges hozzajarulasa a gyomor-
bél traktus allergids kondicidinak kialakuldséhoz a magzatban jelenleg nem ismert. Egy
nemrégiben leirt tanulmany kimutatta a TSLP lehetséges szerepét az anya és magzat kozti
toleranciaban is. Egyre tobb publikaci6 veti fel a TSLP autoimmun betegségekben jatszott
jelentdségét, de pontos szerepe a pathofiziologidjukban még nem tisztazott. Jelenleg a
rheumatoid arthritis az egyetlen autoimmun betegség, ahol a TSLP kozvetlen szerepe
bizonyitott. A betegek szinovialis folyadékaban ¢és fibroblastjaiban fokozott TSLP és TNF-a
termelést irtak le. A fent emlitett homeosztatikus és gyulladasos kondicidkban bizonyitott
funkcidja mellett a TSLP kulcsszerepld a kiilonbozé fertézésekre adott valaszokban is. A
Trichuris fonalféreggel valo fert6zésnek Kitett nagy intesztinalis EC-k igen gyorsan fokozzak
TSLP mRNS-expressziojukat, azt sugallva, hogy a kommenzalis mikrobidta Gsszetétel
valtozasa érzékelheté a gyomor-bél traktusban az EC-k altal. Salmonella typhimurium
fert6zésre adott valaszként az EC-k nagy mennyiségii TSLP-t termelnek, de a kisérletekben a
TSLP csak egy sziik koncentracid tartomany volt képes gatolni az IL-12-felszabadulést és
elosegiteni a nem gyulladasos Th2 immunvalaszt. A Helicobacter pylori-val fert6zott
follikularis gastritisben a TSLP fehérje termelését a nyalkahartya 1éziokban irtak le. Szintén
kimutattak, hogy a KC-k és a légiti EC-k virusfertézésekre reagalva fokozzak TSLP
expresszidjukat, de a TSLP pontos szerepe eddig nem ismert. A TSLP-nek a tumorok
kialakuldsédban nyujtott Szerepe szintén a kozelmultban kozolték. A TSLP erdsen kifejezddik
kiilonb6zé tumoros megbetegedésekben és melandma, valamint mellrdk sejtvonalakban. A
TSLP ezen tumorokban intratumoralis Th2 polarizaciot promoétal, mely a tumorok
novekedéshez vezet. A hasnyalmirigy tumorokat szintén sszefiiggésbe hoztak a TSLP-vel, az
emlérakhoz hasonldan, jelentds Th2 infiltraciot irtak le. Daganat-asszocialt fibroblastok TNF-
a ¢S IL-1B jelenlétében képesek TSLP-t szekretalni, ami a DC-ken fokozza a TSLPR
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kifejez6dését, lehetové téve nekik a Th2-polarizald képesség elérését. Bor T sejtes
lymphomakban szenved6 betegek szérumaban szintén emelkedett mennyiségii TSLP szinteket
detektaltak. A Treg sejtek emellett emelkedett szamban voltak jelen a tumorokban és a beteg
periférias vérében, mely megmagyarazhatja, hogy a tumorsejtek hogyan tudjak Kikeriilni a
gazdaszervezet immunrendszerét. Tiidétumorok szovetében a TSLP expresszidja korrelalt a

Treg sejtek szamaval.

CELKITUZES

Jol ismert, hogy a TSLP kiemelkedd fontossagu szereppel bir mind homeosztatikus, mind
gyulladdsos kondiciokban bizonyos szervekben, azonban a bdrben csak gyulladésos
funkcigjat irtdk le részletesen. A kérdés, hogy a TSLP, illetve az immunaktivicié egyéb
komponensei kiilonboznek-e topografiailag eltérd egészséges borteriileteken, mely
magyarazhatnd bizonyos gyulladdsos borbetegségek, mint az AD és a PPR, karakterisztikus

lokalizacigjat, eddig nem meriilt fel.

Célunk volt:

e a faggyumirigyben szegény (SGP) és faggyumirigyben gazdag (SGR) egészséges
borrégiok immunmilidjének Osszehasonlitdsa, a TSLP mennyiségének, az
immunsejtek szamanak, a citokinmilionek, illetve a transzkripcids faktoroknak a
vizsgalataval.

e SGR-specifikus faktorok, mint a kitin és a szébum komponensek, TSLP
expresszidjara gyakorolt hatasanak vizsgalata.

e annak detektaldsa, hogy az SGP, illetve SGR bdrre jellemzd specidlis immunmilid
milyen modon valtozik meg olyan bdrbetegségekben, melyek kizarolag SGP vagy
SGR borrégiokra lokalizalodik (AD és PPR).

e annak meghatarozéasa, hogy az immun-medialt bérgyulladds (TSLP szint, mas KC
funkcidk ¢és immunsejtek szama) mutat-e kiilonbségeket sulyos tiinetekkel
rendelkezd, genetikai, illetve szerzett filaggrin hianyban szenveddé AD betegek

borében.
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ANYAGOK ES MODSZEREK

Betegek és egészséges kontrollok

Bér punch biopszidkat (0.5-1 cm?) beteg és egészséges egyének bérébsl nyertiink.
Minden bevont egyén aldirta a Helsinki Deklaracid nyilatkozatanak megfeleld, irdsos
beleegyezd nyilatkozatot. Kisérleteink a Debreceni Egyetem Etikai Bizottsaganak
engedélyével lettek elvégezve. Minden nyert biopsziat két részre vagtuk. Egyik feliiket,
immunhisztokémiai (IHC) festésekhez, formalin-fixaltuk és paraffinba agyaztuk; masik
feliikket kvantitativ real-time PCR analizishez -70°C-on RNA Later-ben (Qiagen, Hilden,
Németorszag) taroltuk RNS izolalasig. Kisérleteink elsé részében 18 egészséges kontroll (8
SGP teriiletrdl és 10 SGR teriiletrdl), 8 AD és 10 PPR beteg boérébdl (érintett teriiletekrol)
nyertiink biopsziat. Kisérleteink masodik részében sulyos, extrinsic tipusi AD-ban (magas
szérum totdl és allergén-specifikus IgE szintek és pozitiv Prick teszt) szenvedd betegek és
egészséges kontrollok voltak bevonva. Az AD betegeknek nem volt mas bdrbetegsége a
vizsgalatkor és nem hasznalt egy napja hidratalét, 3 napja helyi kortikoszteroidot és 28 napja
szisztémas immunszupresszanst. Az AD stlyossaganak detektalasa OSCORAD-dal, illetve a
biopszidkbdl meghatarozott epidermisz vastagsaggal (ET) és Ki67 expresszioval tortént. A
FLG genotipusuk alapjan két csoportot képeztiink: sulyos tiinetekkel rendelkezd betegek FLG
mutacioval (n=12 [2282del4, R501X]) és stlyos tiinetekkel rendelkezé betegek FLG mutacio
nélkil (Wt, n = 12). Mind a 24 betegtdl biopsziat nyertiink

