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BEVEZETES

A bér 1,8 m?-es feliiletével az emberi test egyik legnagyobb méretil szerve. Szamos fontos
funkcidja ismert, mellyel hozzajarul az emberi szervezet védelméhez, megfelelé miikodésének,
homeosztazisanak fenntartdsdhoz. Ezen funkciok ellatdsaban fontos szerepet jatszanak a bor
immun- és permeabilitasi barrierjének elemei.Az egészséges bdér anatdmiai és szdvettani
felépitése bizonyos mértékben eltér a faggyli mirigyben gazdag (SGR, Sebaceous Gland Rich,
zsiros), az apokrin mirigyben gazdag (AGR, Apocrine Gland Rich, nedves) ¢és a mirigyekben
szegény (GP, Gland Poor, szdraz) borrégiokban, koszonhetéen a stratum corneum eltérd
vastagsaganak, illetve a faggyt, eccrin és apokrin mirigyek és a szortliszok valtozo szaménak.
Ennek kovetkezménye egy diverz kémiai mili6 megjelenése a bdr felszinén. Az utobbi évek
kutatasai feltartdk, hogy a kémiai milié valtozatossagaval parhuzamosan a mikrobiom is
kiilonbozik az eltérd borteriileteken. Munkacsoportunk korabbi vizsgalatai azt is kimutattak,
hogy a bér mikrobiomjahoz és kémiai mili6jéhez hasonléan a bér immunologiai miikodésében
(immunbarrier) is regiondlis eltérések detektalhatok. Szignifikdns kiilonbséget igazoltunk az
SGR, AGR ¢és a GP bdrben taldlhaté immunsejtek (DC-k, T sejtek) szdmaban és aktivitasaban,
valamint ravilagitottunk arra, hogy az SGR és AGR régidkat egy nem gyulladdsos IL-17/IL-10
citokin kornyezet jellemzi, melyhez az IL-17-hez kapcsolddd kemokinek és antimikrobidlis
peptidek (AMP-k) emelkedett szintje is tarsul. Azt azonban eddig senki nem vizsgalta, hogy az
immunologiai barrierhez hasonloan a permeabilitasi barrier is kiillonbozik-e a harom egészséges
borrégidoban. A bdr permeabilitasi barrierjének (fiziko-kémiai barrier) legfobb két 6 eleme a
SC réteg 6nmaga ¢és a SG rétegben 1évo tight junction (TJ) halozat, melyek biztositjak a kiilsé
kornyezeti hatasokkal szembeni védelmet, valamint megakadalyozzak a kiilonb6z6 patogének
bérbe vald bejutdsat. Emellett szerepet jatszanak még a boéron keresztiili vizvesztés
kontrollalasaban, a bor megfeleld hidrataltsaganak kialakitdsaban. Disszertaciom elsé részét
megalapozo kutatds soran a permeabilitasi barrier f6 elemeit vizsgéltuk a hdrom egészséges
borrégidban: a stratum corneum elemeit, melyek a cornified envelop képzddésében, a
korneocita deszkvamacidban és a (korneo)dezmoszomaék szervezddésében jatszanak szerepet,
valamint a tight junction molekulékat. E16szor ezen kutatdsainkat 6sszegzem. A permeablitési
barrier sériilése szdmos borbetegség fontos jellemzdjeként, sét inicidld okaként is ismert. A
rosacea egy, a faggyumirigyben gazdag borteriiletekre, azon beliil az arcra lokalizal6d6 immun-
medialt bérbetegség, ahol az emelkedett pH és transzepidermalis vizvesztés (TEWL), valamint
csokkent hidrataltsdg ¢és fokozottan szdraz bdér permeabilitasi barrier kéarosodasra utal.
Kutat6csoportunk elsdként vizsgalta a permeabilitdsi barrier eltéréseit molekuléris szinten

rosaceaban, disszertaciom masodik felében errdl szamolok be.
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CELKITUZESEK

