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Bevezetés

Az emberi szervezet egyik legnagyobb szervét képez6 bér folyamatos fizikai, kémiai
és mikrobiologiai kornyezeti hatasoknak van kitéve. Sajat és a szervezet
homeosztazisa fenntartdsa érdekében szamos feladatot Iat el. Statikus fiziko-kémiai
barrier — mas néven permeabilitasi barrier (kérnyezettél valé fizikai elhatarolédas,
patogén korokozok bejutasanak gatlasa, megfelel6 hidrataltsag és pH biztositasa,
hészabalyozas és fényvédelem) — funkcidja mellett szamos dinamikus mikodeési
folyamat fenntartasaban (szdveti Ujjaépulés, transzportfolyamatok, exokrin és
neuroendokrin feladatok ellatasa, bizonyos vitaminok és hormonok szintézise) vesz
részt. A bért alkotd kulonbozé sejtféleségek, valamint az altaluk termelt szolubilis
mediator molekulak alakitjak ki a szerv sajat immunrendszerét, mely aktiv mikodése
révén védi az emberi test mélyebben fekvd szdveteit (immunoldgiai barrier). A bér
immunoldgiai barrier funkcidjat a klasszikus immunseijtjei [dendritikus sejtek (DC-k), T
sejtek és innate immunsejtek, mint a makrofagok (Mf-ok), granulocitak stb.], valamint
szervspecifikus sejtjei, mint a keratinocitak (KC-k), fibroblasztok, mirigy epithél sejtek
stb. latjak el. Ezek egyulttesen egy komplex, jol koordinalt rendszert képeznek, igy az

immunhomeosztazis fenntartasahoz jarulnak hozza [1, 2].

PhD munkam soran a bér fentebb felsorolt szamos funkcidja kézul az immunolégiai
folyamatokban betoltdétt szerepét vizsgaltam részletesebben egészséges és

pathologias allapotokban.



Irodalmi attekintés

1. A human bér
1.1.A boér anatémiaja
A human bér, anatomiajat tekintve, 3 f6 részre oszthato. A kulvilag felé esé része az
epidermisz, mely alatt kdzvetlenul a dermisz helyezkedik el. A dermisz alatt a bdralja
talalhatd. Az epidermisz 4 rétegbdl all. Legalso rétege a stratum basale (SB), mely
folyamatosan megujul. Egyetlen sejtsora differencialatlan, oszlopos alaku epidermalis
sejtekbdl, ugynevezett bazalis KC-kbdl all, melyek kdzott folyamatosan osztddo sejtek
talalhatok. Az SB felett a stratum spinosum (SS) foglal helyet. Poligonalis alaku KC-i
differenciacios és érési folyamatokon mennek keresztil. Ebben a rétegben mar keratin
szintézis is zajlik. Az SS-t kovetd réteg a stratum granulosum (SG). Sejtjeinek
citoplazmajaban sotét csomodkat, keratohialin granulumokat lathatunk. Ezek a sejtek
aktivan termelik a keratin fehérjéket és a lipid molekulakat. Az epidermisz legkllsé
sejtrétege a stratum corneum (SC), melyet organellumoktdl mentes, elhalt KC-k
alkotnak. Egyes bdrtertleteken egy 6tddik réteg a stratum lucidum is kimutathato. Az
SG tight junction (TJ, szoros kapcsolat) nevi sejtkapcsolé elemei és az SC réteg
felelések els6sorban a bor fiziko-kémiai barrier funkciojaért.
differentiutig
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1. abra A bér anatémiaja és fontosabb sejtjei

(Forras: Nestle, F.O., et al., Skin immune sentinels in health and disease., Nat. Rev. Immunol., 2009.
9(10):679-91. [1])



A hamszovetben a KC-kon kivil egyéb sejtek is jelen vannak, kdztik a melanin
termelésért felel6s epidermalis melanocitak, a DC-k egyik alcsoportjat képezd
Langerhans sejtek (LC-k), valamint az SB és az SS rétegekben el6fordulé CD8*
citotoxikus T-sejtek (Tc). A dermisz nagy sejtdiverzitast mutat. F6 sejtféleségei a
kovetkezdk: dermalis DC-k (dDC), plazmacitoid DC (pDC), CD4* 1-es tipusu helper T
sejtek (Tnhl), Th2, Thl7, Th22, yOT-sejtek, természetes 0l6 T-sejtek (NKT), Mf-ok,
hizosejtek, fibroblasztok [1].

1.2. A bér feladatai
A bér szamos alapvet6 funkcioval rendelkezik, tdbbek kozott feladata a permeabilitasi

és az immunoldgiai barrier kialakitasa és fenntartasa is. A tobbi epithél felszinnel
ellentétben a b6r permeabilitasi barrier feladatat két f6 rétege is segiti, az SC és a TJ
réteg. A bér immunrendszerét (Skin Immune System, SIS) kilonb6z6 sejtféleségekbdl
és oldhaté mediator molekulakbdl allé komplex halézat alkotja [3, 4]. A test kiildonb6z6
régioiban elhelyezked6 bér anatomiai és szdvettani felépitését jelentés kildonbségek
jellemzik. Ez abbdl adodik, hogy a kulonb6z6 testtertleteken az SC vastagsaga eltérd,
valamint a valtozé szamu faggyu-, eccrin- és apokrin mirigy kovetkeztében az eltéré
bérfellleteken kilonb6zé kémiai kérnyezet alakul ki. A legfrissebb kutatasok ezzel a
valtozatos kémiai millibvel parhuzamosan a topografiailag eltéré bdrtertletek
mikrobiota Osszetételében is kulonbségeket mutattak ki [5, 6]. Eredményeik alapjan a
specifikus kommenzalis flora 0sszetétele valojaban a nedves, szaraz vagy faggyuban

gazdag bdér mikrokdrnyezethez tarsulva, harom f6 mintazatot mutat.

Ugyanakkor az egészséges bér permeabilitasi €s immunoldgiai barrierje jelenleg
egységesnek ismert az egész testfelszinen/testfellileten - habar kdzelmultbeli
kutatasok eredmeényei vitatjak ezt a dogmat. Mivel a mikrobiota jelentés hatast
gyakorol a bér immunrendszerére, a mikrobiéta régié specifikus elhelyezkedésének
feltarasa felvetette annak lehet6ségét, hogy a bdér immun és permeabilitasi
barrierjének régio specifikus eltérései lehetnek, de ezt senki nem vizsgalta eddig [7,
8]. El6szor sajat kutatécsoportunk mutatta ki, hogy a bér mikrobidta és a kémiai millié
fent emlitett heterogenitasahoz hasonldan finom topografiai kilonbség létezik a SIS
expresszios mintazataban és aktivitasaban a human bér faggyumirigyben gazdag és

a szegény régioi kozoétt [Sebaceous Gland Rich (SGR) és Sebaceous Gland Poor
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(SGP) Skin] [9]. Az SGR bérben, az epidermalis KC-kban egy erételjesebb, de mégis
homeosztatikus, nem gyulladasos thymic stromal lymphopoietin (TSLP) kifejez6dést
észleltink, melyet a linolsav, a faggyu f6 komponense szabalyoz. Ezen kivdl
szignifikdnsan nagyobb szamu, de nem aktivalt CD11c* DC-t, CD4* T-sejtet, valamint

egy jellegzetes citokin expresszios mintazatot mutattunk Kki.

1.3.A SIS
A bor fiziko-kémiai barrier funkciojat régen felismerték, azonban az immunoldgiai

folyamatokban betodltott szerepét csak késdbb bizonyitottak be. Streilein 1978-ban
alkotta meg a bdér-asszocialt lymphoid szdvet (Skin Associated Lymphoid Tissue,
SALT) fogalmat, miszerint a bér immunvédelmét szolgalé immunsejtek folyamatosan
vandorolnak a bér, a nyirokcsomok és a periférias vér kozott [10]. Streilein és
munkatarsai elsésorban az adaptiv immunsejtek, valamint a cirkulalé innate sejtek
szerepét emelték ki a SALT leirasa soran. A késdbbi kutatasok azonban a bér
szovetspecifikus sejtjeinek, elsésorban a keratinocitaknak immunolégiai mikodését
tartak fel, és mivel ezen sejtes elemek tulnyomé tobbsége a egészséges bérben is
jelen van, Bos és Kapsenberg a SIS kifejezést vezette be [11]. A bér
kompartmentjeinek részletes feltarasa soran kezdetben ugy tint, hogy a krénikus
gyulladasos bérbetegségek kialakulasahoz féként a bér dermalis rétegében
elhelyezkedd sejtek jarulnak hozza, ezért Nickoloff és mtsai a bdrt dermalis
immunrendszerként (Dermal Immune System, DIS) definidltak [12], azonban ez a
terminoléogus nem terjedt el. Napjainkban ismét a SIS elnevezés lett a leginkabb
elfogadott, melyben az azt alkoté immunsejtek ,6rszem” szerepét hangsulyozzak és a
szoveti sejtek immunoldgiai szerepe ismét jelentésen felértékel6dott. Ugyanakkor,
mint emlitettik, sajat kutatasaink elétt senki nem vetette fel annak lehetéségét, hogy

a SIS mikodésében topografiai eltérések lennének a human bérfelszinen.
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1.3.1. A SIS sejtjei

1.3.1.1. KC-k
* A bér epidermalis sejtjeit donté tébbségben (>90%) a KC-k alkotjak. Képesek a
kornyezetikben lévé pathogén koérokozok felismerésére, és az immunvalasz
szabalyozasara olyan modon, hogy az artalmatlan (kommenzalis mikrobak) és karos

(pathogének) hatasokat meg tudjak kilénbdztetni egymastdl [1].

A KC-k szenzorai: A KC-k szamos Toll-Like Receptort (TLR) expresszalnak a
felszinUkon (TLR1,2,4,5,6), valamint citoplazmajukban (TLR3,7,9). Ezen

szenzoraikkal ismerik fel a pathogénekbdl szarmazd mikrobialis termékeket, az

ugynevezett PAMP (Pathogen-Associated Molecular Pattern)-molekulakat, mint
példaul a lipopoliszaccharidot (LPS/TLR4), peptidoglikant (PGN/TLR2), flagellint
(TLR5), nukleinsavakat (TLR3,7,9) [13-15]. A PAMP-molekulak ligacidja a TLR-ekhez
a KC szignalutvonalainak aktivalodasahoz vezet, és részben antimikrobialis peptidek
(AMP-Kk) termelésével a korokozé elpusztitasahoz, részben citokinek és kemokinek
felszabadulasa révén a természetes és az adaptiv immunvalasz kialakulasahoz jarul
hozza. A KC-k TLR expresszidja kritikus lehet a bér immunvalasz iranyultsaganak
szempontjabodl, ezen receptorok aktivalasa human KC-kon elsédlegesen Th1 tipusu
immunvalasz kialakulasahoz vezet [1, 13-15]. A KC-k képesek haptének, toxinok,
irritansok [DAMP-molekulak (Danger Associated Molecular Pattern)] felismerésére is
a citoplazmatikus Nod-Like Receptoraik (NLR, nucleotid-binding oligomerization
domain, leucine-rich repeat-containing géncsalad altal kédolt) révén. Ez a folyamat az
inflammaszoma képz6désen keresztlil pro-inflammatorikus szignalutvonalak
aktivalodasahoz és adapter proteinek kotédésével kaszpaz-1 aktivalédashoz vezet,
majd végul IL-1[ és IL-18 termelést eredményez. A folyamat eredményeként gyulladas
alakul ki és bizonyos esetekben sejthalal indukalddik. Az NLR-ek kdzé tartozé fehérjék
a NALP-ok [NACHT-, LRR-, és PYD (NLRP)-domént tartalmazo proteinek], a NOD1
és a NOD2 [Caspase Recruitment Domain, (CARD)-domént tartalmazé fehérjék]. A
human epidermalis KC-k a NALP fehérjék szamos tagjat expresszaljak, kdztuk a NALP

1-8-at, a 10-11-et és a 13-14-et. A KC-kon ezen kivul megjelennek a C-tipusu Lektin

1A *-gal jelzett idéz6jelbe tett szovegrészek az Immunolodgiai Szemlében magyarul irédott 6sszefoglald
els6szerzds kdzleményembdl lettek atemelve, tdbbségében szd szerint — Béke Gabriella, Kapitédny
Anik6, Dajnoki Zsolt, Hajdu Krisztina, Gaspar Krisztian, Bir6 Tamas, Szegedi Andrea: A bdr
immunrendszerének felépitése és mikddése. Immunolédgiai Szemle 7:(2) PP. 13-20. 8 P. (2015)
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Receptorok (CLR) és a RIG-Like Receptorok (RLR) egyes képviselbi is. A CLR csalad
tagjai kalcium-dependens lektinszeri receptorok, melyek szénhidrat felismerd
domeénjukon keresztul (CRD-Carbohydrate Recognition Domain) ismerik fel és kotik
meg a kulonb6zé baktériumokbdl, virusokbol és gombakbdl szarmazoé ligandumokat.
Ezen receptoroknak is fontos szereplk van az immunhomeosztazis fenntartasaban.
Megkulonboztetink membrankotott [makrofagok mannozreceptora (MMR), DC-SIGN,
dectin-1, dectin-2] és szolubilis [mannozkotd lektin (MBL)] CLR-eket [16]. Az RLR-ek
egyszalu és kétszalu viralis nukleinsavakat ismernek fel. Harom f6 képviseldjuk ismert:
a RIG-I (Retinoic Acid Inducible Gene 1), az MDA5 (Melanoma Differentiation
Associated Gene 5) és az LGP2 (Laboratory of Genetics and Physiology 2). Jelatviteli
utvonalaikban hasonlosagot mutatnak a TLR-ekhez, illetve az egyes NOD fehérjékhez

hasonléan CARD doménekkel rendelkeznek. [17].

A KC-k mediatorai — AMP-k: A KC-k velesziletett immunvalasz mediatorokat

termelnek. Itt kiemelendd az AMP-k csoportja. Ezek a peptidek nagyon sok él6lényben
megtalalhatéak (névények, allatok, baktériumok), mar tébb mint 1200 fajtajukat
azonositottak. 12-50 aminosavbdl épulinek fel. Szerkezetik szerint 4 féle peptidet
kulonboztethetink meg: a-hélix, B-lemez, ,extended” és hurkos fehérje szerkezetliek
lehetnek. Antimikrobialis aktivitdssal birnak, de ezen kivll szamos mas funkcioval,
ugynevezett alarmin funkciokkal is rendelkeznek. Tobbek kozott hatassal vannak a
citokin és kemokin termelésre, szerepuk van az angiogenezis és a sebgydgyulas
folyamatdban. Szamos bdérgyogyaszati koérkép esetén irtdk mar le koros
termelédésiket, példaul pikkelysomadrben, rosaceaban, atdpias dermatitiszben (AD)
és aknéban. Az AMP-k termelése az eukaridta sejtek egy evoluciéosan konzervalt
védekezd mechanizmusa a pathogének ellen. A karosodott epithélium felszinén
termelédnek, ahol megelézik a gazdaszervezet mikrobidlis invaziéjat a kdzvetlen
pathogéndlés altal, valamint odatoborozzak a gazdaszervezet immunsejtjeit és
modulaljak a citokin és kemokin termelést. A bérben az AMP-k legfébb forrasa a KC,
amely béta-defenzineket (human B-defenzin 1-4), cathelicidint (CAMP, LL-37),
psoriasint (S100A7), dermcidint (DCD), ribonukledzokat (RNaz 5,7), SLPI-t (Secretory
Leukocyte Peptidase Inhibitor), elafint, lizozimot, adrenomedullint és kemokin ligand
20-at (CCL20) termel. A béta-defenzinek erésitik a veleszlletett és az adaptiv
immunrendszer mikodeését is azaltal, hogy fokozzak a monocitak, T-limfocitak, DC-k
és a hizdsejtek kemotaxisat a fert6zés helyére. Feladatuk az is, hogy fokozzak a
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citokinek termelését a monocitdkban és az epithelidlis sejtekben. A CAMP-nak is
fontos szerepe van a citokin és kemokin termelés szabalyozasaban, szintén
rendelkezik kemotaktikus hatassal (monocitak, hizésejtek, T sejtek és neutrofil
granulocitak), stimulalja a sebgyogyulast, a reepithelizaciot, az angiogenezist és a

neovaszkularizaciot [1, 2, 18-20].

A KC-k mediatorai — Citokinek: A KC-k konstitutivan szekretalnak vagy indukalas altal
felszabaditanak szamos citokint, beleértve az IL-1aq, -1, -6, -7, -8, -10, -15, -18, -19, -
20-at és a tumor nekrozis faktor alfat (TNF- a) [1, 2]. A KC-k legismertebb citokinjei az

interleukin-1 alfa (IL-1a), az IL-1 béta (IL-1B) és az IL-18 az IL-1 csalad tagjai kozé
tartoznak. Az IL-1 csalad tagjai fontos szerepet jatszanak a fert6zésekkel szembeni
védekezés, majd az azt kovetd gyulladas kialakitasaban. Az IL-1a-t és az IL-18-t
szamos sejt, koztlik a KC-k is termelik. Ezen citokineknek T sejt és DC aktivalo hatasuk
van, valamint részt vesznek a pro-inflammatorikus fehérjék indukciojaban (maguk is a
B sejtek érését fokozoé pro-inflammatorikus citokinek) és a Tnl7 sejtek
differencialodasaban. A KC-k az IL-1a és -B inaktiv formajat termelik; az IL-1B aktiv
formajanak nagy mennyiségl szekrécidja egy veszélyszignal hatasara,
inflammaszoma aktivalodason keresztul torténik meg. Az IL-18-at a KC-k mellett
szintén sok sejtféleség termeli; célsejtjei T sejtek, természetes 616 sejtek (NK), Mf-ok,
epithél sejtek Az IL-18 az IL-12 citokin jelenlétében IFNy indukciét eredményez, de az
IL-1B-val ellentétben nincs lazkelté hatasa. Fokozza az NK sejtek citotoxicitasat, és

elésegiti a Thl-es vagy a Th2-es tipusu immunvalasz kialakulasat [1, 2, 21].

A KC-k mediatorai — Kemokinek: A KC-k kemokinek fontos forrasai is, és kemokin

receptorokat is expresszalnak, igy képesek mddositani az immunvalaszt a bérben a
kuldnboz6é sejttipusok odavonzasa altal. Ezek féként a limfocitakra, a DC-kre, az Mf-
okre és a neutrofil granulocitdkra hatnak. A kemokineket szerkezetuk szerint négy
kilénb6z6 csoportba sorolhatjuk: CCL, CXCL, XCL és CXsCL tipusu kemokinek. A
legfontosabbak a CCL20, CXCL9, -10, -11, melyek termelésével a KC-k az
immunsejtek mikodését modositjak az alabbi mintazatban: (a CCL20 a DC-kre hat és
az effektor Th17 sejtek bérbe torténd migracidjat seqiti el6; a CXCL9,-10,-11 az effektor
Th2 sejtek bérbe torténd migraciojat segiti eld). A CXCL1 és CXCLS8 (IL-8) termeléssel

a neutrofil granulocitakat toborozzak a bérbe [1, 2].”
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1.3.1.2. DC-k

A DC-k professzionalis antigénprezentalo sejtek, melyek a természetes és az szerzett
immunitasban egyarant kozremikodnek. A DC-k az antigénprezentald tulajdonsaguk
segitségével képesek beinditani az adaptiv immunvalaszt, valamint annak tipusat is
determinaljak. A DC-k altal elinditott immunogén T sejtes immunvalasz tipusat
(Thl/Th2/Th17) és minbségeét, illetve adott korulmények kozott a tolerancia biztositasat
az adott DC-re jellemzd antigént kot6 mintazat felismeré receptorok (Pattern
Recognition Receptor, PRR) minésége, az expresszalt kostimulalé molekulak és az
érés soran termelt citokinek, valamint egyéb mediatorok hatarozzak meg, melyek
szoros Osszefuggeést mutatnak a DC érettségének szintjével és a szoveti kornyezettel
[22, 23].

A vér mieloid DC-knek (mDC) 2 f6 csoportjat kiilonbdztetik meg. Az egyik csoportot a
CD1c*BDCAL1l* mDC-k képezik, melyek koexpresszalnak CD11b és CD11c
markereket, mig a masik csoportba a CD141*BDCA3" mDC-k tartoznak, melyek
CD11b markerre negativak és sejtfelszinikon csak kisebb mértékben expresszalnak
CD11c-t és CLEC9A-t. Ezeket az mDC-ket a CD14 és CD16 molekularis markerek

segitségével kulonithetjuk el a monocitaktodl.

A bérben lévd DC-ket eredetik és elhelyezkedésik alapjan kulonb6zé tipusokba
sorolja az irodalom, valamint megkulonboztetink alapallapotban (steady state) és
gyulladasos koértilmények kdzott megjelend DC altipusokat is. Az LC-k a gyulladastol
mentes epidermiszben talalhatdéak, az epidermalis KC-akkal kozvetlen kapcsolatban
allnak. Egy specialis intracitoplazmatikus organellummal rendelkeznek, melyet Birbeck
granulumként ismerink. Egérben a langerin (CD207), mig emberben a CD1a
expressziojuk altal kalonithetjik el mas sejtféleségektdl. Irodalmi adatok alapjan FceRl
(lge), CD32, CD39 (ATP-az), CD45, CD324 (E-cadherin), CD326 (EpCAM)
markereket is kifejeznek felszinukon. Az érett LC-k CD80, CD83 és CD86 markereket
expresszalnak. Egyes kutatasi adatok szerint CD1c, CD11b, CD11c'°, CX3CR1 és
SIPRa molekulakkal is jellemezhetbek [1, 24-28].

Az epidermalis DC-k tovabbi alcsoportjat a szintén mieloid eredetl inflammatorikus
dendritikus epidermalis sejtek (IDEC) képezik, melyeket az LC-kt6l a CD206

mannoz receptor kifejezbdéseével, a CD1a sejtfelszini marker alacsony expressziodjaval
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és a Birbeck granulumok hianyaval kilénbdztetiink meg. Ezen sejtek csak a gyulladt
epidermiszben talalhatéak meg, szerepulket elsésorban az AD-ben irtak le. FceRl-et is
fokozottan expresszalnak. Tovabbi sejtfelszini markereik a CD1b, CD1c, CD11b,
CD11c, CD23 (FceRIl), CD36, CD80, CD86, CD209 és a HLA-DR [1, 24, 26-28].