Immunhisztokémia, haematoxylin és eosin és May—Griinwald—Giemsa festések

Az IHC analizishez a paraffinba agyazott mintdkat tartalmazd metszeteket
deparaffinaltuk. Héindukalt antigén feltdras utan a mintdkat 10 percig H,O,-dal elékezeltiik.
A mintak festéséhez a kovetkez6 anti-human primer antitesteket (Ab) hasznaltuk.: TSLP (Ab
1, Abcam; Ab 2 and 3, R&D Systems), CD3 (Bioss), CD4 (Abcam), CD11c (Abcam), CDla
(Abcam), CD163 (Enzo), CD83 (Abcam), TARC (R&D Systems), IL-10 (Covalab), 1L-13
(Bioss), IL17A (Covalab), IFN-y (Covalab), FLG (Abcam), Ki67 (Sigma-Aldrich), 1L-33
(Abcam) és CCL27 (Sigma-Aldrich). Ezt kovetden a kovetkezd HRP-konjugalt masodlagos
antitesteket alkalmaztuk: anti-mouse/rabbit (Dako), anti-sheep és anti-goat (R&D Systems).
Az antitestekkel torténd inkubalasok eldtt és utan 3 alkalommal, 5 percig mostuk a mintékat.
Az alkalmazott szubsztratok: Vector VIP Kit (VECTOR Laboratories) vagy 3,3’-
Diaminobenzidine (DAB) (Dako) voltak. Végill a metszeteket metilzolddel vagy
haematoxylinnal hattérfestettiik, dehidraltuk, majd fedélemezzel fedtiik. A bOrmintdkon a

haematoxylin és eosin (H&E) és a May—Griinwald—-Giemsa (MGG) rutin festéseket is
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elvégeztik.

Whole-slide imaging

A metszetek digitalizalasahoz egy Zeiss sima-apokromatikus objektivvel és egy Hitachi
3CCD progressziv scan color kameraval rendelkez6 Pannoramic SCAN digitalis metszet
szkennert hasznaltunk. Az immunfestések kiértékelését a Pannoramic Viewer 1.15.2 szoftver
(3DHistech) HistoQuant ¢s NuclearQuant applikacioival végeztik. A vizsgalni kivant
teriileteket (Regions of interest (ROI)) (n=20/slide) kivalasztottuk, majd az Osszteriiletet
(Field area [FA (mm?)]) és a maszkolt teriiletet (Mask area [MA (mm?)]) mérte a szoftver. Az
FA mutatja a ROI-k oOsszteriiletét és az MA reprezentalja a pozitiv teriiletet. Az MA/FA
értékeket minden ROI-ra kiszamoltuk. Az epidermisz vastagsagot az AD mintakban a egyes
FA-k ¢és a hozzajuk tartozd epidermisz hosszdnak hényadosainak atlagaként szamoltuk. Az
egyes fehérjék mennyisége két fliggetlen vizsgald altal a Pannoramic Viewer szoftver

segitségével lett megallapitva.

Stratum corneum mintik és TSLP immuncitokémia

A stratum corneum mintakat tape-stripping technikaval gyujtottiik. Az analizisig a
mintdkat —20°C-on taroltuk. A mintdkat tartalmazé ragasztészalagokat szilanizalt
targylemezre (Sigma-Aldrich) ragasztottuk, majd egy €jszakan keresztiil n-hexanban (Sigma-
Aldrich) inkubaltuk. Masnap a mintakat jéghideg acetonban 10 percig fixaltuk, majd 1.0%
bovine szérum albuminnal blokkoltuk. PBS-sel torténd mosas utdn a mintakat egy éjszakan
keresztiil 4°C-on anti-human TSLP antitesttel (Ab 1) inkubaltuk. Masodlagos antitestként
Alexa-Fluor®-488-konjugalt anti-rabbit 1gG-t (Life Technologies) alkalmaztunk 2 oOras
inkubalassal, szobahémérsékleten, fénytél védve. A fedést kdvetden a mintakat fluoreszcens
mikroszkoppal figyeltik meg. A fluoreszcens képek elkészitését kovetéen a TSLP

mennyiségét a fluoreszcens intenzitas és a teriilet hanyadosaként hataroztuk meg.

Kisérletek sejtkulturakon

A HaCaT KC-kat 12-well plétben, 50 000 sejt/well szamban tenyésztettik DMEM-ben,
mig el nem érték a 80% konfluenciat, majd RT-PCR és citokin ELISA modszerekhez
hasznaltuk. A sejtek kezelése 6 vagy 24 oran keresztiil tortént a kovetkezd anyagokkal:
Sebomed SZ95 feliiluszoval vagy nélkiile, kitin, szabad zsirsavak (FFAS) (szkvalén,
palmitinsav, sztearinsav, olajsav és linolsav. Az NHEK sejteket a HaCaT-okhoz hasonléan
tenyésztettik EpiLife® médiumban, mig el nem érték a prekonfluens (70-80%), illetve a
posztkonfluens 4allapotot, majd RT-PCR és citokin ELISA moédszerekhez hasznaltuk. A
sejteket a mar emlitett 6 vagy 24 oras kezeléseknek tettik ki. A human SZ95 sebocytakat
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80%-os konfluencia eléréséig Sebomed médiumban tenyésztettiik. A feliiloszok begylijtése €s
0,2 um-es filteren torténd atsziirése eldtt a sejteket EGF nélkiili médiumban tartottuk 24 6ran

keresztiil.

Enzyme-linked immunosorbent assay
A feliiliszokban talalhaté TSLP koncentraciok meghatarozasa triplikatumokban anti-

human TSLP Quantikine® ELISA (R&D Systems) segitségével tortént.

RNS izolalas és cDNS szintézis

A mintak Tri reagensben (Sigma-Aldrich) Tissue Lyser (Qiagen) segitségével elvégezett
homogenizalasa utan total RNS-t izolaltunk a boérmintakbol, illetve a HaCaT és NHEK
sejtekbdl, majd DNase | (Applied Biosystems) kezelést végeztiink a gyartd elirasa szerint.
Agilent 2100 bioanalyzer (Agilent Technologies) hasznalataval allapitottuk meg. Az RT-
PCR-hoz, a ¢cDNS szintézise az izolalt RNS-bdl a High Capacity cDNA Archive Kit (Life

Technologies) alkalmazéaséaval tortént.

Kvantitativ real-time PCR

Az RT-PCR analiziseket triplikatumokban eldre tervezett MGB assay-k (mind az Applied
Biosystems-t6l) segitségével végeztiik. A TagMan génexpresszios assay-ket hasznaltunk a
PPIA, total TSLP, CD80, CD83, CD86, LAMP3, IL-13, IL-10, IL-17, IFN-y, TBX21,
GATA3, RORC, FOXP3, CCR4, CCRS8, IL-33 és CCL27 mRNA szintek detektalasahoz
(mind a ThermoFisher-t61). A méréseket egy ABI PRISM® 7000 Sequence Detection System

-AN
2 Ct

nevl rendszerrel végeztiik. A relativ mRNA szinteket a modszerrel normalizaltuk a

PPIA expresszidjara.