1. Az egészséges bor permeabilitasi barrier vizsgalata

Korabbi kutatasok ravilagitottak arra, hogy a topografiailag eltérd egészséges borteriileteken a
mikrobidta Osszetétel, a kémiai milié és az immunrendszer aktivitdsa eltérd. Sajat kutatasaink
szerint a bor antimikrobidlis barrierje sem tekinthetd egységesnek, jelentds kiilonbségeket
detektaltunk a mirigyekben gazdag (SGR, AGR) és mirigyekben szegény (GP) régiok AMP
expresszidja kozott. Mivel a bor antimikrobidlis és permeabilitasi barrierje szoros kapcsolatban
all egymassal, célul tiiztiik ki a permeabilitasi barrier két f6 elemének, a SC-nak és a TJ rétegnek
gén ¢és fehérje expresszids vizsgalatat, illetve organizaciojuk tanulményozésat a kiilonbozo

egészséges (SGR, GP és AGR) borrégiokban.

Kutatdsunk soran az alabbi vizsgalatok elvégzését tlztik ki célul a harom egészséges
borrégidban:
1. A transzepidermalis vizvesztés (TEWL) vizsgdlata a permeabilitdsi barrier
miikddésének tanulmanyozésa céljabol (funkcionalis vizsgélatok)
2. A SC molekuldk gén [RNA Seq, Kvantitativ Valés-idejli Polimeraz Lancreakcio (QRT-
PCR)] és fehérje [immunhisztokémia (IHC)] szintii vizsgélata:
a, CE intracellularis struktarmolekulak
b, korneocita deszkvamacioban és az intercellularis lipid lamellak kialakitdsdban
szerepet jatszd molekuldk
¢, korneodezmoszdmak szervezddésében szerepet jatszo komponensek
3. TJ molekulak gén (QRT-PCR) ¢és fehérje (IHC) szintli vizsgalata

4. A fent emlitett molekuldk organizacidjanak vizsgalata (konfokalis mikroszkopia)

2. A permeabilitasi barrier vizsgalata rosaceaban

Mivel a rosacea, ami a faggyimirigyben gazdag arcbdér kronikus betegsége, sulyos bor
szarazsadggal, emelkedett pH-val és transzepidermalis vizvesztéssel, valamint csokkent
hidrataltsaggal jellemezhetd, ami barrier karosodasra utal, célul tiiztilk ki a permeabilitési

barrier molekularis szintl vizsgalatat rosacedban, SGR bérhoz hasonlitva:

1. Célul thztik ki a génexpressziés mintazatok kiillonbségeinek feltarasat teljes
transzkriptom analizissel

2. A SC ¢és a TJ barrier molekulédk gén (QRT-PCR) és fehérje (IHC) szintii vizsgélatait:



a, CE képzésében résztvevo molekulak
b, Intercellularis lipid lamellak képzddésében szerepet jatszo molekulak
¢, Korneodezmoszéma komponensek és a korneocitak levalasaért és keresztkotések
kialakitasaért felelés enzimek
d, TJ komponensek
e, Az immunologiai barrier kialakitasdban résztvevé AMP-k
3. Tovabbi célunk volt a rosacea és az AD permeabilitasi barrier jellegzeteségeinek