A bér dermalis rétegében mieloid vagy plazmacitoid eredetll DC-k detektalhatoak. A
mieloid dDC-k egyenletes eloszlast mutatva, kdzvetlenul a dermo-epidermalis junkcidk
alatt helyezkednek el a nyugalmi, gyulladasmentes allapotban 1évé dermiszben [1, 24,
26]. A dDC-ket altalanosan jellemzi a CD1c (BDCA-1) és CD11c markerek egytttes
megjelenése, tovabba CD1b, CD36, CD205, CD206, CD209, MHCII és FXllla
molekulak kifejez6dése, valamint a CD207 és a Birbeck granulumok hianya, bar az
irodalmi adatok nem teljesen egyértelmiiek e tekintetben. A CD11c*-CD1c* pozitiv
dDC-k 3 f6 populaciojat kuloniti el az irodalom:
1. CDla" populacié, mely a dDC-k érettebb fenotipusat képviseli. Jellemzd rajuk
a PRR-ek alacsonyabb szintl, valamint a ko-stimulaciéos molekulak (CD80,
CD83, CD86) fokozottabb kifejezése. Kifejezik emellett a CD91-et (LRP1-et) is,
mely bizonyos hésokk fehérjéket koté receptorként mikodik. A naiv CD4* és
CD8* T-sejtek proliferacidjat indukaljak, erés T-sejt stimulald kapacitassal
rendelkeznek, az adaptiv immunvalasz kialakitasaban van fontos szerepik. A
CD1la*" DC-k altalaban magas CD1c expresszioval jellemezhetbk, mig kisebb
részik, mely a CD1a markert alacsony szinten fejezi ki, CD141 pozitiviast mutat
[26-28].
2. A CD14* populacié éretlenebb fenotipussal bir, PRR-eket fokozottan
expresszal. Csokkent T-sejt stimulald kapacitasa miatt kevésbé tudja indukalni
a naiv T-sejtek proliferaciojat, a veleszuletett immunvalasz kialakitasahoz jarul
hozza. Valtozé CD1a, CD1c (BDCA1) és CD163 expressziot mutatnak.
Jellemz6ik tovabba, hogy alacsony szinten fejezik ki a CD80 és CD86 aktivacios
markereket, és kevéssé indukaljak a naiv T-sejtek proliferaciojat. Ezek a sejtek
éretlen allapotban kifejezhetnek pathogén felismeré receptorokat, nevezetesen
TLR2-t, TLR4-et, CD206-ot és CD209-et (DC-SIGN) [1, 25].
3. CD141* (BDCA-3) populacio, melyetaz XCR1, TLR3, CLEC9A, CADM1, FLT3
markerekkel jellemeznek. Ezt a sejtpopulaciot CD14 expressziojuk alapjan két
alpopulaciora osztjak (CD14*CD141" ill. CD14'CD141%). Ezeket a sejteket
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CD1c kifejezéslk alapjan tovabbi alcsoportokba soroljak (CD141*CD1c* ill.
CD141*CDl1c) [26-28].

1. tablazat A bérben talalhaté DC-k tipusai

Sejttipus Eredet Lokalizacio Sejtfelszini markerek Funkcio
Langerhans sejt (LC) mieloid epidermisz CD45R0, CD1a, CD1l1c, Antigén prezentacié
MHC-I, -ll, CD207 (langerin), | bizonyos fert6zések
IgE, FceRI, CD13, CD32, alatt, tolerancia
CD33, CD39 (ATPaz), indukcio lehet6sége
CD324 (E-cadherin), CD326
(EpCAM), HLA-DR, -DQ, -
DP, Birbeck granulum
CD11c* CD14* mieloid dermisz CD45R0, CD11c, CD1b, Antigén
Dermalis CD1d, valtozo CD1a, CD1c prezentacio, citokin
dendritikus (BDCA1) és CD163 és kemokin
sejt (dDC) expresszio, kevés CD80 és szekrécio
CD86, valtozé CD141
(BDCAB3). Eretlen allapotban
TLR2, TLR4, CD206 (MMR),
CD209 (DC-SIGN), éretten
sok CD83. Ezen kivil CD36-
ot, CD91-et és CD205-6t is
expresszalnak.
CDhla* CD45R0, CDl1a, CD1b,
CD1c (BDCAT1) expresszio
magas, CD1d, CD1l1c,
CD13, CD33, valtozé CD141
(BDCAS3), CD206 (MMR),
CD209 (DC-SIGN), sok
CD80 és CD86, HLA-DR,
MHC-I, -lI
Plazmacitoid plazmacitoid | dermisz CD45RA, CD123 (IL-3R), Viralis infekciok
dendritikus sejt (pDC) CD303 (BDCA2), CD304 eliminalasa, I-es
(BDCA4), HLA-DR, MHC-II tipusu interferonok
(IFNa) termelése,
funkcionalis szerep
psoriasisban, sajat
DNS LL-37 komplex
felismerés
Inflammatorikus mieloid gyulladt CD1a, CD1b, CD1c, CD11b, | Th2-Tn1 valtas, IL-
dendritikus epidermisz és | CD11c, FceRlI,-1l (CD23), 12 termelés,
epidermalis sejt dermisz CD36, CD206 (MMR), krénikus gyulladas
(IDEC) MHCII, IgE atépias
dermatitiszben
Inflammatorikus mieloid gyulladt CD11c, MHC-II, TNF, iNOS, | TNF-a és nitrogén-
dermalis dendritikus dermisz IL-12/23p40 monoxid termelés,
sejt (TNF-és iNOS gyulladas
termel6 dendritikus psoriasisban
sejtek (TIP-DC))

Atelemelve — Béke Gabriella, Kapitany Anikd, Dajnoki Zsolt, Hajdu Krisztina, Gaspar Krisztian, Bird
Tamas, Szegedi Andrea: A bdr immunrendszerének felépitése és mikddése. Immunoldgiai Szemle
7:(2) PP. 13-20. 8 P. (2015)
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A bérbetegségek esetén a gyulladasos folyamatokban nem csupan az aktivalt dDC-k,
hanem a TNF és iNOS termelésre képes gyulladasos DC-k (Inflammatory DC, IDC),
mas néven TIP (TNF-et és iNOS-t termel6) DC-k is részt vesznek. Az el6bbi
megnevezéssel az emberben eléforduld DC-ket illetik, mig az utdbbi tipusuakat
egérben irtak le. Az inflammatorikus DC-k is mieloid eredetliek és pikkelysémorben
azonositottak 6ket. Az IDC-k MHC-II és CD11c pozitivak, valamint sejtfelszinukon
CD14-et, CD163-at, CD206-ot és CD209-et fejeznek ki, de nem expresszalnak CD1c
és CD141 markereket. *,Az IDC-kbdI felszabadulé TNF-a indukalja a KC-k ICAM-1 és
IL-8 expresszidjat, valamint az IL-1f3 és IL-6 pro-inflammatorikus citokinek termelését.
Emellett az INOS katalizalja a nitrogén-monoxid (NO) termelést a gyulladt szovetben,
ami a vérerek vazodilataciojat eredményezi a pikkelysomoros bérben. Emellett az IDC-
k nagy mennyiségben termelik a proinflammatorikus IL-23-at, ami Th17 polarizacidéhoz
vezet, ennek kdvetkezményeként szintén nagy jelentésége van pikkelysémaorben. [1,
24, 26-28].7*

A pDC-k a DC-k egy specialis alcsoportjat képviselik. Plazmasejtszerli morfolégiat
mutatnak, MHC-II, IL-3R, HLA-DR, CD4, CD123 (immunoglobulin-like-7), CD303
(BDCA-2), CD304 (BDCA-4), TLR7 és TLR9 markereket fejeznek ki, de CD11c
markerre negativak. Az egészséges bdrben ritkan taldlhatéak meg, viszont a
pikkelysomor és a szisztémas lupusz eritematézusz (SLE) pathogenezisében fontos
szerepuk van, mivel l-es tipusu interferonokat termelnek. A pDC-k egyensulyi
allapotban a vérben cirkulalnak, valamint a nyirokszovetekben helyezkednek el,
példaul a nyirokcsomdkban és a manduldkban, és csak gyulladasos korulmények
kozott jelennek meg a bdérben és egyéb periférias szdvetekben. TLR7 és TLR9
receptoraikon keresztil sajat DNS/RNS fragmenseket kétnek meg, és IFN-a-t
termelnek. *,Pszoriazisban, a |éziés bérterlileten az Il-es tipusu interferon
szignalutvonal aktivitdsa igen magas. Az egészséges bdrhdoz képest a
pikkelysomorben szenvedd betegek érintett €és nem érintett bértertletein az aktivalt
pDC-k szama megnovekedett. A pDC-k aktivaciéjaban nagy jelentéséget
tulajdonitanak az LL37 AMP-nek, melyet a KC-k és a neutrofilek termelnek. Ezen
peptid nagy mennyiségben expresszalddik a pszoriazisos lézidkban. [1, 2, 26-29].”*
Ezzel ellentétben egy masik gyulladasos bérbetegség, az AD tekintetében azt 1atjuk,
hogy az egészséges egyedekhez képest az AD-s paciensek vérében nagy szamban
cirkulalnak a pDC-k, de bdorukben torténd megjelenésuk sokkal kevésbé kifejezett. Ez,
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a lokalisan csOkkent I-es tipusu interferon termeléssel egyutt, az AD-s betegek

bakterialis és viralis fert6zésekre vald nagyobb fogékonysagat eredményezi.

1.3.1.3. T-sejtek
Az egészséges bdrben cm?-enként 1 millid T-sejt van jelen, ez 6sszeadva tobb mint
20 milliard sejtet jelent a teljes bérben, ami duplaja a vér teljes T-sejt mennyiségének.
Az epidermisz T-sejtei leginkabb a bazalis és szuprabazalis rétegben, az LC-k
kozelségében helyezkednek el. A dermisz T-sejtei a dermal-epidermal junkcidk alatt,

a posztkapillaris venulak és a bérfuggelékek korul fordulnak el6 [1, 2, 30].

A Kkorokozok elsédleges eltavolitasat kévetéen fennmaradd hosszu élettartamu
memoria T-sejteket 3 csoportra oszthatjuk [31].

1. A centralis memoéria T-sejtek (Tcm) a masodlagos nyirokszerveket
recirkulaljak, folyamatosan keringenek ezen szervek (Iép, nyirokcsomok) és a
vér kozott, a bérben nem fordulnak el6. CCR7 receptort és CD62L (L-szelektin)
molekulat fejeznek ki felszinikon [31, 32].

2. Normal bérben a CD45RO" széveti rezidens memoria T-sejtek (Trm) vannak
jelen, melyek a pathogén re-expozicio esetén a tartés, hatékony, helyi és gyors
immunvalaszt biztositjak, ezenkivil az immunmedialt gyulladasos és
autoimmun bérbetegségek pathomechanizmusaban is nagy szereppel birnak.
A dermiszt a CD4*Trm, mig az epidermiszt a CD8*Trwm sejtek lakjak. Hosszu
élettartamuak, nem vandorolnak ki a bérbél [1, 2, 30].

3. A harmadik csoportba tartozé rovidebb élettartamu effektor memdria T
sejteket (Tem) 2 nagy csoportra oszthatjuk tovabb, a CD4* helper és a CD8*
citotoxikus sejtekre. Ezek szama kozel egyenldé a normal bérben, fertézések
elleni kiizdelem az alapvetd feladatuk, majd ezt lekliizdve szamuk lecsokken,
atadjak helyuket a Trm sejteknek. Képesek vandorolni a bér és ver kozott. A
gyulladasos bérbetegségek kapcsan a CD4* Twu sejtek 5 alpopulacidjat kell
megemliteni: Thl, Th2, Th9, Thl7 és Th22 sejtek [32, 33].

A Tnl sejtek I-es tipusu citokin molekulakat, féleg IFN-y-t, IL-2-t &és TNF-et termelnek.
Th1 tipusu immunvalasz indul be az intracellularis pathogének (Mycobaktériumok,

virusok) elleni védekezés soran. Ez a tipusu immunvalasz jelenik meg a kontakt
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dermatitisz, valamint a pszoriazis korai fazisaban. A T-sejtek Tnl polarizaciojat az IFN-
y-val és az IL-18-cal egyutt az IL-12 indukalja, mely STAT4 (Signal Transducer and
Activator of Transcription 4) és STAT1 (Signal Transducer and Activator of

Transcription 1) transzkripciés faktoron (TF) keresztll a T-bet (T-box expressed in T

cell) TF-t aktivalja [32, 34, 35].

2. tablazat A bérben talalhaté T-sejtek tipusai

T-sejt Indukalé/Polarizalé | Transzkripcios | Kemokin Ligandok Citokin
alpopulaciék | citokinek faktorok és receptorok termelés
regulatorok
Tnl IL-12, IL-18, IFN-a, | T-bet (TBX-21), | CXCR3, CCR6 | CXCL9, IFN-y, TNF,
IFN-B, IFN-y STAT1, STAT4 CXCL10, IL-2
CCL20 (MIP-
30)
Th2 IL-4 GATA3, CCR4, CCR10, | CCL17 IL-4, IL-5, IL-
STAT6, STAT5 | CCRS8 (TARC), 10, IL-13, IL-
CCL22 (MDC), | 9, IL-25, IL-
CCL27,CCL28 | 31,1L-33
CCLS8
Th9 IL-4, TGF-B PU.1, IRF4 Nem Nem IL-9, IL-10
meghatarozott | meghatarozott
Nem- TGF-B, IL-6 RORyt, STAT3 | CCR6 Nem IL-10, IL-17
pathogén meghatarozott
Tnl7
Pathogén TGF-B3, IL-6, IL-1B, | RORVvt, T-bet Nem Nem IL-6, IL-8, IL-
Thl7 IL-21, IL-23 meghatarozott | meghatarozott | 17A, IL-17F,
IL-22, IL-21,
IL-26, IFN-y,
GM-CSF
Th22 IL-6, TNF-a AHR CCR6, CCR4, CCL27 IL-22
CCR10
nTreg IL-2, TGF-B, IL-10 FOXP3 Nem Nem TGF-B, IL-
meghatarozott | meghatarozott | 10, IL-35
Th3 Nem meghatarozott | Nem Nem Nem TGF-B
meghatarozott meghatarozott | meghatarozott
Trl IL-27, TGF-B c-Maf Nem Nem IL-10
meghatarozott | meghatarozott
LAG3 Treg Nem meghatarozott | Nem Nem Nem IL-10
meghatarozott meghatarozott | meghatarozott

Atelemelve, kiegészitve — Béke Gabriella, Kapitdny Anikd, Dajnoki Zsolt, Hajdu Krisztina, Gaspar
Krisztian, Bir6 Tamas, Szegedi Andrea: A bdr immunrendszerének felépitése és mikddése.
Immunolégiai Szemle 7:(2) PP. 13-20. 8 P. (2015)

A ll-es tipusu citokineket, mint az IL-4-et, IL-5-6t, IL-13-at és IL-31-et a Tnh2 tipusu
sejtek termelik. A T-sejtek Th2 iranyu differenciaciés folyamatat a STAT6 (Signal
Transducer and Activator of Transcription 6) IL-4 citokin altali aktivalasa segiti el6,
ezzel fokozva a GATA-3 (GATA-binding protein-3) kifejez6dését. Th2 immunvalasz

fiziologias szerepe a parazitakkal, férgekkel szembeni védekezés, az allergias
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betegségek, példaul az aszthma, az AD, a kronikus orrmellékureg-

orrnyalkahartyagyulladas és étel allergiak esetében is ez jellemz6 [32, 34, 35].

A Thl7 sejtek az akne, a pszoriazis és az AD, valamint tdbb autoimmun kérkép
esetében is jelen vannak. Fiziologias szerepuk az extracellularis gombas és bakterialis
fertbzésekkel szembeni védelemben van, de a bér barrier homeosztazisanak
fenntartasaban, a mikrobiotaval valo egyuttélés biztositasaban is fontos a szerepuk.
Esetlikben 2 szubpopulaciét kell megkulonbdztetniink. A nem-pathogén Th17(B)
sejtek IL-6 és TGF-B hatasara a RORyt TF aktivalodasaval differencialédnak, IL-17A,
IL-17F és IL10 effektor citokineket termelnek, valamint CCL20-at és CXCRG6-ot
expresszalnak. A nem-pathogén Th17(B) sejtek az IL-23 citokin hatasara pathogén
Thl7-té, masnéven Thl7(23) sejtekké alakulnak at. Az IL-6, IL-18 és IL-23 citokin
kombinacié altal indukalt pathogén Tnhl7 sejtek az IL-17A és IL-17F mellett 1L-22-t,
CCL9-et és CXCR3-at kezdenek kifejezni [32-37].

A Th22 alpopulacié differencialédasat az IL-6 és TNF-a segiti el6 az AHR
aktivalodasan keresztll. IL-22 effektor citokin termelés jellemzi. Kezdetben
gyulladasos folyamatok kialakulasaban (pszoriazis, AD, allergias kontakt dermatitisz,
szkleroderma) tulajdonitottak neki szerepet, ma inkabb homeosztatikus szerepét
emelik ki [1, 30, 32, 34, 35, 38].

Napjainkban egyre tobb kutatads foglalkozik egy nemrég felfedezett helper T-sejt
altipussal. A Tn9 sejttipus naiv T-sejtekbdl vagy Th2 sejtekbdl IL-4 és TGF- hatasara
alakul ki. IL-9 citokint termel. Az IL-9 termel§ sejtek szama pszoriazisban és AD-ban
is megemelkedik [32, 39, 40].

A timusz eredetl vagy periférian képz6d6 regulatérikus T sejtek (Treg) feladata a
fizioldgias és patholdgias immunvalaszok aktivitisanak csokkentése. Hianyukban
vagy genetikai defektusuk hatasara szamos bérbetegség, mint példaul pszoriaziform
dermatitisz, ekcematdzus dermatitisz, alopécia areata alakul ki. Ezidaig két nagyobb
csoportot irtak le: a CD4*CD25*Foxp3* nTreg és a Foxp3  Treg sejteket. A
CD4*CD25*Foxp3* nTreg sejtek a timuszban jonnek létre és sejtkontaktusok
kialakitasa révén a periférian hatnak. A periférias vér T-sejteinek 5-10%-at képezik.
Sejtfelszini markermolekulakat, példaul a CD28-at és CTLA-4 (citotoxikus T limfocita

21



antigén-4)-et expresszalnak. Kulénb6z6é kemokin- és mintazatfelismeré receptorokat
fejeznek ki, és szuppresszor citokineket (TGF-3, IL-10, IL-35) termelnek. A Foxp3
Treg-ek is immunszuppressziv aktivitassal rendelkeznek, de nem a timuszban
alakulnak ki, hanem a periérian. Ez a populacié magaban foglalja a Trl, a Th3 és a
LAG3 Treg sejteket [32, 35, 41, 42].

2. Az atépias dermatitisz
Az AD egy igen gyakori, kronikus lefolyasu, nem fert6z6, de erételjes viszketéssel jaro,

jellegzetes lokalizaciokban — féként a szaraz, faggyumirigyekben szegény
bortertleteken — megjelend, immunmedialt gyulladasos bérbetegség, mely sulyos
életminéség romlashoz vezet [43] (2. abra). Az esetek tulnyomo tébbségében mas
allergias betegségekkel (étel allergiak, allergias orrireg-koty6hartya gyulladas és
aszthma) tarsul és ezek a betegségek egy karakteres idérendi megjelenést mutatnak
az érintett betegeken, melyet egylttesen ,atépias march’-ként/menetelésként
emlegetnek [44]. A betegség egy multifaktorialis korkép, azaz a genetikai hajlam
mellett a kulonb6zd kornyezeti tényezbk (specifikus és nem-specifikus faktorok)

tovabbi oki illetve sulyosbito korulményként hathatnak kialakulasara.

2.1. A betegség epidemioldgiaja
A fejlett orszagokban élék 10-20%-a érintett ebben a koérképben, mig a fejl6dd

orszagokban ez az arany alacsonyabb, de folyamatosan ndvekszik [45, 46]. Az AD
barmely életkorban kialakulhat, de leggyakrabban korai gyermekkorban kezdédik. A
gyermekkori AD prevalenciaja 20-25%. Az esetek 60%-aban a betegség mar az elsé
életévben jelentkezik (early-onset, azaz korai megjelenési). A legkorabbi klinikai
tinetek a bér szarazsaga és érdessége. Az ekcematozus elvaltozasok 2 hdnapos kort
megel6zéen altaldban nem fordulnak el6. A tapasztalatok azt mutatjak, hogy a
betegség lehet folyamatosan fennallé vagy relapszusos-remissziés jellegli/természeti
ismétléd6 fellangolasokkal. A betegség az érintett gyermekek 80%-aban enyhe
lefolyast mutat. Irodalmi adatok arrél szamolnak be, hogy a betegség az esetek
legfeljebb 70%-aban nagyban javul vagy akar meg is szlinhet a késéi gyermekkorig,
viszont hosszutavu fennmaradasaban a csaladi halmozddas és a korai az allergén
szenzitizaciok kockazati tényez6t jelentenek. Az AD felnétt korban is kialakulhat (adult-

onset), prevalenciaja 7-10%-ra tehet6 [47, 48].
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2. abra Az AD jellegzetes klinikai megjelenése és lokalizaciéja kiilbnbézé kort betegekben

(A) Csecsembkben az AD altalaban akut lefolyasu; a tinetek féként arcon és a labak extenzor felszinén
jelennek meg. A torzs ugyancsak érintett lehet, ugyanakkor a pelenkaval fedett részek altalaban
tinetmentesek. (B) 1-2 éves kortdl polimorf médon jelennek meg a valtozatos bértiinetek, melyek
leginkabb a haljatokra lokalizalédnak. (C) Serdilékben és fiatal felnéttekben lichenifikalt és hamlé
plakkok jelennek meg a hajlatokban, a csuklékon, a bokakon és a szemhéjakon. A fej és nyak tipusu
AD-ben a torzs felsé része, a vallak és a hajas fejbér is involvalt. Felnéttekben néha csak krénikus
ekcéma jelenik meg a kezeken vagy prurigo-szer( |ézidk fejlédnek ki.