Filaggrin genotipizalas

Az R501X ¢és 2282del4 FLG mutacidk analizisét végeztiik el AD betegekben. A vériik
mononuklearis sejtjeibdl GenElute Blood Genomic DNA Kit-tel (Sigma-Aldrich) DNS-t
izolaltunk, majd azt PCR amplifikdcionak vetettiik ala, hogy genotipizaljuk a két mutaciot. A
PCR termékeket QIAquick PCR purification Kit (Qiagen) segitségével megtisztitottuk, majd a

bidirekcionalis szekvenalas egy ABI Prism 3100 automata szekvenatorral tortént.

A transzepidermalis vizvesztés és pH mérése
A méréseket standardizalt laboratériumi koriilmények kozott végeztik 22-25°C-on és
40-60%-0s paratartalom mellett. A bevont egyének 5 percig alkalmazkodhattak a

koriilményekhez a mérés elott. A transzepidermalis vizvesztést (TEWL) célzdo méréseket
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(g/hm?) a Tewameter TM300 (Courage and Khazaka) eszkdzzel az egészséges egyének
alkarjanak hajlito felszinén és arcan végeztiikk (n=50). A mérések triplikatumokban torténtek
és egy mérés 30 s-ig tartott. A bér pH-janak detektalasahoz pH 905 (Courage and Khazaka)

eszkozt alkalmaztunk az emlitett teriileteken (n=50).

Statisztikai analizis

A statisztikai analizist GraphPad Prism 5 szoftverrel végeztiik (GraphPad Software Inc.,
San Diego, CA, USA). Az egyes csoportok kozotti kiillonbségek meghatarozasahoz ANOVA
(one-way analysis of variance) tesztet és Newman-Keuls poszt tesztet alkalmaztunk. Az
adatokat atlag + SEM értékekkel abrazoltuk. A P < 0.05 értékeket vettikk statisztikailag
szignifikansnak (*p<0.05; **p<0.01; ***p<0.001). A korrelacios analizisek esetében Pearson
r tesztet hasznaltunk. Két csoport 6sszehasonlitasa esetén a two-tailed P<0.05 értékeket vettiik

statisztikailag szignifikansnak (*p<0.05, **p<0.01).

EREDMENYEK

A TSLP fehérje konstitutivan kifejezodik az egészséges SGR borteriileteken, de szinte
teljesen hianyzik az egészséges SGP régiokbol

A TSLP fehérje topografiailag kiilonbozd bdrteriileteken torténd kimutatdsahoz
faggytmirigyben szegény (SGP, szaraz teriileteket reprezentald) és a faggyumirigyben gazdag
(SGR, seborrheikus teriileteket reprezentald) egészséges bérmintakat hasznaltunk. A sulyos
AD mintakban a TSLP detektalasat, mint pozitiv kontroll végeztiik el. Az immunhisztokémial
(IHC) festés megerdsitésére harom kiilonb6z6 antitestet (Ab) alkalmaztunk a TSLP ellen. Az
AD mintdkban az epidermisz granularis és cornealis rétegeiben erds TSLP pozitivitast

észleltlink, mig az epidermisz bazalis és szuprabazalis rétegeiben nem volt kimutathato.

Az 0sszes SGR borbiopszidban magas TSLP expressziot mutattak az epidermalis
keratinocytak (KC) mindharom anti-TSLP Ab-vel valo detektalassal, féleg a fels6 epidermalis
rétegekben €s a faggyumirigyek sebocytaiban. Ezzel szemben az SGP mintdkban a TSLP
szinte teljesen hianyzott. Fontos megjegyezni, hogy a TSLP festés erdssége (a Pannoramic
Viewer szoftver értékelése alapjan) szignifikdnsan magasabb volt az SGR boérben az SGP

boérhoz képest.

Azonban a TSLP expresszidja SGR bdrben szignifikdnsan alacsonyabb volt, mint az AD
bérében. A TSLP fehérje szintjét a szérum corneumban is mértiik immuncitokémiai

modszerrel, és szintje szignifikansan emelkedett volt az SGR bérben az SGP borhoz képest,
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de nem éri el az AD bérben talalt szintet. Erdekes modon az RT-PCR analizis kimutatta, hogy

kozel azonos total TSLP mRNS expresszio volt minden bortipusban (SGR, SGP és AD bor).

A linolsav TSLP expressziot indukal keratinocytakban

A szébumtartalom, a kommenzalis mikrobiotak osszetétele €s az UV sugarzas kiilonb6zo

modon befolyasolhatja az SGR és az SGP borrégiokat, ezért ezeknek a tényezdknek a hatasat
a TSLP termelésre a HaCaT és NHEK sejtekben RT-PCR és ELISA segitségével elemeztiik.
Mivel hasonld TSLP fehérje szinteket észleltiink a hajas fejboron (UV-tdl védett) és arc (UV-
expozicionak Kitett) biopsziakban, nem vizsgaltuk tovabb az UV hatasat.
A kitin és a faggya hatidsanak tanulményozéasidra a HaCaT sejteket kitinnel, human SZ95
sebocytak feliiluszojaval és a faggyu kiilonbozo lipidkomponenseivel kezeltiik. A kitin és az
SZ95 feliilusz6 nem tudott szignifikdns TSLP mRNS indukciot kivéltani a kezelése utan. A
hasznalt lipidkomponensek koziil a palmitinsav, olajsav ¢és linolsav fokozta a TSLP
génexpressziojat, de csak a linolsav emelte szignifikansan. Tovabba kimutattuk, hogy a
linolsav koncentracio-fiiggé modon indukalja a TSLP mRNS expresszidjat, a maximalis és
szignifikansan magasabb szintjét elérve 150 pM-nal.

A bazalis TSLP fehérje szinteket azonban a fent emlitett faktorok egyikével sem tudtuk
novelni a sejtekben. Mivel a szébumdosszetevok kiemelkedden befolyasoltdk a TSLP
expressziot a HaCaT sejtekben, ezeket a kisérleteket NHEK-ekben is megismételtiik, €s a
HaCaT-oknal kapottakhoz hasonléan a linolsav doézisfiiggéen ndvelte a TSLP mRNS
ELISA-val. Korabban az AD bdérben leirtak, hogy a barrier karosodasa a KC-k TSLP
termeléséhez is vezethet, ezért a bor barrier funkcidit reprezentadld TEWL és pH értékeket is
meghataroztuk SGP és SGR borteriileteken. Mivel e faktorok tekintetében nem talaltunk
kiilonbséget, gy gondoljuk, hogy a barrier kdrosodas nem tehetd feleldssé a két region eltérd

TSLP kifejezodéséért.