Osszehasonlitasa IF modszerrel

ANYAGOK ES MODSZEREK

Borbiopszias mintak gyiijtése és feldolgozasa

A vizsgélatainkhoz immun-medialt bdérbetegségben szenvedd betegektdl és egészséges
személyekt6l punch biopszidkat (0.5-1cm?) gyiijtottiink. Az elsé vizsgéalatunkhoz plasztikai
mitéten atesett egészséges személyek kiilonbozd birteriileteirdl szereztiik be a biopszids
mintdkat: 8 SGR, 8 GP ¢és 8 AGR bdrrégiobol szarmazott. A madsik vizsgalatunkhoz 8
papulopustularis rosacedban (ROS) szenvedd beteg 16zids arcborébdl és 8 egészséges személy
SGR bdrteriiletérél mintdkat. Az Egészségiigyi Tudomdnyos Tanacs ¢és Kutatasetikai
Bizottsaga (ETT-TUKEB) és a Debreceni Egyetem Regionalis Etikai Bizottsaga engedélyezte
a kutatast. A miitétek el6tt a donorok a Helsinki Nyilatkozat irdnyelveinek megfelelden irasbeli
beleegyezésiiket adtdk a bdérmintaik kutatdsi célbol vald felhaszndlasara. Minden egyes
begylijtott borbiopszias mintat két részre vagtuk. Az egyik felét formalinos fixalast kovetden
paraffinba agyaztuk IHC ¢és IF vizsgalatokhoz, mig a minta masik részét QRT-PCR vizsgélatra
hasznaltuk fel, melyet -70°C-on taroltunk RNA /ater oldatban (Qiagen, Hilden, Németorszag)
az RNS izolalas megkezdéséig. A beagyazott mintdkon haematoxylin-eozin festést végeztiink,
majd ezt kdvetden fénymikroszkopos vizsgalattal (10x-es nagyitds) a szovettani mintakat 3
csoportba soroltuk be a faggyumirigyek és apokrin mirigyek szdma alapjan. A mintat GP-ként
definidltuk, ha az egységnyi teriiletre esd faggytimirigyek szama n<1 és SGR-ként, ha n>3 volt,

illetve a metszetet akkor tekintettiik AGR-nek, ha az apokrin mirigyek szama n > 2.

RNS izolalas, Reverz Transzkripcio

Az RNA later-ben tarolt mintdkat homogenizaltuk, majd a bérmintakbdl trizolos protokoll
szerint RNS-t izolaltunk. Mindség ellendrzés és DNaz I enzimes kezelés utan a QRT-PCR-hez
Inug RNS-t irtunk 4t cDNS-sé (komplementer DNS). A ¢cDNS szintézist High Capacity cDNA

Archive Kit felhasznalasaval a gyart6 altal ajanlott protokoll szerint végeztiik.
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Kvantitativ Valos-ideji Polimeraz Lancreakcio (QRT-PCR)

A QRT-PCR vizsgélatokat a gyarto altal tervezett FAM-MGB assay-vel, illetve a TagMan®
Gene Expression Master Mix felhasznalasaval, triplikdtumban végeztiik. A mérésekhez ABI
PRISM® 7000 szekvenalo késziiléket hasznaltuk. A célgének relativ mRNS szintjét a 2-AACT

modszerrel hataroztuk meg, minden esetben a PPIA mRNS expressziora normalizalva.

RNS szekvenalas (RNAseq)

Az RNS szekvenalashoz eldszor cDNS konyvtarat hoztunk létre 1ug teljes RNS
felhasznalasaval, TruSeq RNA Sample Preparation Kit segitségével a gyartd altal eldirt
protokoll alapjan. A poli-A végli RNS-eket oligodT-konjugalt mégneses gyongyokkel
tisztitottuk meg, majd fragmentalasuk 94°C-on 8 percen keresztiil zajlott. Az egyszalii cDNS
atirasdhoz random primereket és SuperScript Il reverz transzkriptdz enzimet hasznéltunk. A
kovetkezd 1épésként a masodik szal cDNS szintetizalasa kovetkezett. A duplaszali cDNS végek
kijavitasa ¢s a 3' végek adenilalasa utan az Illumina index adapterek mintahoz torténd ligalasa
tortént meg, majd PCR-rel amplifikaltuk az adapterrel ligalt cDNS fragmenseket. A cDNS
fragmentumok méret eloszlasat és molaritdsdt Agilent BioAnalyzer DNA1000 chip-en
ellendriztiik le. Az RNS-szekvencia konyvtarakat a szekvenalas el6tt 10nM-os koncentraciora
allitottuk be és az 5 kdnyvtarat pool-oztuk. A szekvenalas egy Illumina HiScan SQ késziiléken
zajlott egyirdnyli 50bp-os szekvencia futtatdssal, ahol mintanként 16-18 milli6 leolvasést
kaptunk. A mindségellendrzéshez és a de-multiplexeléshez a CASAVA szoftvert alkalmaztuk.
Ezutan a szekvenalt adatok illesztése Human Genom v19-re TopHat és Cufflinks algoritmusok
alkalmazasaval tortént meg, igy bam fajlokat hoztunk létre. A tovabbi statisztikai elemzésekhez
a StrandNGS szoftvert hasznaltuk, a bam fijlok importalasa és normalizélasa pedig a DESeq
szoftver segitségével valosult meg. A statisztikailag szignifikdns génexpressziés mintak
azonositdsdhoz nem-paraméteres Wilcoxon Mann-Whitney tesztet hasznaltuk. A
konyvtarkészitést, a szekvendldst és az azt kovetd adatok elemzését a Debreceni Egyetem
Genomi Medicina és Bioinformatikai Szolgaltatdé Laboratéoriuméban Dr. Poliska Szilard
végezte el. Az RNS szekvencia adatok egy részét (SGR1-SGR6 mintak) korabban kézzétettiik
¢s a Sequence Read Archive (SRA) adatbazisban, a (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/sra)
PRINA421246 hivatkozési szdm alatt megtaldlhato. Mig az SGR7, SGR8 és ROS1-ROSS8
mintdk az SRA adatbazisban a PRINA592080 hivatkozési szam alatt érhetdek el.