(Forras: Weidinger , S. és Novak., N., Atopic dermatitis., Lancet, 2016. 387(10023): 1109-1122. [43])

2.2.Az AD pathogenezise
2.2.1. Az epidermalis barrier
Ahogy mar fent is emltettik, a bér epidermalis barrierjének legfébb feladata, hogy
szervezetunket fizikailag elhatarolja a kulsé kornyezettdl, valamint megvédje az onnan
érkezd kémiai és fizikai hatasoktdl, mint pl. a patogén kérokozok bejutasatdl vagy az
UV sugarzastdl. Ezen tulmen&en megfeleld hidrataltsagot és pH-t kell biztositania [49,
50]. Az epidermisz szQvettanilag 4 f6 rétegre oszthatd, de a fiziko-kémiai barrier
funkciokért ebbdl csak 2, az SC és az SG felel. A barriert felépité elemek k6zé a KC-
k, a bennlk talalhatd strukturalis fehérjék, a sejtek kozotti kapcsolatok, valamint a

sejtek kozotti lipid matrix tartozik [51].
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Az SG KC-i keratohyalin granulumokkal rendelkeznek, melynek egyik f6 komponense
a pro-filaggrin molekula. A KC-k differencialédasi folyamata soran a pro-filaggrin
defoszforilalodik és belble hasitassal 10-12 filaggrin (Filament Aggregating Protein,
FLG) molekula keletkezik az SG-ben. A FLG gén az 1921 kromoszoma régidban
talalhaté az epidermalis differenciaciés komplexen (EDC) belll. A fehérje 6 funkcioja
az SC mechanikai szilardsaganak és integritasanak biztositasa, a keratin
filamentumok parhuzamos rendezése és a desmosémakhoz vald rogzitése. A FLG
monomerek proteazok hatasara aminosavakka (Glu, Arg, His) és rovidebb peptidekké
degradalédnak, majd hidrolizalodnak a SC fels6 rétegeiben. A folyamat
végeredményeként a hasitasi termékekbdl természetes hidratalé faktorok (Natural
Moisterizing Factor, NMF) keletkeznek [52].

AZ NMF-ek protektiv feladatai kozé tartoznak a permeabilitasi barrier
homeosztazisdanak szabalyozdsa, a tulzott transzepidermalis vizvesztés
(transepidermal water loss, TEWL) megakadalyozasa, az SC hidratacidjanak és
integritdsanak fenntartasa, a savas pH biztositasa, az antimikrobialis védelem,
valamint a ceramid metabolizmusban résztvevd enzimek aktivacioja és a szerin-
protedaz kaszkad szabalyozasa [53, 54]. Kiemelendd, hogy a FLG mellett mas
struktarfehérjék is részt vesznek a TEWL megakadalyozasaban. Ezek az un.

,cornified Envelope”-ot alkoté loricrin (LOR), involucrin (IVL), envoplakin és periplakin.

A KC-kat 6sszekapcsolé elemeknek tobb tipusa van. Ezek egy része felel6s a sejtek
szoros egymashoz kapcsolasaért, mas részuk a sejtkozotti anyagatvitel
szabalyozasaban vesz részt. Az adherens junkciok a sejtek szoros 0sszekapcsolasat
végzik. Kozéjuk tartoznak az SG és SC sejtjeit dsszekdtd dezmogleinekbdl és
dezmokollinokbdl feléplld dezmoszémak és a korneodezmozin alkotta
korneodezmoszémak. Hozzajuk intracellularis keratin filamentumok rdgzilnek, és
egyuttesen alakitjak ki a sejtek alakjat és az epidermisz ellenall6 és rugalmas
szerkezetét. Az SG-ben mas tipusu sejtkapcsolo elemek is talalhatok, melyeket TJ-
nek neveznek. Ezen szoros kapcsolatok kialakitasaban féként a claudin (CLDN) és
okkludin nevi fehérjék vesznek részt; feladatuk a viz és az ionok aramlasanak

szabalyozasa.
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Az SC-ban a KC-k, illetve korneocytak kozott elhelyezkedd, a ceramidokbdl,

koleszterolbol és zsirsaveészterekbél felépuld lamellaris lipid matrix legfontosabb

Ve

valamint, hogy biztositsa az epidermalis barrier rugalmassagat [52, 55].
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3. abra Az AD-ben kialakulo barrierkarosodas kévetkezményei — Az AD pathogenezise

Az AD akut stadiumaban a sériilt bérbarrieren keresztll allergének és patogének fokozott penetracioja
citokineket termelnek, melyek lecstkkentik, illetve megszakitjak a szerkezeti fehérjék kifejez6dését és
karositjak az epidermalis lipidtermelést; ezen valtozasok az akut lézidkban tovabb fokozzak a
barriersérilés meértékét és lecsdkkentik a bér hidrataltsagi fokat. A Tn2 citokinek (IL-4, IL-5, IL-13)
aktivaljak a hizésejteket (M) és eozinofil granulocitakat (E), melyek altal felszabaditott faktorok
hozzajarulnak az AD-re jellemz§ viszketés és gyulladas kialakulasahoz. Egy masik Tn2 citokin, az IL-31
fokozza a viszketést, igy allanddsitva a barriersérilést. Az aktivalt keratinocitak (KC) fokozzak a TSLP
expressziojat és termelését, mely feler6siti a Tn2 valaszt. Krénikus AD-ben a feler6s6dé Tn22
immunvalasz hozzajarul az epidermalis hiperplazia kialakuldsahoz és a barrierdiszfunkcié
fenntartadsahoz. Emellett az interferon IFNy-t termeld Tnl sejtek megsokszorozzak a gyulladas mértékét,
a KC-k apoptézisat és a barrier sérilésének mértékét. Kronikus allapotban a meggyengult barrieren
keresztll fokozédik az allergének és pathogének penetraciéja, mely mind direkt, mind indirekt médon
(a bér immunfolyamatainak tovabbi aktivalédasan keresztil) ndveli a barriersérilés mértékét. AMP:
antimikrobialis peptidek; FFA: szabad zsirsavak; LC: Langerhans-sejt; TJ: tight junction.

(Forras: Malik, K., et al., An update on the pathophysiology of atopic dermatitis., Dermatol Clin., 2017.

35(3):317-326. [55])

2.2.2. Az epidermalis barrier és az AD
AD esetén a bér fizikokémiai barrierjgenek mikodése sérul (3. abra). A

barrierkarosodas kialakulhat a barrier barmely — az el6z8 fejezetben részletezett —
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alkotorészének genetikai defektusa vagy szerzett hianya révén. Az atopias szaraz bért
megnovekedett TEWL és csokkent vizmegkotd képesség jellemzi, melyet a SC inter-
és intracellularis komponenseinek megvaltozott szintje okoz. Ezzel parhuzamosan
fokozddik a KC eredetil és a kornyezetbdl szarmazé proteazok aktivitasa, valamint a
pro-inflammatorikus citokinek felszabadulasa is, mely végeredményben a SC
integritasanak és kohéziojanak felbomlasahoz, igy a bdrbarrier 6sszeomlasahoz
vezet. [52]. Mindezek egyuttesen hozzajarulnak a perkutan allergén expozicio
novekedéséhez [52, 56].

Az AD-ben megjelend barrierkarosodas kialakulasara vonatkozéan 2 6 tedria
szuletett. Az inside-out hipotézis szerint az immunaktivacié hatasara barrier
karosodas alakul ki, mig az az outside-in tedria szerint a fizikokémiai barrier
karosodas az elsddleges kiindulasi folyamat, melynek kévetkeztében a természetes
és a szerzett immunitasban is zavar keletkezik [50] (Iasd részletesen a 2.2.3 és 2.2.4.
fejezetekben). Az AD kildnbdz6é molekularis vagy cellularis fenotipusokkal jellemzett
alcsoportjait azonositottak, mely arra utal, hogy heterogén betegcsoportrol van szé
(gyermekkori vs. felnéttkori, intrinsic vs. extrinsic, kaukazusi vs. azsiai) [57]. Mind a T-
sejtek, mind a DC-k kdzponti szerepet jatszanak a bérgyulladas kialakulasa soran [58-
61]. Korabbi tanulmanyok kimutattak, hogy az AD egy Th2-medialt betegség, melynek
kronikus fazisaban a Th1l és Th22 sejtek egyideji jelenléte is megfigyelhetd.
Nemrégiben bizonyos kutaték mar a Tn17 sejtek szerepét is leirtak az AD
pathomechanizmusaban [62]. A megvaltozott adaptiv immunfunkcidk mellett szamos
kutatas célozta meg a bér barrier integritasanak karosodasat, valamint a velesziletett
immunvalasz zavarat is, kozottuk sajat munkacsoportunk is (lasd részletesen a 2.2.5.,
2.2.6. és 2.2.7. fejezetekben) [9, 63, 64].

2.2.3. A genetikai tényezok szerepe a betegség kialakulasaban — A
genetikai barrierkarosodas okai
Az AD kialakulasahoz hozzajaruld egyik legerdsebb rizikd faktor a pozitiv csaladi

koértorténet (azaz atopiaval jard betegségekkel, féleg AD-vel rendelkezé felmendk)
[65]. Az ikervizsgalatok azt mutatjak, hogy az 6rokletesség 75%-0s, mely azért nagy
valoszinliséggel egy tulbecsllt adat. GWAS tanulmanyok alkalmaval 34 olyan
specifikus genomi régiét azonositottak, amelyek valoszinlleg egy vagy tébb olyan

génvarianst hordoznak, melyek AD-ra hajlamositanak. Ezeken az AD lokuszokon
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elhelyezkedd gének részben olyan gének, amelyek hozzajarulhatnak az
immunrendszeri abnormalitasok kialakulasahoz; kulonos tekintettel a veleszuletett
immunvalasz szignalutvonalaiban és a T-sejt aktivalodas folyamataban, valamint a Th2
sejtek differencialodasaban vesznek részt. A GWAS vizsgalatok alapjan az
immunoldgiai folyamatokban résztvevé gének mutacioin tul, az epidermalis barrier
felépitésében szerepet jatszo, féként az EDC részét képez6 gének érintettek leginkabb
a betegség kialakulasaban [66-70].
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4. abra A FLG hiany kévetkezményei AD-ben

A filaggrinhiany kdvetkeztében kialakuld barriersérulés kdéveteztében a lipid kettOsréteg
dezorganizalddik, késik a lipid kettGsréteg érése, felbomlik a SC kohéziodja, valamint lecsokken a
paracellularis permeabilitasi barrier funkcioja és a barrier fotoprotekcidés képessége. Mindezen kéros
valtozasok kdzponti szereppel birnak az AD pathogenezisében. NMF: natural moisturizing factors; SC:
stratum corneum; TEWL: transepidermal water loss.

(Forras: Lee, H.J. és Lee, S.H., epidermal permeability vbarrier defects and barrier repair therapy in
atopic dermatitis., Allergy Asthma Immunol. Res., 2014. 6(4): 276-87. [52])

Az AD leger6sebb genetikai kockazati tényezdit is ebben a csoportban lehet
megtalalni. Ezek pedig a FLG fehérjét kddold FLG gén szemi-dominans null mutacioi,
melyek végeredményben a FLG kifejez6dés csdokkenéséhez vagy ezen fehérje teljes
hianyahoz vezetnek (4. abra). A FLG mutacioi kozul leggyakrabban az R501X és a
2282del4 fordul el, mig ritkdbban el6forduld mutacidi az S3247X, az R2447X és a
3702delG [71]. Vannak FLG mutacioval nem rendelkezé betegek is, esetiikben mas

faktorok allnak a koérkép kialakulasanak hatterében. Ezek koézal a LEKTI
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(lymphoepithelidlis Kazal-tipus-kapcsolt inhibitor) névre hallgaté szerin-proteaz
inhibitor a KC-k differencialodasi folyamatainak szabalyozasaban vesz részt. Az azt
kodold SPINKS mutaciojat szintén kapcsolatba hoztak az AD kialakulasaval [72]. Ez a
defektus fokozott szerin proteaz (kallikrein 5 és 7) aktivitashoz vezet, mely serkenti a
korneodezmoszomakat alkoté fehérjék lebontasat, megndvelve ezzel a barrier kéros
ateresztOképesseégét. Ezen tulmenden a TJ-specifikus integralis membranfehérjék, igy
a CLDN1 és CLDN2 génjének variansai, illetve azok hianya is vezethet az AD
|étrejottéhez [73].

2.2.4. A kornyezeti tényezok szerepe a betegség kialakulasaban - A
szerzett uton létrejott barrierkarosodas okai
AD-ben a genetikai determinaltsag mellett a kornyezeti faktorok hozzajarulasa is igen

jelentdés. Nagyobb az AD kockazat azoknal, akik nagyvarosban (urbanizacios hatasok)
vagy olyan régidban élnek, ami alacsonyabb ultraibolya sugarzasnak van kitéve, illetve
ahol szaraz éghaijlati viszonyok uralkodnak. Ezen kivil a nyugati étrend (cukorban és
tobbszorosen telitetlen zsirsavakban gazdag) kovetése, az ismétlédé antibiotikum
hasznalat, a kis csaladméret és magas szintl iskolazottsag szintén nagy szereppel

birhat a betegség kialakulasa szempontjabdl [74].

Az urbanizacio és az iskolazottsag nem csupan koérnyezeti faktorként jarul hozza az
AD kialakulasahoz, hanem a szerzett uton létrejott barrierkarosodassal is nagyban
Osszefugg. Az emberek tisztasagra valé torekedésének ndvekedésével egyre
nagyobb mennyiségl tisztitoszer felhasznalasara kerll sor. A szintetikus detergensek,
szappanok gyakori alkalmazasa a bér pH-jat noveli, igy tdbbféle szerin proteaz enzim
szerzett modon kialakuld fokozott aktivitasat idézi eld, mely a barrierkarosodas

kialakulasat okozhatja [75].

Kutatasok kimutattak, hogy az AD-s betegek b6re megvaltozott lamellaris lipidmatrix
termelédést mutat, mely az SC sav, lipid, enzim dsszetételének csdkkenéséhez, ennek
kovetkeztében pedig karosodott barrierfunkcidéhoz vezet. A szfingomielin-deacilaz
enzim aktivitasa fokozodik AD-ben, amely csdkkent ceramid termelést eredményez,
és a lipid matrix megvaltozott Osszetételével karositja a barrier mikodését. A
detergensek, szappanok hatasa miatt emelked6 bérfelszini pH tovabb kedvez a

lipidbonté enzimek miikddésének [51, 75].
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A szerzett barrierkarosodassal kapcsolatban az is bizonyitott, hogy gyulladasos
korilmények kozott a Tn2 citokinek (IL-4 és IL-13) a FLG és egyéb, a barrier
felépitésében szerepet jatszé strukturfehériék (LOR, INV) expresszidjat gatoljak.
Ennek kdvetkeztében szerzett FLG hiany alakul ki [52] (4. abra).

Akar genetikai, akar a szerzett médon jon létre a FLG hiany, ez a keratinfilamentumok
elégtelen aggregacidjahoz vezet, emellett a TJ-Ok képzddésében is csdkkenés
mutatkozik. Ezen tulmenéen a bér pH-ja is megemelkedik, mely a szerin proteaz
enzimek aktivalédasat seqiti, a Tn2 tipusu gyulladast fokozza, tovabba a baktériumok,
igy pl. a Staphylococcus (S.) aureus kolonizacidjara is nagyobb esély van (4. abra)
[52, 76].

Ahogy mar az el6z6 fejezetben emlitettik, a TJ kéros mikodése és az AD kialakulasa
kozott is kapcsolat van. A TJ-k karosodhatnak szerzett modon is, nagy

valészinliséggel az IL-17 citokin altal okozott barrierkarosodas miatt [77, 78].

2.2.5. Mikrébak szerepe AD-ban
Teljes metagenom vizsgalatok alatamasztottak, hogy az AD-asszocialt mikrobiom

eltérések a bérfelszini mikrokdrnyezet befolyasolasaval, valamint a gazdaszervezet
immunrendszerével vald kolcsonhatasokon keresztll novelheti az AD fellangolasok
kockazatat [79]. Ugy tiinik, hogy ebben a S. aureus-nak van a legjelentésebb szerepe,
mivel az AD-s bér gyakran kolonizalt ezzel a pathogénnel [43]. Az AD fellangolasokat
a bér mikrobidta diverzitasanak csokkenése jellemzi, melyet az S. aureus
elszaporodasaltulsulya, illetbleg mas baktériumfajok aranyanak csdokkenése jellemez
[80, 81]. Fajszintl vizsgalatokbdl kiderult, hogy a sulyos AD-val rendelkez6 betegek
esetén az S. aureus, mikdzben a kevésbé sulyos tlinetekkel rendelkezé paciensek
esetében az S. epidermidis dominanciaja figyelhetd meg [82]. A b6r kommenzalis
baktériumok, ugymint az S. epidermidis és az S. hominis AMP termelésuk réven
védelmet jelenthetnek az S. aureus-szal szemben [83]. Az epidermalis barrier zavara
kovetkeztében a bér pH-ja emelkedik, mely szintén hozzajarul az S. aureus
elszaporodasahoz. A bér immunrendszere is hatast gyakorol a mikrobiota

Osszetételre. A bdr immunsejtjei altal termelt AMP-k a pathogén koérokozok
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kolonizaciojat gatoljak. AD-ben ezek kifejez8dése kisebb mértékl, mivel termeléstiket
meérseklik a bérbetegségre jellemzé Tn2 tipusu citokinek (IL-4, IL-5, IL-13). Az AMP
termelés csOkkenése ilyen médon hozzajarul a mikrobialis diszbidzis létrejottehez (3.
abra) [84].

2.2.6. Az velesziiletett immunitas szerepe AD-ban
AD-ben, a barrierkarosodas kovetkezményeként, fokozodik a koérnyezeti artalmak

bejutasa a bérbe. A kdrnyezetbdl érkez6 ingerek hatasara a KC-kban a TLR2 receptor
aktivalédasan keresztul egy IL-7 szer( citokin, TSLP szabadul fel, mely DC, NK sejt
és azok Th2 iranyu differencialédasat eredményezik. Ennek hatasara emelkedik a Th2-
tipusu citokinek (IL-4, IL-5, IL-13) termel6dése, melyek visszahatva a KC-kra tovabb
fokozzak azok TSLP felszabaditasat, és ilyen moédon, mintegy 6rddgi kort alkotva Th2

dominanciat hoznak Iétre [85-87].

Az AD-ban a KC-k altal termelt TSLP mellett egyéb betegség-specifikus citokinek (IL-
25 és IL-33) szintje is megnd, mely Th2 és innate lymphoid 2 sejtek (ILC2)
aktivaciéjahoz vezet. Ennek kdvetkeztében ezek a sejtek IL-5 és IL-13 citokineket

termelnek, és tovabb fokozzak a Tnh2-tipusu immunvalaszt [88].

Ahogy azt mar fentebb is emlitettuk, a veleszlletett immunitas fontos elemeiként
szamon tartott/részét képez6 AMP-k f6 forrasai a KC-k. AD-ben a legfontosabb
szereppel az CAMP és a human B-defenzinek (HBD-2, HBD-3) birnak, melyeknek
fontos szerepe van a pathogén dlés és a TJ integritasanak fenntartasaban. Viszont azt
is tudjuk, hogy a Th2 citokinek negativ hatassal vannak az AMP termelésre, igy
hozzajarulnak az infekciok kialakulasahoz az AD-s b&éroén, mely tovabb fokozza a
kdszdnhet6en szintén megnéhet a bakteridlis és virdlis fertzések esélye AD-s
betegekben [59, 89].

A DC-k morfologiailag és funkcionalisan meghatarozott alcsoportjaiba antigén
felvételre és bemutatasra szakosodott sejtek tartoznak. AD esetében a DC-k

emelkedett szamban vannak jelen, emellett egy dinamikus DC alcsoport eloszlast
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lathatunk a gyulladas kilénb6z6 fazisaiban. Az LC-k az AD-ben szenvedd betegek
lézionalis és nem-lézionalis bérteruletein egyarant jelen vannak. Ezek a sejtek az
egeszséges boérben 1évd LC-kkel ellentétben FceRl-et fejeznek ki, és az epidermiszbe
juté antigén hatasara beinditjak az immunvalaszt. Az AD-ra jellemzé masik DC
alcsoport az IDEC, melyek f6 feladata az iflammatorikus citokinek termelése és a
gyulladas folyamatanak fenntartasa. A pDC-k szinte teljesen hianyoznak az AD-s

bdérbél, mivel a Th2-tipusu citokinek a pDC-k apoptézisat okozzak [90-92] (3. abra).

2.2.7. Az adaptivimmunitas szerepe AD-ban
Az AD-ban a DC-khez hasonloan a T-sejtek szama is megné. A betegség akut és

kronikus fazisat mas-mas T-sejt populaciok aktivitasa jellemzi. Korabban a Th2-Thl
citokin valtassal jellemezték a kronikus gyulladas kialakulasat, az akut 1ézidkban pedig
a Tn2 sejtek szerepét emelték ki, ma mar azonban a betegségnek mind az akut, mind
a kronikus szakaban a Th2-Th22 sejtek és citokinmilli§ jelenlétét hangsulyozzak [93,
94].