Az SGR bér emelkedett szamu, de alacsony aktivitisi DC-kkel jellemezheté az SGP
borhoz képest

Az SGR bér szignifikdnsan nagyobb TSLP-tartalma azt sugallja, hogy mas
immunjellegzetességekben is kiillonbségeket mutathat a két egészséges borrégio. Mivel a DC-
k az elsédleges target sejtjei a TSLP-nek, a CD11ct dermalis myeloid DC-ket és a CDla+
Langerhans sejteket (LC) immunfestettiik és kvantifikaltuk. Az IHC-val nem talaltunk
szignifikans kiilonbséget az SGP és SGR teriiletek kozott az LC szamok tekintetében. Ezzel

szemben a CD11c+ DC-kK szignifikansan nagyobb szamban voltak jelen az SGR teriileteken és
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ezen sejtek tObbsége a faggyumirigyek €s mirigykivezetok kornyezetében lokalizalodott. Az
AD bodrben az SGR-hez képest nagyobb DC szamot detektaltunk és a DC-k diffizan
helyezkedtek el a dermiszben.

Hogy a DC-k jellegzetességeit tovabb vizsgaljuk, azok klasszikus érési/aktivacios
markereinek, a CD80, a CD83, a CD86 ¢s a DC-LAMP receptorok mRNS kifejezddését is
vizsgaltuk. Mivel a TSLP klasszikus proinflammatorikus hatasa a Th2-polarizaldo DC-k
indukalasa allergias betegségekben, vizsgaltuk a TARC [kemokin (C-C motif) ligand 17], egy
AD-specifikus, DC-k altal termelt kemokin, illetve a CD83 fehérjék kifejez6dését IHC-val.
Bar a CDS83 pozitiv sejtek jelenléte és a CD80, CD83, CD86 és LAMP3 génexpresszidja
nagyobb volt SGR bérben, mint az SGP-ben, az eltérések nem voltak szignifikansak. AD-ban
szignifikansan nagyobb CD83+ DC jelenlétet detektaltunk. A TARC egyaltalan nem volt

jelen egészséges az borrégidkban, mig AD-ban nagy mennyiségben kimutathat6 volt.

Az SGR bér emelkedett szamu T sejttel és nem gyulladasos IL-10/IL-17 citokin milidvel
jellemezheto az SGP borhoz képest

Kovetkez6 1épésiink a CD3+ és a CD4+ T sejtek immunfestése volt. Ezen sejtek
mennyisége szignifikansan nagyobb volt az SGR bdrben, mint az SGP-ben. A T sejtek
lokalizécioja hasonld volt, mint a DC-k esetében, és nagy tobbségiiket, mint Th sejt
detektaltuk. Majd az egyes Th alcsoportok jellegzetes citokinjeit [IL-10: regulatorikus T sejt
(Treg); IL-13: Th2; IL-17: Th17 és interferon-y (IFN-y): Thl] vizsgaltuk THC-vel. IL-13+ és
IFN-y+ sejtek egyaltalan nem voltak jelen a két egészséges borrégioban. Az IL-10+ és IL-17+
sejtek nagyon alacsony szamban vagy egyaltalan nem voltak detektalhatdbak SGP borben, mig
jelentds szamu és szignifikansan tobb sejt volt jelen az SGR bdérben. Az emlitett citokinek
RT-PCR analizise teljesen hasonldo mintazatot mutatott, mint azt fehérjeszinten detektaltuk.
Az SGP boérben a citokintartalom tehat igen alacsony, szemben az SGR boér jellegzetes IL-
17/IL-10 citokin miligjével.

Ezt kdvetden az egyes Th alcsoportok jellegzetes transzkripcios faktorok génexpresszidjat
hasonlitottuk Gssze. A T-bet, mely a gyulladasos Th17 [Th17(23)] és a Thl sejtvalaszokat
kozvetiti és a GATAS3, mely a Th2 sejtvalaszokat kozvetiti, hasonl6 mRNS szinteket mutatott
SGP és SGR bérben. Ezzel szemben a RORyt, mely a nem gyulladasos Th17 [Th17(B)] és a
Th17(23) sejtvalaszokat kozvetiti, és a Treg-ekre jellemz6 FOXP3 jelentésen magasabb
génexpressziot mutatott SGR bdérben az SGP-hez viszonyitva. A CCR4 és CCRS, tipikus Treg
homing receptorok, mRNS-ek kifejezddését szintén nagyobbnak detektaltuk az SGR bérben.
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A makrofagok, neutrophilek, eosinophilek és hizosejtek szama hasonlé az SGR és SGP
régiokban

Annak megallapitasara, hogy a makrofagok, neutrofilek, eozinofilok és hizosejtek szama
kiilonbozik-e az SGP és SGR bérrégiokon, anti-CD163 és May-Griinwald-Giemsa (MGG)
festést végeztink. Az SGR és az SGP borfeliilletek kozott nem taldltunk szignifikéns
kiilonbséget a fenti sejtszamokban, bar a CD163 + makrofagok nagyobb mennyiségben voltak
jelen SGR bérben. Sem a neutrophilek, sem az eosinophilek nem voltak detektalhatoak az
egészséges borteriileteken, mig a hizosejteket kis szdmban megtaldlhatoak voltak mindkét
régioban.

A papulopustulosus rosacea szignifikansan csokkent TSLP szinttel, emelkedett DC
aktivitassal és szammal, robusztus T sejt és velesziiletett immunsejt bearamlassal és
gyulladasos IL-17/IFN-y citokinprofillal jellemezheté

Hogy megvizsgaljuk az SGR bor karakterisztikus immunmilidjének megvaltozasat egy
gyulladasos betegségben, mely jellegzetesen ezen a région lokalizalodik, papulopustulosus
rosaceas (PPR) mintdk analizisét is elvégeztiik. Szignifikansan kevesebb epidermadlis és
stratum corneum TSLP fehérjeszinteket detektaltunk PPR mintdkban az SGR-hez képest. Az
IHC képek a TSLP szakaszos eltinését mutattak a PPR epidermiszben. A TSLP
génexpresszios tekintetében nem mutatott kiilonbséget. Az infiltralodé CD11c+ DC-k, CD3+
¢s CD4+ T sejtek szignifikansan nagyobb szamban, diffizan voltak jelen a PPR mintakban, az
SGR-hez viszonyitva. A DC-k CD80, CD83, DC-LAMP ¢és CD86 aktivacios/érési
markereinek mRNS expresszidja szintén szignifikdnsan nagyobb volt, mint az SGR bérben. A
szignifikdnsan nagyobb CD83+ DC jelenlét mellett TARC pozitivitas gyakorlatilag nem volt
detektalhaté a PPR mintdkban. A LC sejtek szaméaban nem detektaltunk kiilonbséget az SGR
¢s PPR mintdk kozott. A makrofagok, neutrofilek és hizosejtek jelenléte szignifikansan
nagyobb volt a PPR-ben, mig eosinophilek nem voltak jelen egyik vizsgalt bérben sem.