Utvonal analizis/pathway analizis
A DEG (eltéréen expresszalt gének) funkcidjanak azonositasa soran tobbféle bioinformatikai

elemzést is elvégeztiink, a Cytoscape CluGo alkalmazasaval, tobb adatbazis felhasznalasaval:
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Gene Ontology (GO), Biological Process (BP), GO Immune System Process (ISP), GO
Molecular Function (MF), Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes (KEEG), Reactome
Pathway ¢és Reactome Reactions. Eldszor, a DEG-ek altalanos bioldgiai funkcidjanak
azonositdsa sordn ,,pathway enrichment” analizist végeztiink minden eltéréen expresszalt
génre, ha az (fold change) FC > 1,5 volt. A statisztikailag szignifikdnsan (p<0,05) ,,feldasult”
utvonalak azonositasanak érdekében a kdvetkez6 kritériumokat alkalmaztuk: az Gtvonalaknak
legalabb 50 gént kellett tartalmaznia az altalunk bevitt génlistinkon szereplé gének koziil.
Ezutan elvégeztiink egy masodik, szigorubb kritériumu Gtvonal analizist, hogy részletesebben
betekintést nyerjlink a barrierrel kapcsolatos szignifikans DEG-ek funkcioival kapcsolatban.
Az up- és downregulalt DEG-ket két kiilonboz6 klaszteranalizisnek vetettiik ala a ClueGO
pathway enrichment analizis soran. Az alapjan, hogy a DEG-ek nagy része upregulalt (kb.
61%), az analizis kritériumai eltéréek voltak az up- és downreguldlt gének esetében. Az
upregulalt gének klaszterének legalabb 30 gént kellett tartalmaznia a bevitt génlistabol valamint
az egyes utvonalakra jellemzd géneknek legaldbb a 20%-at, mig a downreguldlt gének
klaszterének esetében legalabb 18 gént kell tartalmaznia a bemend génlistankbdl és az egyes
utvonalakra jellemz6 gének legalabb 12%-at. A fenti megkdzelités lehetdvé tette szamunkra az
egyes utvonalakhoz tartozo up- és downregulalt DEG-ek megkiilonboztetését €s megjelenitését

1S.

Immunhisztokémia (IHC), immunfluroreszcens (IF) és rutin festések

Az IHC vizsgélatokhoz a beteg és egészséges donoroktdl szarmazo bérmintakbdl paraffinba
agyazott metszeteket készitettiink. A vizsgalat sordn a metszeteket el6szor deparaffinaltuk,
kovetkezd 1épésként rehidraltuk, majd hdével indukalt antigén feltarast végeztiink. A
metszeteken egy 15 perces 3%-os H,0,-dal torténd eldkezelést is alkalmaztunk az endogén
peroxiddzok gatlasanak érdekében. A festések soran elsddleges anti-humén antitesteket
hasznaltunk. Ezt kovetden Horseradish peroxidase (HRP)-konjugalt masodlagos anti-egér/anti-
nyul antitesteket alkalmaztunk. A mintakat az antitesttel torténd inkubalas eldtt és utan is 3x5
percig mostuk, majd a festédés detektdldsdira ImmPACT™ NovaRED™ Kit-et vagy 3,3'-
Diaminobenzidine-t (DAB)hasznaltuk.