A KC-kbdl felszabadulé IL-25, IL-33 és TSLP citokinek, valamint a CCL17 és CCL22
kemokinek hatasara az LC-k és a dDC-k aktivalt allapotba keruilnek. Az aktivalt DC-k
Th2 sejteket stimulalva, azokat IL-4, IL-5, IL-13 és IL-31 citokinek termelésére
serkentik. Ezek a citokinek a KC-kban génexpresszids valtozasokat indukalnak, a
barrier funkcio zavarat okozzak, valamint viszketési tuneteket produkalnak. Csokkentik
a terminalis differencialédasért felelés gének mikodését, a TJ-k felépitésében
szerepet jatsz6 CLDN expressziojat, az FLG-t, valamint egyéb a barriert felépit6
strukturalis fehérjék termelédését (LOR, IVL), igy jarulva hozza a barrier karosodas
létrejottéhez. A Tn2 sejtek altal termelt IL-4, IL-5, IL-13 negativan hat a KC-k AMP
produkcidjara, mely az AD-s béron az S. aureus infekciok kialakulasat segiti. Emellett
noveli a kallikreineket, melyek a korneodezmoszémak degradaciojaért felelések. Az
IL-31 okozza a pruritus kialakulasat, szintje jelentésen emelkedett AD-ban. Az akutbdl
kronikus fazisba torténé atmenetet egy jelentés Thl, Th22 és Tnh17 infiltracié jelzi, mely
a KC-ban olyan valaszokat indukal, hogy azok az epidermiszbe tovabbi immunsejteket
vonzzanak, megvaltoztassak a KC-k differencialédasat, és az epidermisz
megvastagodasat idézzék el [43, 55, 59, 62, 95, 96].

31



Az AD-s felnéttek és a gyermekek szérumaban és bdérlézidiban az IL-9 mennyisége is
emelkedett. Ez a citokin a Th9 sejtekb6l szarmazik. Az IL-9 feladata a T-sejtek
tulélésének, proliferaciojanak és a gyulladasos mediatorok szekréciojanak
szabalyozasa. Ezen kivil részt vesz az ILC-k aktivalasaban, melyekben fokozza az IL-
5 és az IL-13 termelést. A keratinocitakban az IL-9 vascular endothelial growth factor
(VEGF) felszabadulast indukal, mely 0sszefuggésben all az AD-ban megjelend
epidermalis valtozasokkal. Irodalmi adatok szerint az AD-s b6r és a szérum IL-9 szintjei
és a SCORAD (Scoring of Atopic Dermatitis), a szérum IgE és a CCL17 kdzott
korrelaciéo mutathatoé ki [55, 97].

A Tnh22-h6z kotheté markerek megndvekedett expresszidja figyelheté meg az AD akut
és kronikus fazisaban is. Utdbbiban ez még kifejezettebb. Az IL-22-t 6sszefiiggésbe
hoztak a betegség sulyossagaval. Emellett epidermalis hiperplaziat indukal, gatolja a

terminalis differencialodast és szabalyozza a bér barrier funkcidjat [55, 62, 97].

AD-ban a Tnl7 sejtek szerepe tovabbra is ellentmondasos. Azt gondoljak, hogy a
robusztus Th2 citokinszignal a Th17 immuntengelyre gatlé hatassal van. Az IL-17 jelen
van a bérlézidkban; itt a hamsejtek és a KC-k gyulladasos citokin termelését modositja,
valamint csOkkenti a FLG és barrier gének kifejez6dését [43, 55, 62, 95](3. abra).
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Célkitiizések

Kérdésfelvetés 1.: Homogén-e a SIS a topografiailag eltéré borteruleteken?

Az utdbbi évek kutatasai bebizonyitottak, hogy a mikrobiéta a topografiailag eltéré
bortertleteken jellegzetes diverzitast mutat, azaz nem egységes az egyes
bérrégidkban. igy példaul a zsiros (faggyumirigyben gazdag bér, pl. arc)
bértertleteken a Propionibacterium és a Staphylococci fajok, a nedves (apokrin
mirigyben gazdag bér pl. lagyékhajlat) tertleteken a Corynebacteria és a
Staphylococci speciesek vannak jelen, a szaraz (mirigyben szegény bdr, pl. labszar)
bérrégiokra pedig az Actinobacteria, Proteobacteria és Bacteroides egyes fajainak
jelenléte jellemzé [6, 82]. Viszont arra vonatkozé vizsgalatok mindezidaig még nem
zajlottak, hogy a mikrobiota és a kornyezete altal mutatott bér regionalis eltéréseket

koveti-e a bér immuntopografiai valtozékonysaga.

Ezért munkacsoportunk tobb évvel ezel6tt egy olyan széleskord vizsgalatsorozatot
kezdett el, melynek célja a SIS tanuimanyozasa kulonféle bérrégidkban egészséges
korilmények kozott, valamint egyes bérbetegségekben (pl. AD, rosacea, hidradenitis
suppurativa). Ezen kisérletek részeként PhD munkam soran a faggyumirigyben
szegény (,szaraz’) és faggyumirigyben gazdag (,zsiros”) egészséges bdérrégiok

immunmilidjének 6sszehasonlitd elemzését vegeztem el.

Kérdésfelvetés 2: Mik a vérben keringé DC-k jellemz6i AD-ben?

A T-sejtek mellett a DC-k tekintheték az AD pathogenezis f6 résztvevéinek, mivel mind
T-sejt polarizalé képességuk, mind pedig kdzvetlen citokin és kemokin termelésuk
révén hozzajarulnak az AD-re jellemz6 gyulladas kialakulasahoz. Nemrégiben
felmertlt, hogy a periférias vér un. pre-DC-i nemcsak a bér egészséges dermalis DC-
inek, hanem a bér gyulladasos DC-inek el6futarai is lehetnek [28, 98]. Ugyanakkor
kevés informacidval rendelkezink arra vonatkozéan, hogy a vér DC-i részt vesznek-e

AD-s betegekben a betegségre jellemz6 citokin-kemokin profil kialakitasaban.

Korabbi tanulmanyunkban kimutattuk, hogy az AD-s és az egészséges kontroll vér pre-
DC-inek T-sejt-polarizalé citokin termelése kozott kulonbség van [61]. Ezen
kisérletsorozatot folytatva, PhD munkam masodik felében, a sejtek részletes
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fenotipusos jellemzését végeztik el, kulonds tekintettel aktivalodasi és érési
szakaszaikra, valamint kemokin termelésikre. Ezen tulmendéen megvizsgaltuk azt is,
hogy az AD-s vér pre-DC-i kilénbdznek-e az egészséges egyének de novo mieloid
pre-DC-itdl, illetve a Staphylococcus enterotoxin B-vel (SEB) és TSLP-vel stimulalt (igy
egy AD-s mikrokdrnyezetet imitald) pre-DC-iktdl.
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Anyagok és modszerek

1. Vizsgalati anyagok gyiijtése és mintaeldkészités

A. Borbiopsziak
A teljes vastagsagu bérbiopsziakat (0.5-1 cm?) 20 plasztikai miitéten atesett donorok

normal bérteruleteirél vettuk (10-et SGP, 10-et pedig SGR bdértertletekrél). A mitéti

beavatkozasok el6tt a donorok a Helsinki Deklaracio iranyelveinek megfeleléen,

irasbeli hozzajarulasukat adtak mintaiknak kutatasi célbdl torténé felhasznalasahoz (3.

tablazat).

3. tablazat Az RNS szekvendlasi, Kvantitativ Valos-idejii Polimeraz Lancreakcié (QRT-PCR) és
immunhisztokémiai (IHC) vizsgalatokra felhasznalt teljes vastagsagu bdrbiopsziak o6sszefoglald

tablézata
Donorok Eletkor Nem Lokalizacié Faggyurnlrlgyek
szama
SGP bér (n=10)
SGP 1 77 Férfi Labszar -
SGP 2 85 Férfi Labszar -
SGP 3 72 N6 Alkar -
SGP 4 81 N6 Alkar -
SGP 5 40 Férfi Alkar -
SGP 6 72 \[o] Alkar -
SGP 7 86 N6 Kézfej -
SGP 8 56 \[o] Labszar -
SGP 9 64 Ferfi Labszar -
SGP 10 56 N6 Labszar -
Atlag életkor+SD 68.9+14.8
SGR bér (n=10)
SGR 1 77 N6 Hajas fejbér +
SGR 2 62 Férfi Allkapocs ++
SGR 3 57 N6 Orr +++
SGR 4 61 N6 Orr +++
SGR 5 42 N6 Lapocka ++
SGR 6 38 NG All ++
SGR 7 56 Férfi Vall +++
SGR 8 47 Ferfi Hajas fejbér ++
SGR 9 19 N6 Arc (k0zéps6 rész) +++
SGR 10 66 Férfi Arc (oldalsé rész) +++
Atlag életkor+SD 52.5+16.5

A bérmintak csoportositasa az altalunk felallitott pontrendszer alapjan tortént a faggyuamirigyek szamat

és nagysagat

figyelembe véve,

a

fénymikroszkop

10x-es nagyitasa

mellett. Negativ

(-) minta: az egységnyi terlletre es6 faggyumirigyek szama n<1; pozitiv (+) minta: az egységnyi terlletre
esd faggyumirigyek szdma nz3; a faggyumirigy terilete %-ban kifejezve a dermalis felszinhez képest:

(+): 5-15%, (++): 15-30%, (+++): >30%.
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A tanulmanyt a Debreceni Egyetem Helyi Etikai Bizottsaga hagyta jova. Az 6sszes
biopsziat 2 részre vagtuk. A mintak egyik felét immunhisztokémiai vizsgalatok végzése
céljabol formalinos fixalast kovetéen paraffinba agyaztuk, masik felét RNAlater nevi
reagensbe (Qiagen, Hilden, Németorszag) helyeztitk és az RNS izolalas
megkezdéséig -70°C-on taroltuk. A Hematoxylin-Eosin festést kdvetéen a mintakat a
faggyumirigyek szama alapjan 2 csoportba soroltuk. A szOvettani metszeteket a
fénymikroszkop 10x-es nagyitasan vizsgaltuk, és a mintat SGP-ként definialtuk, ha az

egységnyi teruletre esé faggyumirigyek szama n<1, és SGR-ként, ha n=3 volt.

B. Vérmintak
Periférialis vérmintakat gyjtéttink 12 kréonikus (sulyos) AD-ben szenvedd pacienstél

(8 férfi, 4 n6, atlag életkor: 25.5+7.5), mig egészséges kontrollként 10 buffy coat-ot
hasznaltunk. Az Osszes beteg teljesitette a Hanifin és Rajka altal felallitott
diagnosztikai  kritériumokat. A tanulmanyban résztvevé paciensek sulyos
bortunetekkel rendelkeztek, a vérvételt megel6zéen minimum 4 hétig nem részesultek
oralis glukokortikoid vagy mas szisztémas immunmodulans kezelésben, valamint anti-
hisztaminnal vagy topikalis kortikoszteroidokkal sem lettek kezelve a veérvétel el6tti
minimum 5 napban. A betegség sulyossagat a SCORAD index alapjan allapitottuk
meg (49.31x11.1), ezen kivll a total szérum IgE szintek is meghatarozasra kerultek
(2.598£1.402 kU/). A hiper IgE szindroma (HIES) klinikai pontrendszere alapjan az
0sszes betegnél kizartuk ezen szindroma lehet6ségét). A betegek a Helsinki
Deklaracio iranyelveinek megfeleléen, irasbeli hozzajarulasukat adtak mintaiknak
kutatasi célbdl torténd felhasznalasahoz. A tanulmany a Debreceni Egyetem Helyi

Etikai Bizottsaganak jovahagyasaval készult.

2. RNS izolalas, Reverz Transzkripcié és QRT-PCR
Az 6sszes mintat a bor alatti zsirszovet eltavolitasat kdvetéen Tri Reagens oldatban

(Sigma-Aldrich, Dorset, UK) homogenizaltuk egy Tissue Lyser (Qiagen, Hilden,
Németorszag) elnevezésl szovet lizald készllék, és a hozzatartozd, el6zbleg
autoklavozott acél golydk segitségével, majd totdl RNS-t izolaltunk a human
(Thermo Scientific, Bioscience, Budapest, Magyarorszag) segitségével hataroztuk
meg. Az RNS mintak minéségét Dr. Poliska Szilard, a Debreceni Egyetem Genomi
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Medicina és Bioinformatikai Szolgaltatd Laboratériumanak kutatdasi munkatarsa
ellendrizte Agilent 2100 BioAnalyser (Agilent Technologies, Santa Clara, CA, USA)
hasznalataval. A reverz transzkripcios kisérletek kivitelezéséhez minden esetben 1ug
total RNS-t irtunk at komplementer DNS-sé (cDNS) High Capacity cDNA Archive Kit-
et hasznalva, a gyartdé altal ajanlott utasitasokat és hé protokollt kovetve. Ezt
megel6z6en a mintakat DNaz | enzim (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA)
kezelésnek vetettuk ala, kikuszobdlend6 az esetleges genomialis DNS
szennyezddést. A QRT-PCR mérések soran a reakciokat triplikdtumokban végeztik,
és a gyarto altal tervezett FAM-MGB assay-ket, valamint TagMan® Gene Expression
Master Mix-et alkalmaztunk (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA; Life
Technologies, Carlsbad, CA, USA). A mérésekhez hasznalt primerek listaja a 4.
tablazatban talalhaté. Az 6sszes reakciot egy LightCycler® 480 System (Roche
Magyarorszag Kft., Budadrs, Magyarorszag) berendezésen futtattuk le. A célgének
relativ. mRNS szintjeit az 0sszehasonlitd6 AACT mddszerrel hataroztuk meg, a

normalizalas minden esetben a PPIA mRNS expresszidjara tortént.

4, tablazat A QRT-PCR kisérletek soran hasznalt primerek

Célgén Assay ID Célgén Assay ID Célgén Assay ID Célgén Assay ID

CAMP | Hs00189038_m1| CCL23 |Hs00270756_m1 | KRT17 | Hs00356958 m1| PPIA | Hs99999904 m1l

CCL2 |Hs00234140_m1| CCL24 |Hs00171082_m1 | KRT79 | Hs00418343_m1 | S100A7 | Hs00752780_s1

CCL3 | Hs00234142_m1 | CLDN16 | Hs00198134 _m1 | LCE1F | Hs00820275_sH | S100A8 | Hs00374264_g1

CCL19 | Hs00171149_m1 | DEFB4B | Hs00175474_m1 | LCN2 | Hs01008571_m1 | S100A9 | Hs00610058_m1

CCL20 | Hs00355476_m1| FLG | Hs00856927 gl | LOR | Hs01894962_ sl

3. RNS szekvenalas és analizis
A szekvenalashoz hasznalt cDNS konyvtar elballitasa 1ug telies RNS-bél TruSeq RNA

Sample Preparation Kit (lllumina, San Diego, CA, USA) segitségével tortént a gyartd
altal meghatarozott protokoll szerint. Nevezetesen, a poli-A végli RNS-ek tisztitasa
oligodT-konjugalt magneses gyongyokkel, mig fragmentalasuk 94°C-on 8 percig
zajlott. Ezt kdvetben az egyszalu cDNS molekulak eléallitasa random primerek és
SuperScript Il reverz transzkriptdz enzim (Life Technologies, Carlsbad, CA, USA)

felhasznalasaval tortént. A folyamat kovetkez6 |épésében a kettbésszalu cDNS
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szintetizalasat, a duplaszalu cDNS vég javitasat és a 3’ végek adenilalasat hajtottk
végre, melyet az lllumina index adapterek mintahoz torténé ligalasa kdvetett. Ezutan
az adaptor ligalt cDNS fragmensek PCR-rel torténé felsokszorositasa kovetkezett. A
cDNS fragment méret eloszlasok és a molaritas ellen6rzése Agilent BioAnalyzer
DNA1000 chip (Agilent Technologies, Santa Clara, CA, USA) miszerrel tortént. A
szekvenalas el6tt az RNS-szekvencia konyvtarakat 10nM-os koncentraciora
higitottuk, majd az 5 konyvtarbol egy mix készult. A szekvenalas egy lllumina HiScan
SQ készuléken (lllumina, San Diego, CA, USA) zajlott, egyiranyu 50bp-os szekvencia
leolvasassal (ez mintanként 16-18 milli6 olvasat létrejottét eredményezte). A
mindségellendrzést és az un. de-multiplexelést CASAVA szoftverrel végeztik. Ezutan
a TopHat és Cufflinks algoritmusok alkalmazasaval a szekvenalt adatok raillesztése a
Human Genom v19-re, valamint a bam fajlok legeneralasa is megtortént. A tovabbi
statisztikai analizisekhez a StrandNGS szoftvert hasznaltuk, mig a bam fajlok
importaldsa és normalizalasa a DESeq szoftver hasznalataval valosult meg. A
statisztikailag szignifikans génexpressziés mintazatok azonositasa a felallitott
kondiciok kozott nem-paraméteres Wilcoxon Mann-Whitney teszttel tortént. A
konyvtarkészités, a szekvenalas és az azt kovetd adat analizis a Debreceni Egyetem
Genomi Medicina és Bioinformatikai Szolgaltaté Laboratériumaban Dr. Pdéliska Szilard
kozremikodésével valosult meg. Az RNS szekvencia adatokat a Sequence Read
Archive (SRA) adatbazisba (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/sra) toltéttik; az adatok az
SRP126212 refencia szam alatt érhetdk el.

4. Utvonal analizis
A gének megfeleld utvonalakhoz torténd hozzarendeléséhez egy interaktiv

utvonalelemzést végeztink el az Ingenuity Pathway Analysis (IPA) szoftver (Qiagen,
Valencia, CA, USA) web-alapu applikacidjanak segitségével, annak alapértelmezett
elemzési paramétereinek felhasznalasaval. Az altalunk betaplalt génlista azokat a
géneket tartalmazta, amelyek szignifikansan eltér6 génexpressziét mutattak az SGR
és az SGP mintacsoportok kozo6tt. Az analizis célja az volt, hogy prediktalja azokat az
over-reprezentalt (azaz szignifikans mértékben feldasult”) utvonalakat, gén
hal6zatokat és ,upstream” regulator molekulakat (transzkripcids faktorok, citokinek,
kemokinek), amelyek segithetnek a 2 bérrégié kozotti funkcionalis és molekularis

kuldnbségek karakterizalasaban. A génlistat a StrandNGS szoftverbél kézvetlenul az
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IPA szoftverbe importaltuk, hogy elvégezhessik az IPA Core Analizist. Ennek
altalanos beallitasai a kdvetkezdk voltak:
1. A Fold Change értékek megadasa
Referencia szett megadasa: Ingenuity Knowledge Base (csak a gének)
A génszimbdélumok megadasa
Faj megjeldlése: Homo sapiens
A kapcsolatok tartalmazzak a Direkt és Indirekt kapcsolatokat
p hatarérték: 0.05
Tartalmazzon endogén molekulakat
Prediktalja:

a. A betegségeket és bioldgiai funkciét

© N o g M w D

i. Betegségek és zavarok
ii. Molekularis és cellularis funkcidk
iii. Fiziologiai rendszerfejl6dést és funkciokat
b. A kanonikus utvonalakat
c. A molekulakat

d. Az upstream regulatorokat

Az IPA analizissel azonositott immunrendszerhez kotheté molekulakat, valamint a
jelenlegi és el6z6 tanulmanyunkban [9] QRT-PCR és immunhisztokémiai
modszerekkel detektalt, szignifikans kulonbséget mutatdé molekulakat egy fokuszalt
utvonal analizisnek is alavetettik. Ehhez a Cytoscape (www.cytoscape.orq) szoftver
(v. 3.5.1) CluoGo (v.2.3.5) és CluePedia (v. 1.3.5) applikaciéit alkalmaztuk, melyek a
Gene Ontology (GO) Biological Process (BP), GO Immune System Process (ISP), GO

Molecular Function (MF), Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes (KEGG) és
Reactome Pathways adatbazisokat hasznaljak. A szigoru analizisunk soran, csak a
statisztikailag szignifikans mértékben (p <0.05) ,feldusult” dtvonalakat, valamint azokat
a biologiai folyamatok részét képezd csoportokat abrazoltuk, melynek tagjai kozott
minimum 9 olyan gén szerepelt, melyet a mi bemend (betaplalt) génlistank is
tartalmazott.
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5. IHC és rutin festések
Az immunhisztokémiai vizsgalatokra a paraffinba agyazott szovetekbdl metszeteket

készitettink, majd azokat deparaffinaltuk. A deparaffinalasi lépést kovetben a
metszeteket rehidraltuk, majd héindukalt antigénfeltarast végeztiink, és az endogén
peroxidazok gatlasara 10 perces 3%-0s H202-dal torténd el6kezelést alkalmaztunk. A
festések soran hasznalt els6dleges anti-human antitesteket az 5. Tablazatban

foglaltam Ossze.

5. tablazat Az IHC vizsgalatok soran alkalmazott els6dleges antitestek

Antitest neve Klonalitas Izotipus Higitas Gyarto Katalégus szam
S100A8 Poliklonalis nyul, IgG 1:800 Sigma-Aldrich HPA024372
Lipocalin/NGAL | Poliklonalis nyul, IgG 1:600 Invitrogen PA5-32476
CCL2/MCP1 Monoklonalis | egér, IgG 1:300 Novus Biologicals NBP2-22115
CCL20/MIP-3-a | Monoklondlis | egér, IgG 1:100 LifeSpan Biosciences LS-B7409
KRT17 Poliklonalis nyul, 1gG 1:100 Abcam ab53707
Loricrin Monoklonalis | nyul, IgG 1:400 Novus Biologicals NBP1-33610
Filaggrin Monoklonalis | egér, IgG 1:300 Abcam ab17808

Az els6dleges antitesttel torténd inkubalasok egy éjszakan keresztil 4°C-on nedves
kamrakban zajlottak. Ezutan HRP-konjugalt anti-egér/anti-nyul masodlagos
antitesteket alkalmaztunk (15 perces inkubalas nedves kamraban a gyarté ajanlasa
alapjan). Az antitesttel torténé inkubalas el6tt és utan a mintakat 3-szor 5 percig
mostuk, mig az immunjelek el6hivasara Vector® VIP és InmPACT™ NovaRED™ Kit-
et (VECTOR Laboratories, Burlingame, CA, USA) hasznaltunk. A hattérfestés metil-
zolddel tortént. Az adott fehérje detektalasa minden metszeten parhuzamosan, egy
idében zajlott, hogy a fehérjeszintek dsszehasonlithatoak legyenek. Minden festés
esetében hasznaltunk pozitiv, negativ és izotipus kontrollokat a megfelel6
normalizalas érdekében. A mintakon Hematoxylin-Eosin festéseket is végeztink. A

faggyumirigyek szamanak meghatarozasa pathologus altal tortént.