A PPR bérmintak citokinmilidjének karakterizalasat is elvégeztik. A jelentdsen
megnovekedett szamu IL-10+ ¢és IL-17+ sejtek kimutatdsa mellett egy robosztus IFN-y
jelenlétet is detektaltunk a PPR mintakban az SGR-hez viszonyitva, mig IL-13+ sejtek nem
voltak jelen. A citokinek mRNS szintjei megfeleltek azok fehérjeszintjeinek. A TBX21,
FOXP3, CCR4 ¢és CCRS szignifikansan nagyobb génexpressziot mutatott, mig a RORC és a
GATA3 mRNS szintjei alacsonyabbak voltak PPR-ben, mint az SGR-ben.

Mivel a PPR-ben 1évé borgyulladas 6 jellegzetességei a csokkent TSLP szint, az

emelkedett DC és T sejt szam, illetve a robusztus IFN-y jelenlét voltak, ezeket a faktorokat
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egymassal korrelaltattuk és inverz korrelaciot talaltunk a DC-k szdma és a TSLP mennyisége

kozott.

Stulyos, vad tipusu és silyos, FLG mutans AD betegek sulyossagi markereinek
detektalasa

A két AD csoport Osszehasonlitdsdhoz a szovettani sulyossagi markerek (ET és Ki67)
mennyiségi meghatarozasat végeztiik el, a paraméterek szintjében nem talaltunk kiilonbséget a
filaggrin mutans és a vad tipusa AD csoport kozott, azonban a kontrollok ET és a Ki67
expresszios szintjeivel 6sszehasonlitva szignifikansan magasabb volt mindkét AD csoportban.

Ezek az adatok az AD betegek majdnem azonos klinikai stilyossaganak feleltek meg.

A KC-k altal termelt citokinek, kemokinek és FLG IHC analizise silyos, vad tipusu és
sulyos, FLG mutans AD betegek bérében

Az FLG-vesztés kimutatasara a betegek borében a FLG immunfestését végeztiik el. Nem
volt kiilonbség a FLG szintje kozott a két betegcsoport bérében, és a fehérje szintje
szignifikdnsan alacsonyabb volt a kontrollokéhoz képest. Az AD bérben az FLG mérsékelten
¢észlelhetd volt enyhe pozitivitassal, ezzel szemben az FLG folyamatosan, erésen
expresszalodott a normal bdr granularis rétegében.

A KC-eredetii proinflammatorikus citokinek (TSLP, IL-33 és a CCL27 kemokin)
mennyiségi meghatarozasat szintén elvégeztiik. Ezeknek a gyulladaskeltd molekuldknak a
szintje szignifikansan magasabb volt az AD betegek bérében, mint a kontroll csoportban, de a
két AD csoport kdzott nem volt kiilonbség. Fontos megjegyezni, hogy a TSLP kis mértékben
vagy egyaltalan nem volt észlelhet6 a kontroll bérben. Az AD bérokben erds 1L-33 nuklearis
pozitivitast figyeltiink meg. Az egészséges borben mérsékelten expresszalodott. A két AD
csoport hasonld mennyiségben fejezte ki az IL-3-at. A CCL27 egészséges bdrben is
kimutathat6 volt, de szignifikdnsan magasabb volt az AD csoportokban. Mindharom vizsgalt
paraméter tekintetében nem volt szignifikans kiilonbség a két AD csoport kozotti mRNS
szintekben. Az egészséges kontrollcsoport és az AD csoportok 6sszehasonlitasaval csak az IL-

33 mRNS szintekkel kapcsolatban talaltunk kiilonbséget.

T sejtek és DC-k vizsgalata sulyos, vad tipusu és silyos, FLG mutians AD betegek
borében

A CD3 + T sejteket és a CD11c + DC-ket szintén immunfestettiik. A T-sejtek és a DC-k
szama szignifikansan magasabb volt az AD betegek borében az egészséges kontrollok boréhez

képest, de nem mutatott kiilonbséget a két AD csoport bérmintai kozott.
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A szovettani sulyossagi markerek és a KC-eredetii citokinek és kemokinek, illetve a T
sejt és a DC szamok kozotti osszefiiggések

Mivel a két AD csoport kozott nem taldltunk kiilonbséget a mért paraméterek
tekintetében, az AD betegek Osszes adatait egybegyiijtottiik, és az immunsejtek szamat,
valamint a KC-eredetii citokinek és kemokinek szintjét korrelaltuk az ET, a Ki67 és a FLG
tartalom szintjeivel. Statisztikailag szignifikans korrelaciot talaltunk a Ki67 és a TSLP szint
kozott, a Ki67 és a CCL27 szint kozott, az ET és az IL-33 szint kozott, valamint az ET és a
CD3 + sejtek szama kozott. Korrelaciokat nem figyeltink meg a szoévettani Sulyossagi
markerek és a DC szamok kozott, valamint az FLG-szintek és a stilyossagi markerek, illetve a

T-sejtek és DC szamok, valamint az OSCORAD ¢s a vizsgalt paraméterek kozott.

MEGBESZELES

A bér mikrobialis kozossége figyelemre mélto kiilonbségeket mutat a zsiros, széraz és
Mivel a boér mikrobiotaja kolcsondsen kapcsolatot mutat a boér immunrendszerével,
feltételezhetd a topografiailag eltérd, egészséges borteriiletek lehetséges immunoldgiai
kiilonbségei feltételezhetéek, de nem feltartak. A bélnyalkahartya immunoldgiai aktivitasanak
korabbi vizsgalatai arra utalnak, hogy eltéré bélszakaszokban a TSLP jelenléte eltérd, ezért a
vizsgalatunkban elséként a TSLP-t, a KC-k fontos citokinjét vizsgaltuk. Konstitutiv TSLP
fehérje expressziot észleltiink egészséges, SGR bdrteriileteken; ezzel szemben az egészséges,
SGP teriileteken a TSLP gyakorlatilag nem volt jelen. Bar a TSLP mRNS expresszidjat mar
kimutattak egészséges borben, fehérjeszinten csak a gyulladt epidermiszben irtak le eddig. A
korabbi publikaciok ¢és a jelenlegi tanulmany kozotti ellentmondasos adatok azzal
magyarazhatok, hogy a tobbi kutatdsban valosziniileg egészséges SGP bort és nem SGR
mintakat alkalmaztak az AD vagy a psoriasis kontrolljaként. Bar a TSLP fehérje expresszioja
jelentds kiilonbségeket mutatott az egészséges SGP és SGR bor kozott, az §sszes mintadban
hasonloak voltak a TSLP mRNS szintek.