A metszeteken metil-zolddel torténd hattérfestést is alkalmaztunk. A folyamat utolsé
Iépéseként a megfestett metszeteket a dehidratalast kovetden feddlemezzel fedtiik le. Az
aktualisan vizsgalt fehérjék el6hivasa parhuzamosan zajlott az Osszes metszeten annak
érdekében, hogy a vizsgalt protein expressziok egymassal Osszehasonlithatoak legyenek a

kiértékelés soran. Pozitiv, Ig és izotipus kontrollokat is alkalmaztunk a fehérjék festésének



normalizalasahoz. Az IF festések, hasonloan az IHC festésekhez, deparaffinalt metszeteken
torténtek, és a kisérlet menete a masodlagos antitest alkalmazasaig hasonldan tortént. A primer
antitestekkel valo inkubdlas utdn masodlagos antitesteket alkalmaztunk. A Haematoxylin-
Eozin festéseket a tanszékiink szovettani laboratériumaban dolgozo asszisztensek végezték el
az egészséges borteriiletekrdl szarmazo mintakon, a faggytimirigyek szamanak meghatarozésa

céljabol.

Metszetek digitalizalasa Whole-slide imaging-gel

A metszetek digitalizalasa egy Zeiss sima-apokromatikus objektivii és Hitachi 3CCD
progressziv scan color kameraval felszerelt Pannoramic SCAN digitalis metszet szkennerrel
tortént. Az immunfestések kiértékelését pedig a Pannoramic Viewer 1.15.2 szoftver
(3DHistech) HistoQuant applikacidjanak a segitségével végeztiik. A kiértékelés soran elséként
kivalasztottuk a vizsgalni kivant teriileteket [Regions of interest (ROI)] (n=20/slide), majd a
szoftver segitségével lemértiik az Gsszteriiletet (Field area [FA (mm?2)]) és a maszkolt teriiletet
[Mask area (MA (mm?)]. A MA reprezentalja a pozitiv teriileteket, mig a FA a ROI-k
Osszteriiletét adja meg. Minden ROI esetében kiszamoltuk az MA/FA értékeket.

Transzepidermalis vizvesztés mérése

A méréseket 22-25 °C homérsékletli, 40-60% -os pdratartalmud standardizdlt laboratériumi
koriilmények kozott végeztik el, egészséges egyéneken (n=30), legalabb 15 perces
akklimatizdcié utdn. A TEWL (g/hm2) méréséhez a Tewameter TM300 miiszert hasznéltunk.
A méréseket hdrom kiilonbozé borrégion végeztiik el: alkaron (GP régid), homlokon (SGR
régid), és a honaljban (AGR régid). Egy-egy régioban 3 mérést végeztiink, mely minden esetben

30 mésodpercig tartott.

Konfokalis mikroszkopia

A konfokalis mikroszkdpiahoz minden mintacsoportbdl négy, paraffinba agyazott 40 um-es
metszetet hasznaltunk fel. A mintdk deparaffindldsa utdn hdvel indukalt antigén feltarast
végeztiink. A festéshez elsddleges és masodlagos antitestekkel inkubdltuk a mintédinkat,
elébbivel 48 6ran at 4 “C-on, mig utdbbival 2 6ran keresztiil szobahémérsékleten.

Végiil a mintakat targylemezekre helyeztiik, és VECTASHIELD® HardSetTM Antifade DAPI
mounting médiummal fedtiik le. Az immunfestett mintdk képalkotdsat egy 60-szoros
olajimmerzids lencsével rendelkezd konfokalis eszkozzel, az Olympus FV3000 késziilékkel

végeztikk el. Az elére meghatarozott beallitdsok (1ézer teljesitmény, konfokalis rekesz és



erdsités, detektor paraméterek) minden mintanal azonosak voltak. Tébb 1 pm vastag optikai
metszet jott 1ére, 0,5 um-re elkiiloniilve a Z tengely mentén.