6. Whole-slide imaging
A szOvettani metszetek digitalizalasat egy Zeiss sima-apokromatikus objektivvel és

Hitachi 3CCD progressziv scan color kameraval felszerelt Pannoramic SCAN digitalis

metszet szkennelbvel végeztuk el. Az immunfestések kiértékelésére a Pannoramic
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Viewer 1.15.2 szoftver (3DHistech) HistoQuant és NuclearQuant applikacidjat
hasznaltuk. Ezt kdvetéen kivalasztottuk a vizsgalni kivant teruleteket (Regions of
interest (ROI)) (n=20/metszet). A ROI-k kijel0lése ,vakon” [az adott bérminta terlleti
eredetének (SGR, SGP) ismerete nélkil] tértént olyan modon, hogy a kijeldlt terllet
reprezentalja a teljes bérmetszet festédési mintazatat. Majd a szoftver segitségével
lemértik az osszteriiletet (Field area [FA (mm?)]) és a maszkolt teriiletet (Mask area
[MA (mm?)]). Az FA a ROI-k osszteriletét mutatja, az MA reprezentalja a pozitiv
terlletet. Az MA/FA értékeket minden ROI esetében kiszamoltuk. Az egyes fehérjék
mennyiségének meghatarozasa két fliggetlen vizsgalé altal tértént a Pannoramic

Viewer szoftver segitségével.

7. Sejtizolalas és sejttenyésztés
A Periférialis Vér Mononuklearis Sejtek (Peripheral Blood Mononuclear Cells, PBMC)

kinyerése az egészséges kontrollok és az AD-s betegek periférias vérébdl Ficoll-
Pague Plus (GE Healthcare Bio-Science AB, Uppsala, Svédorszag) gradiens
centrifugalassal tértént. A PBMC-kbél ezt kdvetéen CD1c* (BDCAL1*) Dendritic Cell
Isolation Kit (Miltenyi Biotech GmbH, Bergisch Gladbach, Németorszag) segitségével
a gyarto altal el6irt utasitasokat kdvetve CD1c* mieloid DC-ket izolaltunk. A kiszeparalt
DC-ket 1% antibiotikum mix-et (PAA Laboratories GmbH, Pasching, Ausztria) és 10%
fotalis borju szérumot (FBS) tartalmazoé (Lonza Group Ltd., Bazel, Svajc) RPMI 1640
médiumban (Miltenyi Biotech GmbH) tenyésztettik 48 o&ran keresztul, azok
stimulalasat 30 ng/ml TSLP (eBioscience Inc., San Diego, CA, USA) és 100 ng/ml
Staphylococcus Enterotoxin B (SEB) (Sigma-Aldrich Co., St. Louis, MO, USA)
jelenlétében végeztiik. A DC-ket (5-6x10°) 96-lyuku sejttenyésztdé edényekben 200 pl
tenyészté médiumban tartottuk fent, feluluszojukat kemokin vizsgalatokra hasznaltuk
fel. Mivel a kisérletek soran relative kevés sejt volt kinyerhetd, igy a frissen izolalt
sejteken Fluoreszcencia Aktivalt Sejtvalogatas és Analizis (Fluorescence Activated
Cell Sorting, FACS) vizsgalatokat nem tudtunk végezni; azonban el6zetes kisérleteket
végeztink annak lehetéségét kizarva, hogy a sejtek fenntartasa szignifikansan

modosithatja-e a sejtfelszini marker vizsgalatok eredményeit.

8. A DC-k fenotipusanak karakterizalasa
Az inkubaciét kovetben a dendritikus sejteket 0sszegyUjtottik, majd 5% FBS-t és

0.5mM EDTA-t tartalmazé foszfat pufferrel (PBS) mostuk, végul FACS pufferben [1%
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marha szérum albumint (BSA) tartalmazé PBS] vettik fel, és szétosztottuk egy 96-
lyuku sejttenyészt6 edény 4 férdhelyébe (1-et negativ kontrollként, 1-et izotipus
kontrollként, 2-6t pedig a festésre felhasznalva). A sejteket a kovetkezs festékkel-jelolt
sejtfelszini marker specifikus antitestekkel festettik meg: APC-Cy7 anti-human CD1c
és PerCP-Cy5.5 anti-human CD11c (a CD1c*/CD11c* azonositasara), APC anti-
human CD1a és APC anti-human CD207 (az LC kizarasara), PE anti-human FceRlI,
APC-Cy7 anti-human CD206, PerCP-Cy5.5 anti-human CD83 and PE anti-human
CD86 (a sejtek jellegzetességeinek, érési és aktivacids allapotanak vizsgalatara). A
festések soran alkalmazott izotipus kontrollok a kdvetkez6k voltak: PE egér IgG2b, «
izotipus kontroll, APC egér IgG1, k izotipus kontroll, PerCP/Cy5.5 egér IgG1, K izotipus
kontroll, APC/Cy7 egér IgG1, K izotipus kontroll (Biolegend, San Diego, CA, USA). A
sejteket 30 percig 4°C-on fénytdl elzart kdrilmények kézott inkubaltuk az antitestekkel.
A megfestett sejteket FACS pufferes mosast kévetdéen Intracellular Fixation Buffer
(eBioscience, San Diego, CA, USA) reagenssel fixaltuk 20 percig
szobah&mérsékleten, fénytdl elzart korilmenyek kozott. A sejteket a fixalast kdvetden
mostuk, és a mérés megkezdéséig FACS pufferben tartottuk 4°C-on. A sejtfelszini

markerek expressziojat aramlasi citometriaval vizsgaltuk.

9. Aramlasi citometria
Az aramlasi citometrias vizsgalatokat 96-lyuku sejttenyésztdé edényben, fixalt sejteken

végeztuk egy BD FACS Array készuléken (Becton Dickinson, San Jose, CA). A sejtek
detektalasahoz, valamint a szennyezOdések és az Osszecsapzodott sejtek
kizarasahoz Forward (FSC) és Side Light Scattert (SSC) alkalmaztunk. A PE
fluoreszcens jelet egy 532nm-es lézerrel gerjesztettuk, a detektalas 585/42nm-es
savsziré filterrel tortént. Az APC jelet 635nm-es |ézerrel gerjesztettik, és 660/20nm-
es filterrel detektaltuk. A PerCP-Cy5.5-festéket 532nm-es lézerrel 695/40nm-es
filterrel, mig az APC-Cy7-festett mintakat 635nm-es lézer segitségével gerjesztettik
és 780/60nm-es filter alkalmazasaval detektaltuk. Egy-egy mintabdl 100.000-500.000
sejt kerUlt lemérésre. Az exportalt adatok kiértékelése FCS Express 4 Flow Cytometry

szoftver (De Novo Software, Los Angeles, CA, USA) segitségével tortént.
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10.Kemokin Array vizsgalatok
A kemokin termelést a Proteome Profiler Human Chemokine Array (R&D Systems,

Abingdon, UK) segitségével hataroztuk meg a gyarto altal el6irt protokollt kdvetve az
el6zbleg frissen izolalt stimulalatlan sejtek fellluszojabdl (5 AD-s és 5 egészséges

kontroll mintabdl, 1asd a 6. tablazatban jeldlve).

11.ELISArray és konvencionalis ELISA vizsgalatok
A CCL3, CCL4, CCL5, CXCL10, CCL17, CCL22 kemokinek felszabadulasat 5 AD-s

és 5 egészseéges kontroll mintabdl vizsgaltuk a Human Common Chemokines Multi-
Analyte ELISArray kit (Qiagen, Hilden, Németorszag) segitségével a gyartoi
utasitasokat kdvetve. Az AD pathogenezisében fontos szerepet jatszé6 CCL17, CCL18
és CCL22 kemokinek mennyiségének pontos meghatarozasat a CCL17/TARC, a
CCL18/PARC és a CCL22/MDC Quantikine ELISA kitekkel (R&D Systems,
Minneapolis, MN, USA) végeztik el a gyarté altal el6irt médon. A konvencionalis
ELISA kisérletek esetében a stimulalatlan és stimulalt sejtek fellluszoit egyarant

vizsgaltuk (lasd a 6. tablazatban jeldlve).

6. tablazat Az AD-s betegek adatai

Betegek Eletkor Nem SCORAD Emelkedett IgE

szint

1.** 40 Ferfi 55 Igen

2. 37 Férfi 72 Igen

3.* 25 NG 41 Igen

4.* 22 Ferfi 39 Igen

5. % 25 \[o] 42 Igen

6. 10 Ferfi 38 Igen

7. % 25 N6 41 Nem elérhet6

8.* 23 Férfi 52 Igen

9.* 23 Ferfi 59 Igen

10. * 25 N6 51 Igen

11, ** 23 Férfi 39 Igen

12, ** 28 Férfi 63 Igen

Atlag életkor+SD 25.5%7.5

Szérum IgE referencia tartomany: 0-100 kU/L. A tablazatban *-gal jel6lt betegek DC-inek felliluszojat
hasznaltuk a kemokinek Proteome Profiler Array segitségével torténé azonositasara. A tablazatban **-
gal jelolt betegek DC-inek fellluszéjat hasznaltuk az ELISArray és a konvencionadlis ELISA kisérletekhez
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12. Statisztikai analizis

A. Borbiopsziakkal végzett kisérletek esetében
A statisztikai analiziseket a 6-os verzioju GraphPad Prism szoftver (GraphPad
Software Inc., San Diego, CA, USA) segitségével veégeztik el. A két csoport kozotti
statisztika Osszehasonlitdsra parositatlan (kétmintas) t-prébat alkalmaztunk. A
csoportok kdzotti kilonbségeket atlag+SEM formatumban adtuk meg. A statisztikailag
szignifikans kuldnbségek hatarat a p <0.05 értéknél allapitottuk meg (*p <0.05; **p
<0.01; ***p <0.001).

B. Vérmintakkal végzett kisérletek esetében
A statisztikai analizishez a 18.0 verzioju SPSS szoftvert hasznaltuk (SPSS, Chicago,

IL, USA). Az adatok eloszlasanak megallapitasara a Kolmogorov-Smirnov tesztet
alkalmaztuk. Az egyes valtozok esetében meghatarozasra kerult az atlagt95%-os
megbizhatdsagi tartomany (95% MT), vagy az atlagtszéras (SD). Mivel az adatok
normal eloszlast mutattak, a kisérleti adatok 6sszehasonlitasat kétmintas t-prébaval
végeztuk el. A vizsgalt adatok varianciajanak homogenitasat F-proba segitségével

elemeztik. Mindegyik teszt esetében a szignifikancia szint p <0.05 volt.
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Eredmények

l. Kiilonb6z6 egészséges borteriletek immuntopografiai jellemzése

I.1. Az RNS szekvenalas és az IPA analizis jelentds kiilonbségeket tar fel az
SGR és az SGP bérteriileteket k6zott

1.1.1. RNS szekvenalas

Ahhoz, hogy mélyrehatéan analizaljuk az SGR és SGP bérrégiok kozotti eltéréseket,
RNS szekvencia analizist hajtottunk végre 6 SGR és 7 SGP donor teljes vastagsagu
bérbiopszidinak lizatumabdl izolalt RNS-ekbdl. Ezt kovetbéen — a szekvenalas
eredményeként kapott adataink felhasznalasaval — un. hétérképet (heatmap) (5.a
abra) és Principal Component Analysis (PCA) abrakat (5.b abra) készitettlink a
StrandNGS szoftvert alkalmazva. A szoftver altal automatikusan generalt hétérkép
célja, hogy az adott bérteruletekrél (SGP vagy SGR) szarmazd mintak génexpresszios
profiia alapjan bizonyitékot szolgaltasson a két bértertletet érinté azonosithatd
kuldnbségekrél. Kiemelendd, hogy a szoftver altal generalt hétérkép alapjan a két régio
génexpressziés mintazata egyértelmlien elkllonitheté volt egymastdl. Ehhez
hasonléan a PCA abra (melyet szintén a szoftver készitett) is ravilagitott a mar elébb
emlitett kilonbségekre a két régio kozott. A PCA elemzést mutaté abran minden pont
egy egyéni bérmintat reprezental (a pontok szinei az SGP és SGR bérterlleteket
jelzik), mig az egyes pontok kdzotti tavolsagok a mintak génexpresszios profiljai kozotti
kulonbségek mértékét reprezentaljak. Ezek alapjan egyértelmlen latszik, hogy az
azonos szinl pontok két kilonb6z6 csoportba rendezédnek (piros: SGP, kék: SGR),
valamint, hogy a piros és kék csoportok kozott jelentds tavolsagok vannak. Fontos
emellett hangsulyozni, hogy a hétérkép és PCA abrak azt is jelzik, hogy egy adott
csoporton (SGP vagy SGR) beliil a csoporthoz tartozé mintak eredetiktél (azaz a test
pontos bérrégidjatol) fuggetlentl hasonlé génexpresszids profilt mutatnak. Ez
figyelhetd meg a hétérképen a mintak szinrendszere alapjan is (piros: magasabb
expresszio, kék: alacsonyabb expresszid), mikozben a PCA abran az egy adott
régiohoz tartozo pontok relative kis tavolsagra talalhaték egymastél a masik régiohoz

tartozé pontokhoz képest.

Az SGR és SGP mintak génexpresszios profiljanak eltéréseit a Mann-Whitney nem-
paraméteres statisztikai teszttel (p<0.05) hataroztuk meg. Ezzel az elemzéssel 1083
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gént azonositottunk, melyek statisztikailag szignifikansan eltéré kifejezé6dést mutattak
az SGR boérteruleten az SGP bérterulethez viszonyitva. Ezekbdl 672 gén magasabb,

mig 411 gén alacsonyabb expressziét mutatott az SGR szovetben.
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5. abra A StrandNGS szoftver altal generalt heatmap és PCA

a. A heatmap-et a StrandNGS szoftver automatikusan generalta az SGR (n=6) és SGP (n=7) b&rrégiok
kozott szignifikansan (p <0.05) eltérd expressziét mutatd génekbdl. Az abran jol l1athatd, hogy a szoftver
a 2 mintacsoportot egyértelmiien elkulénitette egymastél a mintdk kilénbdz6 génexpresszids profilja
alapjan. Ezt szemlélteti a hétérképen a mintak szinrendszere (piros: magasabb expresszid, keék:
alacsonyabb expressziod). b. A szoftver altal készitett PCA abra megjeleniti az 6sszes szekvenalt mintat.
Az abran talalhaté pontok egy-egy egyedi b6érmintat reprezentalnak, a pontok szinei a minta tipusat
jelzik (piros: SGP, kék: SGR), a pontok kozotti tavolsagok a mintak génexpresszids profiljai kdzotti
kildnbségeket mutatjak.

1.1.2. Ingenuity Pathway Analizis
A fent emlitett 1083 gént az Ingenuity Pathway Analysis (IPA) szoftvert hasznalva 2

kilonbdz6 tipusu funkcionalis, standard, nem-restriktiv Utvonal analizisnek vetettlik
ala.
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6.a dbra A nem-restriktiv Kanonikus IPA Utvonal Analizis eredményei

A nem-restriktiv Kanonikus IPA Utvonal Analizis 40 szignifikans biolégiai Utvonalat azonositott,
melyeket az IPA szoftver a meghatarozott szignifikancia szintek alapjan sorbarendezte. Ebbél a 40
kanonikus utvonalbdl a szignifikancia sorban megjelend elsé 14, a lipid metabolizmusban jatszik
szerepet (pl. LXR/RXR aktivacié, FXR/RXR aktivacio, Sztearat bioszintézis I., stb.). A szignifikancia
sorban az IL-17 utvonal volt az elsé legszignifikansabb utvonal, mely b&r immunfunkcidkhoz kéthetd.
Emellett az egyetlen Utvonal, mely valamelyest kapcsolatba hozhaté bér immunmikddésekkel, az
LPS/IL-1 altal szabalyozott RXR funkcié gatlasa volt.
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6.b d@bra A nem-restriktiv Kanonikus IPA Utvonal Analizis eredményei

A kanonikus utvonalak kézoétt megjelent az IL-17 utvonal is. Az abran lathatd, hogy a makrofagokban
és a T helper sejtekben zajl6 citokintermelés kulénbdzdképpen szabdalyozddik az IL-17A és IL-17F
molekuldk altal. A mi génlistakban is szerepl6 gének lila szin( keretbe vannak foglalva.

El6sz6r a nem-restriktiv kanonikus utvonal analizist (canonical pathway analysis)
végeztik el, amely 40, statisztikailag szignifikans mértékben ,feldusult” (azaz az SGR
mintakban az SGP régiokhoz képest kulonb6zdé mértékben megjelend) utvonalat
azonositott; ezeket a program automatikusan, a szignifikancia szintek alapjan rendezte
sorba (6.a abra). A 40 kanonikus utvonalbdl a szignifikancia sorrendben megjelend
els6 14 a lipid metabolizmushoz volt kdthetd (példaul LXR/RXR aktivacio, FXR/RXR
aktivacio, Sztearat bioszintézis I., stb.). Ez a jelenség nem volt szamunkra meglepd,
mivel a 2 bértertlet definicidszerl anatomiai kilonbségei (a faggyumirigyek jelenléte
vagy hianya) elére vetitették ezeket az eredményeket. Az elsé szignifikans,
kifejezetten a bér immunrendszeréhez tartoz6 utvonal az IL-17-kapcsolt jelpalya volt
(6.b abra); emellett egyetlen, a bér immunmikodéseihez részben kapcsolodo utvonal
az ,LPS/IL-1 altal medialt RXR funkciégatlas” volt.

Kovetkez6 1épésként egy regulator IPA elemzést (regulatory IPA analysis) hajtottunk
végre. Ez az analizis 8 olyan jelpalyahal6zatot tart fel, melyekben szamos, az RNA
szekvencia analizis soran azonositott génpanelhez kapcsoléddéan azonositotta az
Lupstream” regulatorokat, valamint a ,downstream” cellularis valaszokat. Ezek kozul 3
olyan halozatot azonositottunk, melyek az immunoldgiai folyamatok és szignalizacios
utvonalak részeként az IL-17-kapcsolt jelpalyakban szerepl6 molekulakat
tartalmaztak, ugymint a CCL2-t, S100A8-at és S100A9-et; a tobbi 5 haldzat, hasonldéan
a fentiekhez, a zsiranyagcseréhez volt kothet6 (7. abra).
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7. abra A Regulator IPA Analizis eredményei

A Regulétor IPA Analizis eredményeként megjelentek a cellularis- és lipid metabolizmushoz kéthetd
regulator halézatok. Az elemzés 8 szignalutvonal halézatot eredményezett, melybél 5 a lipid
metabolizmussal kapcsolatos (7.a abra), mig a masik 3, nagymértékben atfed6, a bér
immunrendszerhez kapcsolhatd regulator halézat (7.b abra) volt. Ezek a halézatok immunoldgiai
folyamatokban jelennek meg és IL-17-hez koéthetd molekuldkat tartalmaznak (CCL2, S100A8 és
S100A9).

1.1.3. Tovabbi analizis és validacios stratégiak
A kétféle utvonal analizis, valamint korabbi, a munkacsoportunk altal publikalt [9]

eredmények is ravilagitottak arra, hogy az SGR és SGP bérteruletek kozott jelentés
kuldnbségek érheték tetten a veleszlletett és adaptiv immunvalaszban, valamint a
permeabilitasi barrier kialakitasaban résztvevé molekulak kifejez6dését illetéen. Ezt
megerGsitendé egy masik moddszer (QRT-PCR) segitségével, szamos gént
kivalasztva, ,visszaellenériztik” az expressziés mintazatokat (validalas) — egy

megnovelt mintaszamot (SGP: n=10, SGR: n=10) felhasznalva.
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Az RNS szekvenalasi adatainkat, valamint az irodalmi adatokat is figyelembe véve, a
validalas soran a bér immunrendszer vizsgalni kivant legfontosabb molekulait 5
csoportba rendeztiuk:

1. AMP-k
Kemokinek
Barrier molekulak

Pro-inflammatorikus molekulak

a bk~ 0N

T helper sejtekhez kotheté molekulak

Mivel szerettuk volna megtudni, hogy a 2 mRNS-alapu modszer (RNS szekvenalas és
QRT-PCR) eredményei mutatnak-e hasonlésagot a kivalasztott gének expresszios
szintjeinek valtozasat és annak iranyultsagat illetéen, ezért a QRT-PCR technikaval
detektalt mRNS transzkript szinteket dsszehasonlitottuk az RNS szekvenalas altal

szolgaltatott adatokkal (7. és 8. Tablazat).