A TSLP fehérje és mRNS expresszidja kozotti eltérés a KC differenciacio soran fellépd
fontos, de jelenleg ismeretlen poszttranszkripcidos moddositdsokkal magyardzhatdé meg.
Bogiatzi és mtsai. bazalis TSLP mRNS mutattak ki tenyésztett KC-kban, fehérjeszinten
azonban nem tudtak detektalni, raadasul a bazalis MRNS expressziot nem tudtdk fokozni
proallergias citokinek jelenlétében. Masrészt, amikor a KC-k differencidlodasat megdrzd
bérmodellt hasznaltak, a TSLP fehérjét is képesek voltak mérni citokin inkubdcié utan. A

poszttranszkripcios modositasok fontossaga magyarazhatja a mi megfigyeléseinket is, hogy
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bar a linolsav szignifikansan ¢és dozisfiiggden emelte a TSLP mRNS szintjét, a
proteintermelés nem novekedett. Eddig egyetlen tanulmany sem vizsgilta a
faggyikomponensek és az SZ95 sebocyta feliiluszo hatasat az NHEK vagy HaCaT sejtek
TSLP mRNS ¢és fehérje expresszidjara, €s csak egy kutatocsoport vizsgalta a kitin kezelés
hatésait primer és a HaCaT KC-k TSLP fehérje termelésére. Bar az mRNS-szinteket nem
vizsgaltak, a szerzok koncentraciofiiggd modon szignifikansan emelkedett TSLP fehérje-
szinteket észleltek, mely megfigyelést mi nem tudtuk megerdsiteni. Mindazonaltal
eredményeink szerint a faggyu lipidtartalma szerepet jatszhat a TSLP termelés eldsegitésében
SGR bérben.

Mivel a DC-k a TSLP hatasanak f6 target sejtjei, az SGR boérrégid szignifikansan
magasabb TSLP szintje azt sugallja, hogy mas immunfaktorok tekintetében is lehetnek
kiilonbségek az SGR és az SGP teriiletek kozott. Bar az LC szamokban nem talaltunk
kiilonbséget, a SGR bérben 1évé CD11lc + DC-k szama szignifikansan emelkedett az SGP
teriiletekhez képest. A nagy szamuk ellenére a DC-k nem mutattak figyelemre mélto
aktivitast. Ezenkiviil a TARC + sejtek teljes hianya azt jelzi, hogy az SGR bdrben kifejez6do
TSLP mas mddon jatszik szerepet, mint ahogy azt az AD bdrben leirjak, ahol a TSLP
indukélja a Th2 valaszokat elésegit6 TARC + DC-ket. Az a tény, hogy a TSLP nemcsak
gyulladasos, hanem tolerogén hatassal is bir a DC-kre, ismert a bél immunologiai
vizsgélataibol. Szdmos bizonyiték tamasztja alda a TSLP kulcsfontossagli szerepét az
intesztinalis immunhomeosztazis fenntartasaban ¢és a kommenzalis fléraval szembeni
toleranciaban. Feltételezziik, hogy az SGR bdrben talalhato TSLP hasonl6 szerepet tolthet be,
mivel i) az SGR bérmintak klinikailag egészségesek voltak gyulladasos jelek nélkiil; ii) a
TSLP mennyisége alacsonyabb volt, mint az AD mintakban; és iii) a DC-k TARC negativak
voltak jelentds aktivalas nélkiil.

SGR ¢és az SGP borteriiletek kozotti kiilonbségeket a T sejtek szama, a citokinek szintje,
valamint a kiilonb6z6 Th altipusra jellemz6 transzkripcids faktorok tekintetében is taldltunk
vizsgélatunk soran. Szignifikdnsan tobb T sejt volt jelen az SGR bdrben, amely sejtek
valdsziniileg elsésorban Treg és Th17 (B) sejtek voltak. A Treg sejtek jelenlétét bizonyitottak
a FOXP3 transzkripciés faktor, a CCR4 ¢és a CCR8 Treg homing receptorok magasabb
expresszidja, és az ezt kiséré szignifikansan magasabb IL-10+ sejtszamok. A legfrissebb
adatok szerint a CD4+ sejtek koriilbeliil 20%-a egészséges human bdérben expresszalja a
FOXP3-at és ezek a Treg-ek olyan effektor memoria sejtek, amelyek a szOrtiisz6khoz
kapcsolodnak. A szerzék azonban nem hasonlitottak 0Ossze a kiilonbozd topografidju

borteriileteket. A vizsgalatban kimutatott magasabb Treg tartalmat egy kdzelmultbeli klinikai

22



vizsgalat is alatamasztotta; szolid-szerv tumorokbdl szarmazd boOrmetasztazisokat
leggyakrabban a feji és nyaki teriileteken talaltak és a szerzok a Treg-ek nagyobb szamat is
felelGssé tették a metasztazisok kialakulasanak nagyobb valdszintisége miatt.

A kozelmultban a Th17 sejteket nem patogén Th17 (B) és patogén Th17(23) sejtekre
osztottak fel. A Th17 (B) sejtekre az IL-17- és IL-10-termelés és a RORyt expresszio jellemzo,
mig a Th17(23) sejtek fontos szerepet jatszanak gyulladdsos és autoimmun betegségek
kialakulasaban, IL-17-et, INF-y-t és GM-CSF-t termelnek és expresszalnak T-bet és RORyt
transzkripcids faktorokat. Bar jelentdsen tobb IL-17+ és IL-10+ sejt volt jelen az SGR bdrben,
az IFN-y+ sejtek teljesen hianyoztak, és a magasabb RORyt expresszio mellett a T-bet mMRNS
szintek nem kiilonboztek az SGP boéréhez képest. Ezért feltételezziik, hogy nem patogén
Th17(B) sejteket észleltiink az SGR bérben. A nyugalmi lymphoid sejteket és a yoT sejteket
szintén figyelembe kell venni, mivel ismert, hogy IL-17-et termelnek. Az SGR bdrrégié nem
gyulladésos T sejtes kornyezetét az az is alatamasztja, hogy az egészséges borteriileteken
hasonléan alacsony Volt a velesziiletett immunsejtek jelenléte is.

Osszefoglalva, eredményeink arra utalnak, hogy a bdér mikrobiétdhoz és a kémiai
miliéhoz hasonléan a bdr immunrendszer aktivitasaban topografiai kiilonbség all fenn egy
epidermalis faktor (TSLP), a DC-k és T sejtek tekintetében, bar ebben a vizsgalatban nedves
borteriileteket nem vizsgaltunk (elkészités alatt allo kézirat). Ezek az eredmények ezért
magyarazatot adhatnak egyes immun-medialt bdrbetegségek jellegzetes lokalizécidjara a
specialis topografidju borteriileteken (azaz AD az SGP és PPR az SGR bdrteriileteken).
Emellett adataink ravilagitanak a helyesen alkalmazott topologiailag azonos kontroll
bormintak fontossagara a tudomanyos vizsgalatokban. Tovabba tanulményunk befolyéasolhatja
a jovobeli barier korrekcios terapias megkozelitéseit.