Az Osszehasonlitd elemzés soran azt tapasztaltuk, hogy a vizsgalt gének nagy
részének kifejez6dése, valamint azok valtozasanak iranyultsaga hasonlé volt a két
modszerrel torténd meghatarozas esetében. Néhany esetben emellett szignifikans
kulonbséget tudtunk detektalni a megndvelt mintaszamon elvégzett QRT-PCR
mérésekkel annak ellenére, hogy bizonyos gének expresszidja (S100A7, DEFB4B,
LCN2, CCL20, CCL24, IL-1B és KRT17) nem mutatott szignifikans eltéréseket az RNS
szekvencia adathalmazban (7. és 8. Tablazat). Ez nem volt szamunkra meglepé,
hiszen a két kulonb6z6 mddszer egymast jol kiegészité voltardl tobb publikacio is
beszamolt korabban; kimutattak, hogy a QRT-PCR olyan esetben is képes volt
szignifikans génexpressziobeli kuldnbségeket detektalni, ahol a RNS szekvenalas
csak tendenciat jelzett [99]. Végezetul, hogy tovabbi bizonyitékokat szolgaltassunk a
két bérrégid kifejez6désbeli eltéréseirél, bizonyos molekuldkat IHC mddszerrel

fehérjeszinten is megvizsgaltunk, egy képalkoté elemzéssel 6sszekotve.
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7. tablazat A velesziiletett immunvalaszban (AMP-k, kemokinek, pro-inflammatorikus citokinek),
valamint a barrier kialakitasaban kitlintetett szerepet jatsz6 molekulak génexpresszidés adatainak
osszefoglalé tablazata

QRT-PCR RNS szekvenalas
AMPK p-érték SGR/SGP (FC) p-érték SGR/SGP (FC)
S100A7 0.002 40.36 0.076 3.14
S100A8 0.028 14.99 0.017 4.28
S100A9 0.021 17.49 0.024 3.50
DEFB4B (hBD-2) 0.0002 SGP-en defeksios 0.154 2.26
LCN2 0.0003 12.12 0.074 4.02
CAMP 0.329 1.83 0.384 1.41
QRT-PCR RNS szekvenalas
Kemokinek
p-érték SGR/SGP (FC) p-érték SGR/SGP (FC)
CCL2 0.032 1.78 0.0001 2.13
CCL3 0.037 3.58 0.030 2.64
CCL19 0.005 3.31 0.026 2.96
CCL20 0.047 3.44 0.116 2.77
CCL23 0.013 4.34 0.044 234
CCL24 0.038 3.68 0.073 2.32
Pro-inflammatorikus QRT-PCR RNS szekvenalas
molekulak p-érték SGRISGP (FC) p-érték SGRI/SGP (FC)
TLR2 0.150 3.35 0.209 1.36
TLR3 0.468 1.17 0.027 -1.74
TLR4 0.267 2.29 0.929 -1.04
NLRP3 0.291 1.18 0.389 1.54
IL-1A 0.127 2.35 0.515 1.49
IL-1B 0.003 3.10 0.288 1.80
IL-6 0.120 3.10 0.192 -1.77
IL-8 0.414 2.87 0.429 -1.14
IL-33 0.110 1.36 0.720 1.24
TNFA 0.267 1.87 0.147 2.02
QRT-PCR RNS szekvenalas
Barrier gének
p-érték SGR/SGP (FC) p-érték SGR/SGP (FC)
LOR 0.434 -5.53 0.101 -2.30
FLG 0.092 -3.98 0.409 -1.40
LCE1F 0.168 -1.29 0.051 -2.27
CLDN16 0.122 -1.46 0.054 -2.02
KRT17 0.002 4.36 0.103 2.59
KRT79 0.027 2.29 0.005 7.72

A Fold Change (FC) értékek (azaz az adott gén relativ kifejez6désének mértékét jelzé szam)
kiszamitasa az SGR és SGP mintakban mért atlagolt relativ expressziés értékek hanyadolasaval tortént
(SGR/SGP). A két bértertilet k6z6tt a statisztikailag szignifikans expresszios kulénbségeket jelz6 p
értékeket félkovér betitipussal emeltiik ki.

52



8. tablazat A T helper sejtek specifikus funkcidihoz kétheté molekulak génexpressziés adatainak
osszefoglalé tablazata

QRT-PCR RNS szekvenalas
Thl markerek
p-érték SGR/SGP (FC) p-érték SGR/SGP (FC)
IL-12B detekcids kiiszob alatt 1.000 1
TBX21* 0.434 1.11 0.124 1.81
IFNG* detekcids kiiszob alatt 0.937 -1.02
TNFA 0.267 1.87 0.147 2.02
QRT-PCR RNS szekvenalas
Th2 markerek
p-érték SGR/SGP (FC) p-érték SGR/SGP (FC)
IL-13* detekcios kliszob alatt 0.272 -1.45
GATA3* 0.327 1.10 0.399 -1.44
QRT-PCR RNS szekvenalas
Th22 markerek
p-érték SGR/SGP (FC) p-érték SGR/SGP (FC)
AHR 0.006 3.48 0.738 1.16
IL-22 detekcios kiiszob alatt 0.292 1.13
QRT-PCR RNS szekvenalas
Thl7 markerek
p-érték SGR/SGP (FC) p-érték SGR/SGP (FC)
IL-1B 0.003 3.10 0.288 1.80
IL-6 0.120 3.10 0.192 -1.77
IL-23A 0.002 SGP-ben detekcits 0.979 1.01
kiiszob alatt
TGFB1 0.432 -1.21 1.000 1
RORC* 0.300 1.37 0.450 -1.15
IL-10* 0.079 3.26 0.336 1.32
IL-17A* 0.0003 SGP-ben detekios 1.000 1
kiszob alatt
CCL20 0.047 3.44 0.116 2.77

Az FC értékek (azaz az adott gén relativ kifejez6désének mértékét jelzd szam) kiszdmitadsa az SGR és
SGP mintakban mért atlagolt relativ expresszids értékek hanyadolasaval tortént (SGR/SGP). A két
bérteriilet kozott a statisztikailag szignifikans expresszids kulonbségeket jelzé p értékeket félkdvér
betitipussal emeltik ki. Korabbi tanulmanyunkban [9] mar publikalt molekulakat *-gal jel6ltik.

1.2. Jelentés kiilonbségek azonosithatok az SGR és SGP bérteriiletek
veleszilletett immunvalaszai k6zott

1.2.1. Az AMP-k expresszidja szignifikdAnsan magasabb az SGR bérben

Els6ként az antibakteridlis hatasu és alarmin molekulaként funkcional6 AMP-k
expresszidjat vizsgaltuk. QRT-PCR moddszerrel az S100A7 (psoriasin), S100A8,
S100A9, human pB-defenzin-2 [hBD-2 (DEFB4B)] és lipocalin (LCN2) gének

expresszidja magas és szignifikdnsan emelkedettnek addédott az SGR bdérben,
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mikdzben ezen molekulak gyenge kifejez6dést mutattak az SGP szovetben. Az RNS
szekvenalast alkalmazva az 6sszes AMP szintje emelkedett volt az SGR bérben,
viszont szignifikans kulonbséget csak az S100A8 és S100A9 esetében meértunk. A
CAMP expresszidja nagyon alacsony volt mindkét bdrterulet mintait tekintve, bar egy

enyhén emelkedett tendencia mutatkozott az SGR bérben (7. tablazat és 8. abra).
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8. abra Az AMP-k expressziés szintjének meghatarozasa az SGP és SGR bérmintakban QRT-PCR
modszerrel

Az oszlopok az adott bérterllethez tartozé mintak relativ mRNS expresszidinak atlagat mutatjak
atlag+SEM formatumban (*p <0.05; **p <0.01; ***p <0.001, Mann-Whitney U-teszttel meghatarozva).

Az S100A8 és LCN2 molekulakat fehérjeszinten is vizsgaltuk; kimutattuk, hogy
mindkét AMP szignifikansan nagyobb mennyiségben van jelen az SGR bértertleten
(9.a és b abra). Az LCN2-t nem tudtuk detektalni az SGP bérmintakban, de az SGR
bérben az epidermisz apikalis sejtrétege és a szebocitak enyhe, mig a follikularis KC-
k er6s festédést mutattak. Az S100A8 immunfestés is jelentds kulonbségeket
eredményezett; az SGP boérterileten ezen fehérje alacsony szintl kifejez6dését
detektaltuk, mig az SGR bér esetén az epidermalis KC-k felsd sejtsorai, a follikularis

KC-k és a szebocitak mutattak er6s immunreaktivitast.
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9. abra A velesziiletett immunrendszer molekulainak fehérjeszintli expresszidjanak meghatarozasa
jelentés kiilbnbségeket mutat az SGR és SGP bérrégiokban

Az abran talalhaté az (a) LCN2, (b) S100A8, (c) CCL2 és (d) AHR fehérjék IHC technikaval térténé
kimutatasa és az epidermalis fehérjeszintek mennyiségi meghatarozasa az SGP és SGR bdrmintakbdl
készilt szbvettani metszeteken. A negativ kontroll festések képei az SGP mintak bal alsé sarkaban
vannak bemutatva. A képek jobb alsé sarkaban talalhaté méret skala 100 pym-t jelél. Az oszlopok az
adott bérterulethez tartozé mintak fehérje expresszidinak atlagat mutatjak atlagtSEM formatumban (*p
<0.05; **p <0.01; ***p <0.001, Mann-Whitney U-teszttel meghatéarozva).

[.2.2. A kemokinek expresszidja szignifikansan nagyobb az SGR bérben
Ezt kovetbéen az immunsejtek (KC-k, DC-k, Mf-ok) altal termelt bizonyos kemokinek

kifejez6dését hataroztuk meg. QRT-PCR mddszerrel a CCL2, CCL19 és CCL20
molekuldk expresszidja jol detektalhatd, mig a CCL3, a CCL23 és a CCL24 szintje
nagyon alacsony volt az SGP bérben. Fontos eredményunk volt, hogy, ezt a mddszert
alkalmazva, az dsszes vizsgalt kemokin szintjét szignifikansan nagyobb mennyiség
mértik az SGR bérterileten (10. abra). Ehhez hasonl6an ezen kemokinek jelentés —
és a CCL2, CCL3, CCL19 és a CCL23 esetében statisztikailag szignifikdnsan
magasabb — expresszidjat tudtuk igazolni az RNS szekvenalasi vizsgalattal is SGR
bérben (7. tablazat). A CCL2 és CCL20 molekulakat fehérjeszinten is vizsgaltuk IHC-
val. Az SGR Dborterileten a CCL2 nagy mennyiségben fejez6dott ki a
faggyumirigyekben; megallapitottuk emellett, hogy habar az epidermalis CCL2
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pozitivitas mindkét bérrégioban nagyon gyenge volt, a képalkoté elemzést elvégezve
szignifikansan nagyobb expressziét mértink az SGR bérben (9.c abra). A CCL20-at
fehérjeszinten nem tudtuk detektalni sem a KC-kban, sem a szebocitakban egyik
bdrterulet esetén sem.
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10. abra A kemokinek expresszios szintjenek meghatarozasa az SGP és SGR bérmintakban
QRT-PCR modszerrel
Az oszlopok az adott bérterllethez tartozé mintdk relativ mRNS expresszidinak atlagat mutatjdk
atlag+SEM formatumban (*p <0.05; **p <0.01; ***p <0.001, Mann-Whitney U-teszttel meghatarozva).

1.2.3. A velesziiletett immunrendszer receptor és pro-inflammatorikus citokin
expressziéos mintazataban nem mutatkozik jelentés kiilonbség az SGR és SGP
borrégiok kozott

Mivel irodalmi adatok szerint a b6ér mikrobiota jellegzetes és markans regionalis
kuldnbségeket mutat [5, 6, 100], ezért megvizsgaltuk a KC-k jol ismert molekularis
szenzorainak — nevezetesen a TLR2, TLR3, TLR4 és NLRP3 — kifejez6dését is. Az
RNS szekvenalas a vizsgalt receptorok esetén hasonld génexpresszids szinteket
azonositott a két mintacsoportban. Az egyetlen kivétel a TLR3 volt, amely
szignifikansan emelkedett expressziot mutatott az SGR bérben. QRT-PCR mérések is
hasonl6é adatokat szolgaltattak; azaz a fent emlitett receptorok expresszidjaban nem

volt szignifikans kilénbség a 2 bérterulet k6zott (7. tablazat).

A kovetkezd |épésben a pro-inflammatorikus citokinek, nevezetesen az IL-1qa, IL-18,

IL-6, IL-8, IL-33 és TNF-a mRNS szintjét vizsgaltuk. A szekvenalasi adatok szerint
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hasonlé mértékl génkifejezédéssel volt jellemezhet6 a két bérrégié. Ehhez hasonldan
a QRT-PCR mddszerrel sem mutatott ki szignifikans kilonbségeket ezen molekulak
MRNS szintjében az IL-1B8 kivételével, ami szignifikansan nagyobb expressziot

mutatott az SGR mintakban (7. tablazat).
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11. abra A barrier molekulak expresszioés szintigének meghatarozasa az SGP és SGR bérmintakban
QRT-PCR modszerrel
Az oszlopok az adott bérterllethez tartozé mintdk relativ mRNS expresszidinak atlagat mutatjdk
atlag+SEM formatumban (*p <0.05; **p <0.01; ***p <0.001, Mann-Whitney U-teszttel meghatarozva).

[.3. A barrier molekulak kifejez6dése kulonbozik az SGR és SGP bérben
Azt is meg kivantuk vizsgalni, hogy az epidermalis barrier kialakitasaban és

fenntartasaban kulcsfontossagu szerepet betdlté molekulak kifejezédése kilonbozik-
e a két bértertlet kozott. QRT-PCR-rel a LOR, a late cornified envelope 1F (LCEL1F),
a CLDN16 és a FLG csokkent expresszidt mutatott, mig a keratin KRT17 és a KRT79
magasabb szintjét mértik az SGR bérben; az utébbi 2 molekula esetében a kildnbség
statisztikailag szignifikans volt a két bérterulet k6zott. Hangsulyozandd, hogy az eltérd
mintazatokat az RNS szekvenalasi adatok is megerésitették (7. tablazat és 11. abra).
A KRT17-et, a LOR-t és a FLG-t fehérjeszinten is vizsgaltuk IHC-val. A FLG és a LOR
esetén nem tudtunk szignifikans kuldnbségeket azonositani a két mintacsoport kdzaott,
habar a LOR expresszidja tendenciozusan csokkent volt az SGR bérterileten. Mindkét
fehérje egyenletes és er6s pozitivitasat tudtuk detektalni az epidermisz granularis
rétegeiben és a SC alatt. A szbrtisz6k KC-i szintén mutattak FLG és LOR
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immunpozitivitast az SGR bérben (12.a és b abra). A KRT17 szignifikdnsan nagyobb
mennyiségben volt jelen az SGR bérben az SGP-hez viszonyitva. Az SGP mintakban
az epidermisz felsd sejtsoraiban, mig az SGR bérmintakban a felsé sejtsorokban
ersebb pozitivitassal, de az egész epidermiszben detektaltuk a KRT17-specifikus
immunreaktivitast. Erdekes moédon a follikularis KC-kban taldltuk a legerésebb

kifejez6dést, habar a szebocitak is jelentés pozitivitast mutattak (10.c abra).
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12. abra A barrier molekulak fehérjeszintii expressziéjanak meghatarozasa jelentés kiilonbségeket
mutat az SGR és SGP bdrrégiokban

Az abran talalhaté az (a) LOR, (b) FLG és a (c) KRT17 fehérjék IHC technikaval torténé kimutatésa és
az epidermalis fehérjeszintek mennyiségi meghatérozasa az SGP és SGR bdérmintakbdl készilt
szdvettani metszeteken. A negativ kontroll festések képei az SGP mintak bal alsé sarkdban vannak
bemutatva. A képek jobb alsé sarkdban talalhaté méret skala 100 ym-t jeldl. Az oszlopok az adott
bértertlethez tartozd mintak fehérje expresszidinak atlagat mutatjak atlagtSEM formatumban (*p <0.05;
**p <0.01; ***p <0.001, Mann-Whitney U-teszttel meghatarozva).

I.4. Az SGR bérterulet Th17/IL-17 dominanciaval jellemezhetd

1.4.1. A Tnl, Th2 és Th22 sejtekhez kothetd molekulak expresszidja igen
alacsony mindkét boérrégidoban
Kovetkez6 lépésként az egyes T sejt alpopulaciok érési és jelatviteli citokinjeinek,

valamint TF-ainak kifejez6dését hasonlitottuk 6ssze az SGR és SGP b6érmintakban. A
Thl (IL-12B, TBX21, IFN-y, TNF-a), a Tn2 (IL-13, GATA3) és a Th22 (AHR, IL-22)

sejtekre jellemzd molekulak génexpresszidés szintjében nem volt kilonbség a 2
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bérrégioban. QRT-PCR-rel az IL-12B és az IL-22 egyik bérteruletrél szarmazé mintak
esetében sem volt detektalhatd, mikdzben az AHR expresszidja szignifikansan
nagyobb volt az SGR bérben (8. tablazat). A TBX21, az IFN-y, az IL-13 és a GATA3
QRT-PCR-rel torténé kimutatasat mar az el6z6 tanulmanyunkban elvégeztik [9];
ezeket az adatokat a 8. tablazatban *-gal jeldltik). Ezek utan IHC-t alkalmaztunk
annak érdekében, hogy kideritsik, mi lehetett a felelés az AHR kifejez6désében mért
eltéréseiért a 2 Dboérterilet kozott. Az immunfestéssel szignifikansan nagyobb
mennyiségl AHR fehérjét tudtunk kimutatni az SGR mintakban; az AHR-t f6ként a KC-
k expresszaltak (azok sejtmagjai festédtek), de citoplazmatikus festédést is
detektaltunk az epidermiszben. Emellett az dermisz néhany sejtje is mutatott AHR-

specifikus immunpozitivitast (9.d abra).

1.4.2. A Th17 sejtek specifikus funkciét jelzé6 molekulak nagyobb expressziét
mutattak az SGR bérben
Habar az RNS szekvenalasi adatok 6onmagukban nem tartak fel szignifikans

kulonbségeket a Th17 sejtek specifikus funkcidéihoz kotheté molekulak [IL-13, IL-6,
RORC, IL-23A, IL-17A, CCL20 és Transforming Growth Factor béta (TGF-B)]
kifejez6désében, a fentebb bemutatott mélyrehatd bioinformatikai analizisek (IPA)
statisztikailag szignifikans mértékben  feldusult” biolégiai mechanizmusként
azonositottak a Th17 utvonalat (6.b abra). Ezért a Th17 sejtekhez kotheté molekulak
kifejez6dését tovabb vizsgaltuk QRT-PCR-rel. Korabbi eredményeinkkel [9] tokéletes
0sszhangban az IL-17A szignifikansan nagyobb expresszidjat detektaltuk az SGR
bérben (az expresszios kulonbség a RORC és az IL-10 esetében nem volt
szignifikans). Emellett megallapitottuk, hogy az IL-1B3, IL-23A és CCL20 specifikus
MRNS-ek szintjei ugyancsak jelentésen és szignifikansan (p<0.05) megemelkedtek az
SGR bérterlleteken az SGP-hez képest (az IL-6 esetében csak tendenciaszerlien

magasabb expressziot tudtunk kimutatni) (8. tablazat).

I.5. A fokuszalt bioinformatikai utvonal analizis az IL-17 utvonal kozponti
szerepét erdsiti az SGR bérben
Végso I1épésként a jelen és el6z6 munkank [9] soran azonositott, szignifikadnsan eltérd

gén (RNS szekvenalas, QRT-PCR) és fehérje (IHC) szintl kifejez6dést mutato, az
immunrendszerhez kapcsol6ddé molekulak tovabbi mélyrehatd bioinformatikai utvonal

analizisét végeztuk el. Az elemzésbe az alabbi molekulakat vontuk be: AHR, CCL2,
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CCL3, CCL19, CCL20, CCL23, CCL24, CCRS8, CD48, CD5, CSF1, DEFB4B, FASLG,
ICOS, IFITM1, IFRD2, IL-1B, IL-10, IL10-RA, IL-12A, IL-17A, IL-18, IL-23A, IL-24,
KRT17, KRT79, LCN2, PPARG, S100A7, S100A8, S100A9, SAA1l, SAA2, SAA2-
SAA4, SELP, TLR3, TSLP. Az analizishez a Gene Ontology (GO) Biological Process
(BP), a GO Immune System Process (ISP), a GO Molecular Function (MF), a Kyoto
Encyclopedia of Genes and Genomes (KEGG) és a Reactome Pathways

adatbazisokat hasznalé Cytoscape nevl szoftver ClueGo applikaciojat alkalmaztuk.
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13. abra ClueGo utvonal analizis

Az IPA analizis altal azonositott immunrendszerhez kdthetd, valamint a jelenlegi és el6z6 tanulmanyunk
(Dajnoki és mtsai, 2017.) soran QRT-PCR-rel és IHC-val detektalt szignifikansan eltéré expressziokat
mutaté molekuldk mélyrehat6é bioinformatikai analizisét végeztik el a Cytoscape szoftver ClueGo
applikaciéjanak segitségével. Az analizis tovabbi kritériuma az volt, hogy az adott bioldgiai folyamatnak
minimum 9 gént kellett tartalmaznia a betaplalt génlistankbdl. Az dbran csak a szignifikansan feldusult
utvonalakat mutatjuk be. Az abran talalhaté bioldgiai mechanizmusok szimbdlumai a kulonb6zé
adatbazisokat reprezentaljak [kér: Gene Ontology (GO) Biological Process, haromszég: Kyoto
Encyclopedia of Genes and Genomes (KEGG), paralelogramma: GO Molecular Function]. A kilonb6zé
szinek a biolégiai mechanizmusok kdz6tti kapcsolatokat szemléltetik a hozzajuk rendelt (tartozd) gének
hasonlésaga alapjan (egy szin egy csoportot reprezental). A tdbb szinnel jel6lt bioldgiai folyamatok tébb
csoporthoz tartoznak. Ehhez hasonléan a tébb szinnel jeldlt gének tdbb bioldgiai folyamat részvevdi. A
funkcionalis csoportok és a gének kozotti kapcsolatok mértékét a vonalvastagsag jelzi.

A fokuszalt utvonal elemzés alkalmazasaval meg tudtuk erésiteni az IPA analizis
eredményét, miszerint az IL-17 atvonal volt az egyik legszignifikansabban ,feldusult”

biologiai utvonal. Emellett a gének nagy tobbsége olyan folyamatokban jelent meg,
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melyeket szintén sikerllt a szignifikansan ,feldusult” utvonalak kézott azonositani
(citokin aktivitas, citokin-citokin receptor aktivitas, kulsé stimulusra adott valasz pozitiv

regulacioja, leukocita kemotaxis, stb.) (13. abra).
Ezek az adatok egyuttesen azt sugalljak, hogy az emberi szervezet els6dleges védelmi

vonalat képezd bér immunrendszer aktivitasaban jellegzetes kulonbségek

azonosithatok az SGR és SGP régiok kozott.
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Il. AD-ben szenvedd betegeket periérias vérébdl izolalt dendritikus sejtek
fenotipusos és funkcionalis jellemzése

[I.1. Az AD-s betegek vérébdl izolalt pre-DC-k szignifikansan tobb FceRl-et
fejeznek ki, valamint érési markereik tendenciézus valtozast mutatnak
Kisérleteink soran 12 sulyos krénikus AD-ben szenvedé beteg és 10 egészséges

kontroll periférias vérmintajat hasznaltuk fel. A PBMC-k kinyerését kdvetéen CD1c*

DC-ket szeparaltunk, majd ezeken hajtottuk végre a kisérleteket.
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14. abra A vér DC-k FACS analizise

a. Az AD-s betegektdl szarmazé CD1c* vér DC-k sejtfelszini markereinek ex vivo vizsgalata. A
mintakat fekete, a negativ kontrollokat szlrke, mig az izotipus kontrollokat savozott hisztogrammok
mutatjak. A betegek és a kontrollok eredményeit 1-1 reprezentativ abraval szemléltetjuk. A vizsgalt
sejtek tdbbsége CD1c és CD11¢c markerekre pozitiv, mig CD1a és CD207 markerekre negativ volt.

b. Az AD-s betegektdl és az egészséges kontrolloktol szarmazé CD1c* DC-k felszinén megjelend
kiilonb6zd sejtfelszini markerek expresszidja. Az AD-s betegek DC-i szignifikansan tébb FceRlI-et,
és kevesebb CD206-ot képesek expresszalni, mint az egészséges kontroll DC-k.

A vérbél izolalt CD1c* pre-DC-k fenotipusanak meghatarozasahoz, valamint a FACS
elemzés soran detektalt nem-relevans események kikiszobdléséhez a CD1c*/CD11c*
pre-DC-k szoftveres kikapuzasat végeztuk el. A kikapuzott sejtek tobb mint 90%-a
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pozitivitast mutatott mind CD1c, mind CD11c markerekre; ezek a sejtek ugyanakkor

nem expresszaltak sem CD207-et (Langerin, LC marker), sem CD1a-t (14.a abra).

9. tablazat Az AD-s és kontroll pre-DC-k sejtfelszini markereinek expresszidja ex vivo és AD-specifikus
stimulélast kévetéen

Sejtfelszini AD pre-DC-k Egesz;tzgfs pre- p- AD pre-DC-k Egészséges pre- | p-
markerek (stimulalatlan) . 4 érték (stimulalt) DC-k (stimulalt) | érték
(stimulalatlan)
CD1c* (%) >90 >90 : >90 >90 :
CD1lc (%) >90 >90 ; >90 >90 i
CDla* (%) <10 <10 - <10 <10 -
CD207* (%) <10 <10 - <10 <10 -
58.70 29.76 60.21 29.95
+ (0,
FeeRI™ (%) | 146,22 71.18] [20.59:38.93] | 209% | (4524 75.19] [8.80;51.109] |94
48.61 64.76 38.48 54.42
+(g
CD206%) | 37 42 50.80] [50.45, 79.06] | %0 | (2555 51.40] [44.27,64.57] | 9116
83.44 7453 90.64 84.05
+ (0,
CD86™(%) | [75.83: 91.05] 67.10;81.95] | %12 [85.54; 95.74] [74.25;93.85] | 922
. 63.04 57.95 68.67 50.15
CD83" (%) | [54.72: 71.36] 48.21; 7169 | 2% [53.24; 84.09] [30.46; 69.84] | 018

Az AD-s betegek vérébdl szeparalt CD1c* és CD11c* DC-k szignifikansan tébb FceRI-et expresszaltak,
mint az egészséges kontrollokbdl szarmazd sejtek. A CD206 manndz receptor, melyrdl azt gondoljak,
hogy a kevésbé érett sejteken fejez6dik ki, ritkabban fordult el, mig a CD83 és CD86 (érési és
aktivaciés markerek) molekuldk konzekvensen gyakrabban jelentek meg az AD-s péaciensektél
szarmazo sejteken, mint az egészséges kontroll sejteken (bar ez a kulénbség nem volt statisztikailag
szignifikans). A kilénbségek a stimulélast kdvetéen sem tudtak elérni a szignifikancia szintet, de az
emlitett tendencia medfigyelhetd volt. A sejtfelszini markereket expresszalo sejtek szazalékos értékeit
atlag+95% konfidencia intervallum formatumban adtuk meg. A statisztikailag szignifikans expresszios
kildnbségek p értekekeit félkover betltipussal jeldltik.

Az FceRI jelenlétének vizsgalatakor azt tapasztaltuk, hogy a receptor expresszioja
szignifikansan nagyobb volt az AD-s pre-DC-k felszinén, mint egészséges pre-DC-ken
(9. tablazat és 14.b abra); megallapitottuk tovabba, hogy a kiloénbség szintén
szignifikans a SEB/TSLP kombinaciéval stimulalt sejtek esetén is (9. tablazat). A DC-
k aktivacios és érési allapotat jelzd sejtfelszini markerek vizsgalata azt mutatta, hogy
ezeknek a molekulaknak a megjelenése is valtozott az AD-s betegekbdl szarmazé DC-
ken. A CD206 manndz receptor, ami az irodalmi adatok alapjan éretlen sejteken
nagyobb szamban expresszalodik, ritkabban jelent meg a stimulalt vagy simulalatlan
AD-s pre-DC-k felszinén, mint az egészséges sejteken (9. tablazat). A CD83 és CD86

markerek egy ellentétes expresszidos mintazatot mutattak, mivel az AD-s betegekbdl
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szarmazo (akar stimulalt, akar stimulalatlan) sejteken gyakrabban fejezédtek ki, mint
a kontroll sejteken (9. tablazat és 14.b abra). Habar az AD-s DC-ken a 3 vizsgalt
sejtfelszini marker egyike sem mutatott szignifikansan megvaltozott expressziét, a
valtozas minden esetben kdvetkezetes és egy iranyba mutaté volt; ez a jelenség arra

utal, hogy az AD-s pre-DC-k korai érési stadiumban vannak.

II.2. Az AD-s betegek vér pre-DC-i AD-specifikus és érettségi allapottal
osszefliiggésbe hozhaté kemokinek termelésére képesek

1.2.1. A kemokin termelés meghatarozasa Proteome Profiler Chemokine Array
segitségével

a | 2 3 - 5 6 7 8 9 10/ 11 12 13 14|15 16 17 18| 19 20
A Referencia Referencia
pont. pont
B ccL21 MEC CXCL16 TIG2 CXCLS CCL26 X3cL1 oxcLa
Cc CcCL14 ccL1 CXCL8 LCF CXCL10 CXCL11 XcL1 CcCL2
D ccL? ccL22 Midkine CXCL9 CCL3, ccLs ccL20 ccL19
cCLa
E CXCL7 CCL18 CXCL4 CCLS CXCL12 CCL17 CXCL17
F Minta Minta Minta Nogativ
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15. abra Az AD-s betegektdl és az egészséges kontrolloktdl szarmazé pre-DC-k altal termelt
kemokinek azonositasa Proteome Profiler Array segitségével
a. A membranhoz koététt kemokinprébak elhelyezkedése (duplikatumokban). b. Az egészséges
kontrolloktél és az AD-s betegektdl szarmazé pre-DC-k altal termelt kemokineket bemutatéd
reprezentativ dot blot-ok. Az AD-s betegekre és az egészséges kontrollokra jellemz8 kemokinek relativ
fehérje expresszidinak mennyiségét az egyedi pontok Kkontroll mintara normalizalt atlagos
képpontsidriségével hataroztuk meg.
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Az AD-s betegektdl szarmazé DC-k kemokintermel6 képességének meghatarozasat
Proteome Profiler Chemokine Array végeztuk el (15. abra), ami egyszerre képes mérni

31 kulonbozdé human kemokin felszabadulasat.
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16. abra A Proteome Profiler Array segitségével azonositott kemokinek

a. Az AD-s és egészséges kontroll pre-DC-k altal termelt hasonlé expresszidés szinteken mozgd
kemokinek. Az oszlopok 5 AD-s és 5 kontroll minta fehérje expresszidinak atlagat mutatjdk atlag+SD
formatumban. b. A féként vagy kizarélagosan az AD-s pre-DC-k altal termelt kemokinek. Az 1. dobozban
(Box 1) az AD-specifikus, mig a 2. dobozban (Box 2) a DC-k érésében szerepet jatsz6 kemokinek
talalhatoak. Az oszlopok 5 AD-s és 5 kontroll minta fehérje expresszidinak atlagat mutatjak atlag+SD
formatumban (*p <0.05). Az AD-s betegekre és az egészséges kontrollokra jellemzé kemokinek relativ
fehérje expresszidinak mennyiségét az egyedi pontok kontroll mintara normalizalt atlagos
képpontsilriiségével hataroztuk meg.

Ezen vizsgalatok eredményei azt mutattak, hogy az AD-s DC-k altal termelt kemokinek
2 csoportba rendezédnek (16.a és b abra). Az elsé csoportba azok a kemokinek
sorolhatok (CXCL4, CXCL7, CXCL8 és CXCL16), melyeket hasonl6 mennyiségben
detektaltunk mind az AD-s betegek, mind pedig az egészséges kontroll DC-k
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fellluszoéiban (16.a abra). A masodik csoportot azon kemokinek alkotjak (CCL3, CCL4,
CCL5, CCL17, CCL18, CCL19, CCL20, CCL22, CXCL1, CXCL5 és CXCL10),
melyeket szignifikdnsan nagyobb mennyiségben vagy kizarélagosan az AD-s pre-DC-
k termeltek. A CCL5, CCL18, CCL19, CCL20 és CXCL5 esetében nem szignifikans
(p>0.05), mig a CCL3, CCL4, CCL17, CCL22, CXCL1 és CXCL10 esetén
statisztikailag szignifikans (p< 0.05) kulonbséget tudtunk kimutatni (16.b abra).
Kiemelend6, hogy a masodik csoport kemokinjei kozott 3 jol ismert, az AD
pathogenezisében fontos szerepet jatszé molekulat (CCL17, CCL18, CCL22) (16.b
abra Box 1), valamint az éré/érett DC-kre jellemzd markereket (CCL3, CCL4, CCL5,
CXCL10) (16.b abra Box 2) sikerult azonositanunk.

1.2.2. A fokozott kemokintermelés meghatarozasa két kiilonb6zé ELISA
technikaval
A masodik csoport legfontosabb kemokinjeinek (érésben lévé DC-kre jellemzd

kemokinek: CCL3, CCL4, CCL5, CXCL10; AD markerek: CCL17, CCL22)
termel6dését a Multi-Analyte ELISArray modszer segitségével is meghataroztuk a

stimulalatlan sejtek felulusz6ibol (17. abra).

Hasonléan a Proteome Profiler Chemokine Array-jel kapott eredményekhez, a CCL3-
at és a CCL4-et szignifikansan nagyobb mennyiségben tudtuk detektalni az AD-s pre-
DC mintakban, mint az egészséges kontroll pre-DC-k feluluszéiban (17.a abra).
Erdekes médon a CCL17, a CCL22 és a CCL5 esetében nem mutatkozott szignifikans
kildonbség a 2 mintacsoport kozott (17.a abra), ami a 2 technika eltéré
érzékenységebdl, illetve a mintak kozotti szérasbdl adédhatott. A CXCL10-et az AD-s
mintakban nagyon alacsony szinten, mig a kontroll sejtek fellluszdiban egyaltalan nem

tudtuk kimutatni (ezen eredményeket nem abrazoltuk).

Az AD immunpatholdgiajaban fontos szerepet betdlté CCL17, CCL18 és CCL22
kemokinek mennyiségét egy még precizebb és megbizhatébb technikaval, a
konvencionalis szendvics ELISA moddszerrel is meghataroztuk a stimulalatlan és
stimulalt pre-DC-k fellluszoéibdl. A stimulalatlan AD-s DC-kbdl nagyobb mennyiség
CCL17 és CCL22 szabadult fel, mint a kontroll sejtekbdl; kiemelendd, hogy az AD-
specifikus stimulalast kovetéen a klldnbség statisztikailag is szignifikans lett a 2

mintacsoport kozott (17.b és ¢ abra). Megallapitottuk tovabba, hogy a CCL18 termelés
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mennyisége szignifikdnsan nagyobb mind a stimulalatlan, mind a stimulalt AD-s DC-k

feluluszoiban az egészséges kontroll sejtekéhez képest (17.d abra).
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17. abra Az AD-specifikus és éréshez kétheté kemokinek meghatarozasa ELISA technikaval

a. Kemokinek detektalasa Multi-Analyte ELISArray segitségével 5 AD-s és 5 kontroll pre-DC
fellluszdébdl. Hasonléan a Proteome Profiler Array altal kimutatott eredményekhez, az AD-s pre-DC-k
szignifikansan nagyobb mennyiségi CCL3-at és CCL4-et termelnek, mint a kontroll pre-DC-k. A CCL5,
CCL17 és CCL22 esetében ezzel a technikaval nem sikertlt statisztikailag szignifikdns kulénbségeket
detektalnunk a 2 mintacsoport kdzott. b-d. Az AD-specifikus kemokinek mennyiségének meghatarozésa
(vizsgalata) konvencionalis ELISA-val. Az AD-s pre-DC-k a szOvetspecifikus stimulalast kdvetéen
szignifikansan tébb CCL17 és CCL22 termelésére képesek, mig CCL18 felszabaditasra stimulalast
kovetéen és anélkil is képesek. Az oszlopok 5 AD-s és 5 kontroll minta fehérje expresszidinak atlagat
mutatjak atlag+SD formatumban (*p <0.05).

Mindezen adatok arra utalnak, hogy AD-betegek periférias vérébdl izolalt CD1c* DC-
ek a korai érés jegyeit hordozzak, valamint fokozddik bennik szamos, részben a

betegségre jellemzé kemokin termelése és felszabadulasa.
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Megbeszélés

Immuntopografiai killonbségek az emberi bérben
Vizsgalataink elsé részében az egészséges SGR és SGP bérteruletek veleszuletett és

adaptiv immunmikodését, valamint barrier funkciojanak atfogé és osszehasonlito
elemzését végeztuk el, mivel a korabbi adatok megkérddjelezték a bér immunrendszer
egységes természetét. Figyelembe véve azt a tényt, hogy 2 egészséges borrégiot
vizsgaltunk, meglepetéssel tapasztaltuk, hogy az RNS szekvenalas eredményeként
relative sok olyan gént tudtunk azonositani, melyek szignifikansan eltér6 mértékben
fejez6dtek ki az SGR és SGP mintakban. Kiemelked® eredmény volt tovabba, hogy az
IPA Kanonikus Utvonal Analizis ravilagitott az IL-17 szignalutvonal fontossagara is az
SGR bértertleten. Ezek az eredmények arra sarkalltak minket, hogy részletesen
tanulmanyozzuk az IL-17 altal befolyasolt veleszlletett immun- és barrier milliét az
emlitett 2 egészséges bdrrégidban és ennek soran 5 kiilénb6zé (a bérfunkciokban
fontos szerepet jatszd) molekulacsoport tulajdonsagait és markereit elemeztik. Habar
kozolt adataink tdbbnyire transzkriptomikai vizsgalatok és csak kisebb mértékben
immunfestések eredményei (ezért megkovetelik és indokoljak tovabbi proteomikai és
funkcionalis vizsgalatok lefolytatasat), megallapithatd, hogy az emberi bér SGR és

SGP réqidi kozott markans immuntopografiai és barrier kilénbségeket talaltunk.

Az AMP-k expressziojanak tanulmanyozasa soran az SGR és SGP bérmintak kozott
figyelemre méltd kuldnbségeket azonositottunk. Az AMP-k a velesziletett
immunrendszer jelentés effektor mediatorai, melyek antimikrobialis aktivitasukon
tulmenéen szamos egyéb feladatot latnak el. Szerepet jatszanak az angiogenezis
szabalyozasaban, a sebgyogyulasban, a sejtek proliferacios és differencialodasi
folyamataiban, tovabba immunmoduléans hatéssal is rendelkeznek, példaul citokin- és
kemokintermelést stimulalnak [20, 101-103]. Korabbi publikaciok arrdl szamoltak be,
hogy a hBD-1, hBD-2, hBD-3 és a human CAMP az egészséges bér differencialt
epidermalis rétegeiben alacsony szinten detektalhato [104, 105], mikdzben az RNaz7
fehériét az egészséges KC-k nagy mennyiségben expresszaljak [106]. Azt is
megfigyelték, hogy az S100A7 a normal bér egyik legfontosabb AMP-je [107].
Azonban meg kell jegyezni, hogy ezekben a kutatasokban nem hataroztak meg az
egészségek bdérmintak eredetét [108-113]. Mindezidaig egyetlen kutatécsoport
vizsgalta néhany AMP (S100A7, hBD-3 és RNaz7) regionalis jelenlétét a kilonb6zé
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egészséges bérteriileteken. Ok IHC vizsgalatok segitségével kimutattak, hogy ezek a
fehérjék nagyobb mennyiségben expresszalédnak a homlokon (jellegzetesen SGR
régio), mint a labszaron (jellegzetesen SGP régid) [114]. Ezek az adatok nagyfoku
egyezést mutatnak a mi jelenlegi eredményeinkkel. Mas kutatécsoportok az S100A7,
S100A8, S100A9, hBD-2, CAMP és LCN2 molekulakat gén- és fehérjeszinten sem
tudtak detektalni, vagy jelenlétiket az egészséges bdrben egyaltalan nem (is)
vizsgaltak [110, 112]. Jelenlegi munkank soran sikerult detektalni ezen AMP-k
(S100A7, S100A8, S100A9, hBD-2, CAMP és LCN2) alacsonyszintli génkifejez6dését
az SGP bérben is, ugyanakkor a CAMP kivételével az 6sszes AMP expresszidja
szignifikansan magasabb volt az SGR bdérterlleten. Tovabba, az S100A8 és LCN2
fehérjéket IHC-val mindkét régidban ki tudtuk mutatni; ezek a fehérjék az SGR

bérmintakban szignifikansan nagyobb mennyiségben voltak jelen.

A vizsgalt kemokinekrdl, melyeket féként a veleszuletett immunsejtek termelnek,
meglepben kevés irodalmi adat all rendelkezéstinkre az egészseges boért illetéen [89,
115-117]. Sajat eredményeink azt mutattak, hogy a CCL3, CCL23 és CCL24 alig volt
mérheté az SGP mintakban, mikozben a CCL2, CCL19 és CCL20 molekulak mRNS
expresszioja magas szinten detektalhatd ugyanitt. Ezzel szemben az 6sszes vizsgalt
kemokin nagy mennyiségben expresszalddott az SGR mintakban, és expressziojuk
szignifikansan emelkedettebb volt az SGP mintakhoz viszonyitva. Korabban
Nakayama és mtsai [118] anélkll, hogy megnevezték volna a vizsgalt régiét, az
egészséges bdérben alacsony CCL20 fehérje expressziot tudtak kimutatni
immunfestéssel, mikdzben Nagao és mtsai [119] a CCL2 és CCL20 fehérjéket nem
tudtak detektalni immunfluoreszcens festéssel [118, 119]. Mi azt talaltuk, hogy a
faggyumirigyek mutattak CCL2 fest6dést SGR bdérben, ugyanakkor, mind a CCL2,
mind a CCL20 immunreaktivitds nagyon alacsony volt, vagy teljesen hianyzott, az
epidermiszben mindkét régidban. Ezen kemokinek célsejtiei a T sejtek, de hatnak a
DC-kre és a Mf-okre is [89, 113, 115, 116]. A kapott adataink jol korrelalnak az el6z6
megfigyeléseinkkel [9], miszerint a DC-k és T sejtek szignifikdnsan nagyobb szamban
vannak jelen az SGR bérterileten.

A legfontosabb KC szenzorok (TLR2, TLR3, TLR4, NLRP3) és a veleszlletett
immunsejtek altal termelt pro-inflammatorikus citokinek (IL-1qa, IL-6, IL-8, IL-33, TNF-
a) esetében nem talaltunk statisztikailag szignifikans kulonbséget a 2 bérrégio kozott.
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Ezek az eredmények nem voltak meglepdek, hiszen az 6sszes vizsgalt minta
egeszséges, gyulladasmentes bortertletekrdl szarmazott. Az egyetlen kivételt az IL-
18 jelentette, mely szignifikdnsan nagyobb génexpressziét mutatott az SGR
bértertileten. Ez a molekula szerepet jatszhat a késébbiekben targyalt Thl7/IL-17

citokinmillié kialakitasaban ezen bérrégidban [120, 121].

A késbi terminalis epidermalis differencialédasi markerek (LOR, LCE1F, FLG),
valamint a CLDN16 TJ molekula kifejez6dése tobbnyire tendencidézusan alacsonyabb
volt az SGR bérterlleten, mint az SGP bérterlleten (habar a kiulénbség nem volt
statisztikailag szignifikans). Ez arra utalhat, hogy az epidermalis barrier gyengébb
lehet az SGR régidban. Ezt korabbi publikaciok is alatamasztjak, melyek bemutattak,
hogy a transzepidermalis vizvesztés mértéke, melynek novekedése jol korrelal a
karosodott barrier funkcioval, magasabb a jellemzéen SGR bérterlleteken (az arc
kulonboz6 terlletei) [52], mint a jellemzéen SGP bérrégidban (alkar, kar) [122, 123].
Ezzel ellentétben a KRT17 és KRT79 mRNS expresszidja, melyek inkabb a proliferald
sejtekre jellemzbek, szignifikansan magasabb volt az SGR bérben. Tovabba a KRT17,
amit altalaban az epithélium bazalis sejtjei expresszalnak (mint példaul az SGP
bérben), az SGR bérben az epidermisz 6sszes sejtrétege fokozottan expresszalja.
Ennek tovabbi jelentésége, hogy korabbi publikaciékban az talaltak, hogy a Thl7/Th22
utvonalhoz kotheté citokinek (IL-17, IL-22) gén- és fehérjeszinten is fokoztak az
epidermalis KRT17 kifejez6dést [124-126], valamint mMRNS szinten csoOkkentették a
LOR expresszidjat [127]. Ezért a KC-k barrier molekulait érinté ezen valtozasok a
késbbb targyalt, az SGR bért jellemzd Tnl7/IL-17 citokinmillié kovetkezményei

lehetnek.