Miutan felismertiik ezt a kiilonleges immundsszetételét az egészséges, SGR bornek,
megkérdeztiik, hogy hogyan valtozhat ez meg egy immun-medialt bérbetegségben, mint
példaul a PPR, amely kizarolag az SGR borteriiletekre lokalizalodik. A PPR-ben mind a
velesziiletett, mind az adaptiv immunmechanizmusok specialis aktivalasat leirtdk mar
korabban a nyilvanvalo fert6z6 vagy veszélyes trigger hianya ellenére, és az irodalom azt
sugallja, hogy a csokkent tolerancia felelds ennek a fokozott boérérzékenységnek a
kialakulasaért. Eredményeink szerint, egy korabbi kutatashoz hasonléan, a PPR bdrben a
TSLP szint lecsokken, a DC-k aktivalédnak, a T sejtek gyulladasos tipusava [Thl és Thl17
(23)] valnak, és szamuk rendkiviil megnd, mely az SGR bérre jellemzé nem gyulladasos
immunmiliét tonkreteszi. Bar a Treg-ek jelenléte is magasabb volt, ez nem ellentmondas,

mivel felhalmozodasukat altalaban észlelik gyulladasos bdérbetegségekben. Ezeket a
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valtozasokat a makrofagok, neutrofilek és hizosejtek jelentds bearamlésa kisérte.

Azt is tudtuk bizonyitani, hogy a linolsav, amely a faggyu fontos komponense, hatassal
van a TSLP expressziora, raadasul az irodalmi adatok szerint PPR betegekben megvaltozik a
faggyuosszetétel. Ezek alapjan megallapithato, hogy a rosacedban kialakult megvaltozott
faggyttermelés ¢és a tolerogén TSLP elvesztése a PPR fejlodésének egyik fo eseménye lehet.
Ez a valtozas a TSLP szintjében befolyasolhatja a DC-k és a T sejtek aktivitasat. Ugyanakkor,
mivel a DC-ket potencialisan kozvetleniil a faggyu, a kémiai milié és a mikrobidtak
valtozasainak is ki vannak téve, a nem gyulladasos kérnyezet megvaltozasa a DC-k vagy T-
sejtek oldalardl is elindulhat.

Miutan felfedtiik az egészséges SGP ¢és SGR boérregények immunosszetétele kozotti
kiilonbségeket, és meghataroztuk az SGR bér specifikus mikrokdrnyezetének megvaltozasat a
PPR-ben, megprobaltuk megvizsgalni, hogy az immun-medialt bérgyulladas (TSLP és mas
Th2 jellemzd tényezdk, DC és T Sejtszam) kiilonbozik-e FLG mutacidval rendelkez6 és vad
tipusu, sulyos AD betegek borében.

Az AD a bor multifaktorialis immun-medialt gyulladasos betegsége, melyet genetikai és
kornyezeti tényezOk kolcsOnhatasai vezérelnek. A tal reaktiv adaptiv, szabalyozatlan
velesziiletett immunvalaszok és a karosodott bér barrier funkcidok egyiittesen vezetnek a
betegség kialakulasahoz. Az FLG, amely a fizikai-kémiai barrier kritikus dsszetevdje, szamos
genetikai valtozast mutathat (példaul a kopiaszam variaciok és az FLG null mutaciok), és
hajlamosito tényez6 az AD-re. Masrészt Szerzett barrier karosodast okozhat a mososzerek
gyakori hasznalata, az allergének, a Staphylococcus, csakigy, mint a lokalis bérgyulladas. Bar
a TSLP szerepe jol ismert az AD pathogenezisében, nem meriilt fel az a kérdés, hogy a
genetikai vagy a szerzett bor barrier zavarai masképp valtoztatjak-e meg a KC-k
immunfunkcidjat. Vizsgalatunk sordn célunk volt annak meghatirozédsa, hogy az immun-
medialt bérgyulladas kiilonbozik-e sulyos tiinetekkel rendelkezé AD betegek bérében, melyek
FLG mutacioval vagy szerzett FLG hiannyal rendelkeznek.

A kérdéseink megvalaszolasahoz két betegcsoportot hoztunk létre: az FLG Wt betegeket
¢s az FLG mutans betegeket, akik sulyos tiineteket mutattak és hasonl6 OSCORAD-dal
rendelkeztek. Két paramétert, az ET-t és Ki67 expressziot vizsgaltunk a szovettani sulyossag
megallapitdsara. A két AD csoportban szignifikansan megvastagodott epidermisz ¢és
emelkedett Ki67 szinteket talaltunk a kontrollhoz képest, mig a két sulyos AD csoport kdzott
nem volt kiilonbség. Bar a szérum IgE szintje és a szenzitizacié gyakorisaga szignifikdnsan
magasabb volt az FLG mutdns AD csoportban, a klinikai €s hisztologiai sulyossagok

azonosak voltak, és az epidermdlis FLG-tartalomban nem volt kiilonbség. Ezek az
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eredmények Osszhangban vannak korabbi eredményeinkkel, mivel az FLG vesztés szintje a
bérgyulladas sulyossagahoz kotédik, nem pedig az FLG vesztés okahoz, mig az IgE szint és
az szenzitizacié ugy tinik, hogy inkabb a FLG genotipushoz kapcsolodik.

Annak vizsgalata, hogy a KC-k immunfunkciéi kiilonboznek-e az FLG mutacioval
rendelkezd vagy vad tipusu, silyos AD betegek kozott, a TSLP, 1L-33 és CCL27 szoveti
szintjeit hasonlitottuk Ossze. Az utobbi néhany évben kiemelték a TSLP AD-ban betoltott
szerepét. A TSLP ismert a CD11lc+ myeloid DC-k Th2 iranyba toérténé indukalasara vald
képességérol. A korabbi vizsgélatok szignifikansan emelkedett szérum-, epidermalis ¢és
stratum corneum TSLP szinteket mutattak az AD-ben a kontrollokhoz képest, mig mas
munkacsoportok altal ezeknél a betegeknél a magasabb szérum TSLP szint nem volt
kimutathat6. Mig a stratum corneum TSLP expresszioja €és a klinikai stlyossag kozotti
Osszefliggeést leirtdk, a szérum és az epidermalis TSLP szintek és az OSCORAD kozotti
kapcsolat nagyon ellentmonddsos. A korabbi adatokkal péarhuzamosan szignifikansan
magasabb epidermalis TSLP szinteket taldltunk az AD betegek bdrében, mint a
kontrollokban. Eredményeink szerint a TSLP fehérje szintje nem kiilonbozott a Wt és az FLG
mutans AD csoportok kozott. Az epidermalis TSLP szintek szignifikdnsan korrelaltak a Ki67
szintjével, de a TSLP szintek ¢és a klinikai sulyossag kdzott nem volt dsszefiiggés.

Az IL-33, egy ujonnan felfedezett AD-specifikus, EC-k altal expresszalt citokin, mely
Th2 lymphocytakat, hizosejteket és eosinophileket aktival. Eredményeink azt mutattak, hogy
az AD csoportokban az IL-33 fehérje expresszidja szignifikansan emelkedett volt a
kontrollokhoz képest, de a két AD csoport kdzott nem volt szignifikans kiilonbség. Ezek az
adatok megfelelnek egy korabbi vizsgalatnak, bar ott a FLG mutans és a Wt AD csoportok
Osszehasonlitasat nem végeztek el. Egy masik vizsgalatban korrelaciot talaltak a szérum IL-33
szintje és az AD sulyossaga kozott. Munkacsoportunk elsé izben talalt erés korrelaciot az ET
¢s az epidermalis IL-33 fehérje szintje kozott, de tudtunk kimutatni dsszefiiggést a betegség
klinikai sulyossaga és az epidermalis IL-33 szint kozott.

A CCL27 egy KC-k éltal termelt borre specifikus kemokin, amely hozzajarul a leukocitak
Egy korabbi vizsgalatban az AD betegek 1ézionalis KC-iban er6s CCL27 expressziot irtak le.
Hasonloképpen, szignifikdnsan emelkedett CCL27 fehérje szinteket tapasztaltunk az AD
boérben, de 0sszehasonlitva a Wt és FLG mutans AD csoportokat, nem talaltunk kiilonbséget.
A CCL27 ¢és a Ki67 egymdassal szignifikdnsan korrelald expresszids szintjeit
munkacsoportunk ki tudta mutatni, de a szoveti CCL27 szintek és az OSCORAD kozotti

kapcsolatot nem talaltunk.
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Az irodalomban nem talaltunk RT-PCR adatokat az FLG mutans és WT AD csoportok
Osszehasonlitdsaval ~ kapcsolatban. Az egészséges kontrollok és AD  betegek
Osszehasonlitasakor vizsgalatunk soran az mRNS szintek nem tiikr6zték az fehérjék szintjét.
Ez a kontraszt a poszttranszkripciés modositassal magyarazhato, nevezetesen a transzlacio és
MRNS degradacio enzimekkel és mikro RNS-ekkel torténd szabalyozasaval, mely fiigg a KC-
k és a szisztémas igények aktualis allapotatol. Eddig csak kevés cikket publikaltak a TSLP és
az 1L-33 mRNS szintii kifejez6dése kapcsan, mig a CCL27 génexpresszidjaval kapcsolatban
nincs adat az irodalomban. A klinikai és szovettani sulyossagi markerek és a KC altal termelt
proinflammatérikus molekulak kozotti 0sszefliggésekben tapasztalt kiilonbségek felhivjak a
figyelmet arra, hogy az OSCORAD alkalmazasa nem mindig tiikr6zi egy adott plakk
gyulladdsanak mértékét; a gyulladds lokalis immunsejtjei valdszinilileg jobb Gsszefiiggést
mutatnak a helyi stlyossagi markerekkel, mint a teljes bor stlyossagat jellemz6 markerrel.
Mivel a fent emlitett citokinek és a KC-k altal termelt kemokin hatassal van a T-sejtekre és a
DC-kre, azok sejtszamat is megvizsgaltuk. Kisérleteinkben, hasonldoan egy korabbi
vizsgélathoz, a T sejtek és a DC-k szdma szignifikdnsan magasabb volt a sulyos AD betegek
borében, mint az egészséges kontrollokban. Az FLG mutans és Wt AD betegcsoportok
immunsejtjeinek szama kozott munkacsoportunk nem taldlt szignifikans kiilonbségeket. Az
ET és a CD3+ T sejtek kozott erds korrelaciot tudtunk kimutatni.

Eredményeinket dsszefoglalva, kisérleteink azt mutatjak, hogy a velesziiletett és adaptiv
immunsejtek szama és a KC-eredetii citokin és kemokin tartalmak altal képviselt immun-
medialt borgyulladds nem kiilonbozik a szerzett vagy genetikailag meghatarozott FLG
vesztéssel jellemezheté sulyos AD betegekben, ami azt jelezheti, hogy KC-kban talalhato
FLG mutacio nem befolyasolja eltéréen attdl a sejtek immunfunkcidjat, mintha szerzett
modon veszitik el a FLG-t. A korrelaciok eredményei azt mutattak, hogy az immunrendszer
aktivitaisa a bdérben sokkal inkabb a betegség sulyossagahoz kotédik, mint a barrier

karosodasanak eredetéhez.
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OSSZEFOGLALAS

Az egészséges bor immunaktivitdsat vizsgalva a thymic stromal lymphopoietin (TSLP)
termelés, a dendritikus sejt (DCk) és a T sejt szdmot és funkcidt tekintve jelentds topografiai
eltéréseket sikertilt kimutatnunk. Konstitutiv. TSLP fehérje expressziot detektaltunk
faggyumirigyben gazdag (FMG) borteriileteken; mig a faggyumirigyben szegény (FMSZ)
teriileteken nem volt kimutathaté TSLP jelenlét. A linolsav, egy fontos szébum Gsszetevo képes
volt dézisfiiggéen novelni a TSLP mRNS expresszidjat HaCaT és NHEK sejtekben. Ugy
véljiik, hogy a FMG bdrben jelen 1évé TSLP-nek hasonlod szerepe lehet, mint azt kimutattak a
bél homeosztazisban, hiszen a vizsgalt FMG boérmintdk klinikailag egészségesek,
gyulladasmentesek voltak; a TSLP mennyisége kisebb volt, mint az AD mintakban; és a DC-k
TARC negativak voltak és alacsony aktivitasi statuszt mutattak, valamint a T sejtek sem birtak
gyulladasos jellemzdkkel. FMG bdérben mind a DC-k, mind a T sejtek nagyobb szamban voltak
jelen. A T sejtek els6sorban regulatorikus T sejtek és valosziniileg nem patogén T helper (Th)
17(B) sejtek voltak. Az FMG bdrben emelkedett mennyiségben detektaltunk IL-17+ és IL-10+
sejteket, mig az IFN-y+ és IL-13+ sejtek teljesen hidnyoztak. Eredményeink szerint az FMG
borteriileteket egy nem gyulladasos IL-17/IL-10 citokin mili6 jellemzi.

Papulopustulosus rosaceaban (PPR), mely bérbetegség kizarolag FMG teriileteken alakul
ki, a TSLP mennyisége csokkent, a DC-k aktivalodtak, a T sejtek gyulladasos tipusuva [Thl
and Th17(23)] valtak, és szamuk jelentdsen megnott.

Szintén kimutattuk, hogy a megjelend immun-medialt bérgyulladas (keratinocyta-eredetii
faktorok, T sejt és DC szam) filaggrin mutacidval rendelkezd, illetve vad tipust sulyos AD
betegek borében azonos; €s az AD-ra jellemzé immunaktivacid sokkal inkabb a betegség
sulyossagaval all kapcsolatban, mint a barrier karosodds eredetével. Eredményeink
magyarazatot adhatnak arra, hogy bizonyos bdrbetegségek miért mindig adott topografiai
borteriiletre lokalizalédnak (FMSZ bdéron AD, mig FMG béron PPR); rdmutatathatnak a
topoldgiailag megfeleld kontroll bérmintdk hasznélatara a tudomanyos kutatdsokban; és végiil a

jovOben akar terapias lehetdségekkel is kecsegtethetnek.
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