A legfontosabb, hogy a Th17 szignalutvonal komponenseinek (Th17 érési citokinek és
Thl7 effektor kemokin [32]) expresszidja jelentbs, és tobb esetben (IL-17, IL-1pB, IL-
23A, CCL20) szignifikansan magasabb volt az SGR bérterlleten (az SGP bérterulettel
O0sszehasonlitva). Ezek az adatok jol korrelalnak el6z6 eredményeinkkel [9], ahol
szintén szignifikdnsan nagyobb mennyiségl IL-17A mRNS-t és fehérjét tudtunk
detektalni QRT-PCR és IHC technikak segitségével. Ebben a tanulmanyban amellett,
hogy ujra meg tudtuk erdsiteni a Th17 sejtek jelenlétét az SGR bbérrégidoban, ezen
tulmenden az IL-17 kozponti jelentéségeét is megfigyeltik az SGR bérben, mivel a
fentebb részletezett kuilonbségek a 2 bértertlet kozott az AMP-k, a kemokinek és a
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barrier molekulak kifejez6désében jol magyarazhatok az IL-17 hatasaval. Korabban az
is bebizonyosodott, hogy az IL-17 képes fokozni az IL-13, hBD-2, CAMP, S100A7,
S100A8, S100A9, LCN2, CCL2, CCL20 [111, 127] és KRT17 [124, 126] kutan mRNS
és fehérje expressziojat, mikdzben csokkentik a LOR kifejez6dést a KC-kban [127]. A
fokuszalt utvonal analizistink, mely funkcionalis csoportokba rendezte a 2 bérterllet
kozott  szignifikansan eltéréen expresszalodott immunrendszerhez  kothetd
molekulakat, szintén megerdésitheti ezen molekulak fontos szerepét az SGR bor régio-
specifikus immunmilliéjének fenntartasaban. Hangsulyozni kell azonban, hogy az SGR
borben detektalt IL-17 hatas nem gyulladasos valasznak, hanem homeosztatikus
jelenségnek tinik, mivel a neutrofil kemoattraktdnsok (mint példaul az ebben a
tanulmanyban RNS szekvenalassal meghatarozott CXCL1, CXCL3, CXCL5, CXCLS6,
CXCL8) expresszidja, a pro-inflammatorikus citokintermelés (lasd 7. tablazat),
valamint a neutrofil infiltraci6 mértéke (lasd el6z6 tanulmanyunk [9]) nem volt
szignifikans az SGR bérben. Erdekes médon a pro-inflammatorikus molekulak koziil
csak az IL-1B mutatott szignifikansan emelkedettebb expressziét az SGR bérben. Ugy
véljuk, hogy ez a magasabb IL-13 szint segitheti el6 a Th17 sejtek fejlédését és IL-17

milli6 kialakulasat, amit az el6z6ekben mar részletesen targyaltunk [128].

Ezzel parhuzamosan azt gondoljuk, hogy a bér immun- és barrier paramétereiben
fennallé nevezetes kllonbségek az SGR és SGP bbrteriletek kozott kapcsolatban
allhatnak az eltéré régiokban talalhaté mikrobiota Osszetételben és a bdrfelszini
mikromillibben mutatkozo eltérésekkel, mivel jél ismert, hogy mind a szébum, mind a
bér mikrobidta befolyasolhatja a sejtek immunfunkcioit a mikrokdrnyezetikben [129-
132]. Fontos azt is szem el6tt tartani, hogy a szébum és mikrobiéta 6sszetételben
fennalld kuldnbségek a 2 bérrégio kozott a pubertas soran fejlédnek ki. Naik és mtsai
[133] egy mesterséges mikrobidta valtast hozott Iétre egérbéron. Azt figyelték meg,
hogy az uj kommenzalisok belépése IL-17A indukcidhoz vezet, mely a boér egy relative
konzervalt reakcidja, valamint ezek a T sejt valaszok a boér velesziletett
immunvalaszait (S100A8, S100A9 termelés) képesek elbsegiteni [133]. Mivel a
pubertas soran egy hasonld, de fiziologias mikrobidta valtas jon létre a human
bérfelszinen, azt feltételezzik, hogy az SGR bér Th17/IL-17 immunmillidje a bér
immunrendszeri adaptacié maradvanya lehet a pubertas alatt az SGR bérben és a

serdulékban gyakori acne kialakulasaval is 6sszefuggésben allhat [134] (18. abra).
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18. abra Az egészséges SGR bdr egy nem gyulladasos Tn17/IL-17 millibvel jellemezhetd

Az egészséges SGR bér egy nem gyulladasos Tnl7/IL-17 millidvel rendelkezik, ami az antimikrobialis
peptidek (S100A7, S100A8, S100A9, hBD-2 és LCN2), kemokinek (CCL2, CCL3, CCL19, CCL20,
CCL23 és CCL24) és barrier molekulak (KRT17, KRT79 és LOR) szignifikdnsan megvaltozott
expresszidjaval jar egyutt. A fent bemutatott molekulak kozil az S100A7, S100A8, S100A9, hBD-2,
LCN2, CCL2, CCL20, KRT17 és a LOR IL-17-hez kdtheté molekulak. Ezzel ellentétben ez a bdrtertlet
a neutrofil kemoattraktansok kifejez6désével, a neutrofil infiltraciéval és a gyulladasos citokinek
termelésével jaré gyulladasos IL-17 hatasokkal nem jellemezhetf. Ezek alapjan azt gondoljuk (ugy
véljuk), hogy az IL-17-nek homeosztatikus szerepe lehet az egészséges SGR bérben. Emellett a
gyulladaskelté molekulak kozil az IL1-B az egyetlen olyan faktor, mely emelkedett expressziot mutat,
és ami hozzajarulhat a Th17 sejtek, valamint az SGR bér IL-17 kdrnyezetének kialakulasahoz.

& ¢

A bér immunrendszernek kulcsszerepe van az immun-medialt gyulladasos és
autoimmun betegségek pathogenezisében. Ezeknek a betegségeknek egy része
specialis bdrterlletekre lokalizalodik, mint példaul az akne, rosacea és a bérre
lokalizalt lupusz, melyek leginkabb az arcon, a fejen és a mellkason jelennek meg,
melyek SGR teruletek. A bér immunrendszer 6sszetételét és aktivaciojat mindezidaig
az egész testen egységesnek tekintették, és ezen betegségek régid-specifikus
megjelenésének hatterében mas okokat feltételeztek (sz&€bum, mikrobiota, hormonalis
valtozasok, napfény). Jelenlegi adataink lehetévé teszik e kérdés uj aspektusbol
torténd vizsgalatat, és felvetik annak a lehetdségét, hogy a bér immunrendszer régié-
specifikus jellege is hozzajarulhat a régio-specifikus immun-medialt bérbetegségek
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kialakuldsahoz. Az SGR bér nem-gyulladasos Tnl7/IL-17 &ltal vezérelt immun- és
barrierkdrnyezete valdszinilleg hajlamosithatja ezt a bértertletet a gyulladasos Thl7
tipusu immunmedialt bérbetegségek kialakulasara, a nyugalmi homeosztatikus
koérilmények felborulasa (a szébumban, mikrobiétaban, hormonalis allapotban
bekdvetkezd valtozasok vagy napsugarzas miatt) utan. A szakirodalomban ko&zolt
adatok alatamasztjak ezt a hipotézist, mivel az akne, a rosacea és a lupusz dsszes
formajaban (DLE, SCLE, SLE) a bért féként a gyulladasos tipusu Th17 sejtpopulacid
infiltraljak, ezek felelések elsésorban a bdrgyulladas kialakulasaért e fenti
betegségekben [135-139]. Korabbi sajat adataink szintén felvetik annak lehetéségét,
hogy az immunoldgiai toleranciaban keletkez6 zavaroknak, a nem gyulladasos Trl7
(B) sejtekrdl gyulladasos tipusu Tnl7(23) sejtekre torténd valtasnak specialis szerepe
lehet a SGR bértertiletre lokalizalédd gyulladasos bérbetegségek kialakulasaban [9].
Vizsgalataink szerint az SGR bérben nyugalmi allapotban egy homeosztatikus,
tolerogén epidermalis TSLP expresszio detektalhatd, mikozben a rosacea kialakulasa
soran szignifikans TSLP csokkenés figyelheté meg egy jelentés gyulladasos DC és IL-
17/IFN-y citokin koérnyezettel jellemezhetd Thl7(23)/Tn1 sejt bevandorlassal [9, 134].

A periférias vérben keringé DC-k szerepe AD-ben
Az egeészséges bdér immunrendszert karakterizald kutatasaink mellett egy, az

immunrendszer kéros megvaltozasaval jaré gyulladasos bérbetegségen, az AD-n is
folytattunk vizsgalatokat. Az AD-s betegek vérében keringé CD1c* pre-DC-k
fenotipusos jellegzetességeit és kemokintermeld képességét eddig kevéssé
vizsgaltak. Azt tartjak a pre-DC-krél, hogy a bér nyugalmi és gyulladasos dermalis DC-
inek el6alakjaiként funkcionalhatnak [28, 140]. A vér pre-DC-k vizsgalata informaciot
szolgaltathat arrdl, hogy a bér mDC-i AD-specifikus tulajdonsagaikat hol és mikor
nyerik el, azaz, hogy pl. kizarélag a bér mikrokornyezetében vagy mar a vérben is
rendelkeznek betegség-specifikus jellegzetességeikkel. Ezek a kérdések a
kozvetlenll a periférias vérbdl szeparalt DC-k vizsgalataval valaszolhatéak meg,
szemben a monocitakbdl in vitro kériimények kozott differencialtatott DC-kel. Habar
ez a modszer azonos mennyiségl verbdl kiindulva kevesebb sejtet eredményez, a

sejtek tulajdonsagaikat tekintve sokkal hasonlébbak a fiziologias korilményekhez.
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A DC-k FceRI kifejez6dését az AD-s bérben mar tébb mint 20 éve tanulmanyozzak
[141, 142]. Ezen marker magas expressziot mutat mind az LC-k, mind pedig az IDEC
sejtek felszinén, és valdszinileg gyulladasos folyamatok szabalyozasaban vesz részt
[143]. Sajat eredményeinkkel meg tudtuk erdsiteni ennek a receptornak szignifikansan
emelkedett kifejez6dését a vérben keringd pre-DC-k felszinén [144, 145]. A vér CD1c*
prekurzor sejtek felszinén sok FceRI receptor talalhatd, mely az AD-s betegek
emelkedett szérum IgE szintjének eredménye lehet. A vér DC-k ezt a receptort az IgE-
medialt allergén prezentaciora hasznaljak [144]. Tovabba a specifikus IgE, valamint a
receptor sejtfelszini jelenléte az antigénfelvétel- és prezentacid hatékonysagat noveli
a borbe érkezés utan [143, 146].

A CD206 mannéz receptor kifejez6dése alapjan éretlen és érett DC-ket
kulonboztethetiink meg, mivel a legtébb érett DC nem expresszalja felszinén nagy
mennyiségben ezt a fehérjét [147-149]. Ezt a markert az AD-s és az egészséges
kontroll csoportban is detektaltuk, azonban kevesebb AD-s pre-DC-n volt jelen; ez arra
utalhat, hogy az AD-s DC-k (el6)érett allapotban vannak. A vér DC-k felszinén
jelenlévé CD83 és CD86 érési és aktivacios markerek kifejez6désével kapcsolatban
az irodalmi adatok ellentmondasosak [145, 146]. Ezen markerek szintje az AD betegek
pre-DC-in nagyobb volt, habar az AD-s betegekt6l szarmazé DC-k CD206, CD83 és
CD86 molekulai nem mutattak szignifikansan eltéré expressziot még a stimulalast
kovetden sem. Ezek kifejez6désének kdvetkezetes és egyiranyu valtozasa viszont azt
sugallja, hogy az AD-s pre-DC-k (el6)érett allapotban vannak. Jelenlegi eredményeink
esetében a szignifikancia hidnya és az ezen érési markerekhez kapcsolodo
szakirodalmi adatok inkonzisztencidgja egy nemrég publikalt megfigyeléssel
magyarazhatdk; e szerint a vér egy valészinlleg nem teljes CD1c* populacidja, hanem
vérében jelenlevé DC-k egy nagyobb populacidjat azonositottak, melyben a nagyobb
és aktivabb DC-ket dekondenzalt magokkal és alacsony DAPI intenzitassal
detektaltak. Az AD-ra jellemz6 citokinprofil kialakitasat ennek a sejtpopulaciénak
tulajdonitottak [61].

Mivel a DC-k fontos kemokin forrasok, valamint mivel az AD-s betegek vérében [évd
sejtek kemokin termelésérdl keveés informacio all rendelkezésre, kisérleteink soran az

AD pre-DC-k kemokintermelését vizsgaltuk. Az AD-s pre-DC-k altal ex vivo termelt
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legfontosabb kemokinek azonositdsara Proteome Profile Chemokine Array-t
alkalmaztunk, aminek eredményét ELISArray modszerrel kivantuk megerésiteni.
Ezenkivll egy precizebb mddszer, a hagyomanyos szendvics ELISA segitségével
felmértik egy szovetspecifikus mikrokdrnyezet stimulald hatasat is, melynek soran
0sszehasonlitottuk a nem stimulalt sejtek, valamint a TSLP-vel és a SEB-vel stimulalt

DC-k kemokintermel6 képességét.

A Proteome Profiler Chemokine Array moddszer segitségével kapott eredményeink
szerint a kemokinek két csoportra oszthatok: 1) az AD-s és kontroll pre-DC-k altal
hasonl6 mennyiségben termelt kemokinek; 2) az AD pre-DC-k altal nagyobb
mennyiségben termelt kemokinek. Az els6 csoport vizsgalata soran megallapitottuk,
hogy mind az AD-s, mind az egészséges pre-DC-ek hasonléan nagy mennyiségben
termelték a CXCL4-et, a CXCL7-et, a CXCL8-at és a CXCL16-ot, ami arra utal, hogy

termel6désik a vér pre-DC-kre jellemz6, de az AD jelenlététél fuggetlen.

A masodik csoport tagjai (a CCL3, a CCL4, a CCL5, a CCL17,a CCL18 és a CCL22,
a CXCL10 kivételével) nagyobb mennyiségben szabadultak fel az AD-s betegek vér-
pre-DC-ibdl (Proteome Profiler Array és ELISA segitségével detektalva). Kozuluk a
CCL17, a CCL18 és a CCL22 az AD-hez koétheté kemokinek, melyeket az AD-s
betegek bér DC-i is termelnek, és fontos szerepet jatszanak a Th2 immunvalasz
szabalyozasaban, valamint a memdria T-sejtek vandorlasaban [90, 146, 149]. A
gyulladasos folyamatokhoz kétheté CXCL10, CCL3, CCL4 és CCL5 génexpresszidjat
nemcsak az AD-s betegek bérében, hanem mas gyulladasos bdérbetegségekben
szenved® betegek bérében is kimutattak, ami arra utal, hogy ezen kemokinek
emelkedett szintje a kronikus gyulladas altalanos jellemzdje, azaz nem AD-specifikus

faktor.

Az AD-s betegek vér DC-inek fentebb részletezett kemokintermelési mintazata az
érésukrél is informaciét adhat, mivel a DC-ek kilénb6z6 érési szakaszaikban
kulonboz6 kemokin-kombinacidkat termelnek [150-153]. A korai érési stadiumban levd
DC-k nagy mennyiségben termelik a CCL2, CCL3, CCL4, CCL5, CXCL8 és CXCL10
kemokineket. Vizsgalatunkban az AD-s pre-DC-k CCL3, CCL4, CCL5 és CXCL10
gyulladasos kemokintermelése tovabb erGsitette megfigyelésinket, hogy azok
(el6)érett (vagy korai érési stadiumban levd) allapotban vannak.
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Osszefoglalva eredményeinket megallapithatd, hogy az AD-s betegek vér pre-DC-inek
kemokin termelése és sejtfelszini marker jellegzetességei azt jelzik, hogy ezek a sejtek
(el6)érett allapotban vannak, és mar a periférids vérben képesek AD-specifikus
kemokinek termelésére. A DC-k AD-specifikus kemokintermel és citokin felszabadito
képességét figyelembe véve ugy gondoljuk, hogy nemcsak a bér, hanem mar a veér
mikrokornyezete is jelent6sen befolyasolja az AD-s DC-k fejlédését. Mindemellett
valészinUsithetd, hogy ezen DC-k kemokin- és a citokinprofiljia még intenzivebbé és
betegség specifikusabba valik a szdvetspecifikus stimulaciét koévetéen. Az AD-s
betegek vérét egy egyedulallé citokinkészlet jellemzi (IL-4, IL-10, IL-13, CCL17 és
TSLP) [60, 154-162], mely lehetbvé teszi, hogy ezek a sejtek elérjek az érés korai
szakaszat. Az ezekkel a molekulakkal szemben alkalmazott 0 bioldgiai terapiak (pl.
Dupilimab vagy anti-TSLP mAB) modosithatjak ezeknek a citokineknek a hatasat mind

a vérben, mind a bérben, ezaltal befolyasolva a sejtek érését és mikodését [163].
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Osszefoglalas

Kisérleteink els6é részében teljes transzkriptom és utvonalelemzést végeztunk a
faggyumirigyekben gazdag (SGR) és szegény (SGP) bdérrégiok kozott fennalld
lehetséges immunotopografikus kilonbségek feltarasa végett. Megallapitottuk, hogy a
kulonboz6 boérteriletek karakterisztikus veleszuletett és szerzett immun-, valamint
barriermili6vel rendelkeznek, hiszen szignifikdnsan magasabb kemokin (CCL2, 3, 19,
20, 23, 24) és antimikrobialis peptid (S100A7, A8, A9, lipokalin, B-defenzin-2)
szinteket, megvaltozott barrierfunkciot (keratin 17, 79), valamint egy nem-gyulladasos
Thl7/IL-17 dominanciat azonositottunk az SGR régiokban (az SGP terlletekhez
viszonyitva). A pro-inflammatoérikus molekulak (IL-1a, IL-6, IL-8, IL-33, TNF-a)
esetében alacsony szinteket mértink mindkét régioban. Adataink magyarazatot
nyujthatnak egyes immun-medialt és autoimmun bérbetegségek jellegzetes
topografikus megjelenésére. Eredményeink alapjan azt javasoljuk, hogy a kisérletes
bérgydgyaszati gyakorlatban gyakran hasznalt ,egészséges kontroll bérminta”
kifejezés csak abban az esetben legyen elfogadhatdé, ha a kutatdk gondosan

megnevezik az egészseges bdrregio lokalizacidjat.

Munkank masodik részében az AD-s betegek periférias vérébdl izolalt mieloid pre-
dendritikus sejttek (pre-DC) fenotipusos jellemzését, valamint kemokintermelésuk ex
vivo vizsgalatat végeztik el; emellett tanulmanyoztuk a pre-DC-ket Staphylococcus
enterotoxin B-vel (SEB) és thymic stromal lymphopoietin-nel stimulalt (igy egy AD-s
mikrokdrnyezetet imitald) kornyezetben is. A sejtfelszini markerek kifejez6dését
aramlasos citometriaval, mig a kemokintermelést chemokine antibody array-vel és
megerdsité ELISA mddszerrel vizsgaltuk. AD-s pre-DC-k magasabb FceRI szinteket
fejeztek ki, mig az érési és aktivacios markerek tendencidézusan vatoztak. A sejtek
magas szinten expresszaltak az AD-re (CCL17/18/22), valamint az érési folyamatokra
(CCL3/4/5) jellemzbé kemokineket. A CCL3/4 és a CCL18 termelése AD-specifikus
stimulacio nélkul is szignifikansan magasabb volt, mig a CCL17 és CCL22 termelése
csak a stimulaciot kovetéen nétt meg szignifikans mértékben. Mindezen adatok arra
utalnak, hogy az AD-s keringd pre-DC-k korai érési fazisban vannak és atépias

jellegzetességeket mutatnak a szdvet-specifikus stimulacié nélkil is; tehat, hogy
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fejlédésuket nemcsak a bér mikrokérnyezete, hanem mar a vérben lévé lokalis millié

is befolyasolja.
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Summary

In the first part of our study we performed whole transcriptomic and subsequent
pathway analyses to assess the potential immunotopographical differences between
sebaceous gland rich (SGR) and sebaceous gland poor (SGP) regions. We found that
different skin regions exhibit a characteristic innate and adaptive immune and barrier
milieu as we could detect significantly increased chemokine (CCL2, 3, 19, 20, 23, 24)
and antimicrobial peptide (S100A7, A8, A9, lipocalin, B-defensin-2) expression, altered
barrier (keratin 17, 79) functions, and a non-inflammatory Th17/ IL-17 dominance in
SGR skin compared to SGP. Regarding pro-inflammatory molecules (IL-1a, IL-6, IL-8,
IL-33, TNF-a), similarly low levels were detected in both regions. Our data may explain
the characteristic topographical localization of some immunemediated and
autoimmune skin disorders. In addition, we also propose that the term “healthy skin
control sample,” widely used in experimental Dermatology, should only be accepted if
researchers carefully specify the exact region of the healthy skin (along with the site of
the diseased sample).

In the second part of our work we aimed at investigating the phenotypic features and
chemokine production of myeloid pre-dendritic cells of patients with AD ex vivo and
after stimulation with Staphylococcus enterotoxin B and thymic stromal lymphopoietin,
representing an AD-like microenvironment. The expression of cell surface markers was
measured by flow cytometry, while chemokine production was monitored with
chemokine antibody array and confirmed by enzyme-linked immunoassays. AD pre-
dendritic cells expressed higher levels of FceRIl and the maturation and activation
markers tended to be altered. They produced both AD (CCL17/18/22) and maturation-
related (CCL3/4/5) chemokines at higher level than controls. The production of CCL3/4
and CCL18 were significantly higher even without AD-specific stimulation, while the
production of CCL17 and CCL22 were significantly higher only after stimulation. These
results indicate that circulating AD pre-dendritic cells are premature and bear atopic
characteristics even without tissue-specific stimulation, suggesting that their
development is not only influenced by the skin microenvironment, but even earlier by

the local milieu in the blood.
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