A képek feldolgozasat az Adobe Photoshop CS5 szoftver segitségével készitettiik el. A zold és
piros csatornak vonalprofiljait a FIJI képelemz6 csomag segitségével mértiik le és abrazoltuk.
Mivel a ROI-k kiilonb6z6 hosszusaguak voltak, csak az elsé 50 mikrométert hasonlitottuk dssze
a SG-tdl kiindulva. A DSGI és a CLDN immunfestés rendszerességét gy analizaltuk, hogy
megmértik a szomszédos immunfestett pontok kozotti tdvolsdgot a sejtmembran
keresztmetszete mentén (zart vonal a DAPI-festett mag koriil a SG régidban). Egy adott

bortipusban 100 pont kozaotti tdvolsagot mértiink.

Statisztikai analizis

Az adatok eloszlasat a Kolmogorov-Smirnov teszttel vizsgaltuk. Mivel az adataink normalis
eloszlast mutattak, igy a két mintacsoportot kétmintas t-teszt hasznalataval hasonlitottuk dssze.
A csoportok kozotti kiilonbségeket atlag + 95% -os konfidencia intervallum (4tlag + 95% CI)
abrazolasaval mutattuk be. A statisztikailag szignifikdns kiilonbségek hatarat a p <0,05 értéknél
allapitottuk meg (*p <0,05; **p <0,01; ***p <0,001). A statisztikai analiziseket a 6-0s verzioju

GraphPad Prism szoftver és az SPSS 25 alkalmazéaséaval végeztiik el.

EREDMENYEK

1. Az egészséges bor permeabilitasi barrier vizsgalatai

L.1. A TEWL mérése a kiilonbozo borrégiokban

Els6ként a permeabilitdsi barrier funkciondlis vizsgdlatat végeztiik el 30 egészséges személy
bevondsdval. A TEWL mérése a hiarom ismert borrégiéban (SGR, AGR, GP) tortént. A
vizsgalataink sordn kimutattuk, hogy az SGR ¢és az AGR régiok transzepidermalis vizvesztése
szignifikdnsan magasabb volt, mint a GP teriileté, tehat eltérd permeabilitdsi barrier funkcid
jellemzi a kiillonb6z6 borrégiokat. Vizsgalatunk soran a legnagyobb kiilonbséget az AGR és a
GP teriiletek kozott mértiink, ahol 6,89-szeres novekedés volt megfigyelhetd, még az SGR és a
GP régiok Osszehasonlitdsa soran 1,57-szeres kiilonbséget detektaltunk

L2. A CE intracellularis strukturmolekulik expresszidjanak vizsgdalata a kiilonbozo
borrégiokban

Mivel funkciondlis vizsgalataink soran szignifikdns eltérést detektaltunk a 3 bdrrégio
permeabilitasi barrierje kozott, ezért molekularis szinten is tanulmanyoztuk a permeabilitasi

barrier legfontosabb molekuldit. Elsdként a barrier funkcidban szerepet jatsz6 SC komponensek



koziil a CE kialakitasdban részt vevé molekuldk gén szintli vizsgélatat végeztiik el QRT-PCR
modszerrel, majd fehérje szintli vizsgalatainkhoz kvantitativ IHC moédszert alkalmaztunk. A
CE kialakitasaban részt vevo molekulak (KRT1, KRT10, LCE1D, LCE1F, SPRR1A, SPRR2A,
TGMI ¢és TGMS) vizsgalatakor nem talaltunk szignifikdns kiilonbségeket a harom borrégid
kozott, sem gén, sem fehérje expresszid tekintetében.

1.3. A KLK proteazok és az ABCAI2 lipid transzporter expresszidjanak a vizsgalata a
kiilonbozo borrégiokban

A korneocita deszkvamacidjaban, azaz a hamldsban szerepet jatsz6 KLKS és KLK7 enzimek
expresszigjat is vizsgaltuk QRT-PCR mddszerrel. Eredményeink alapjan elmondhat6, hogy a
KLKS5 és KLK7 molekuldk mRNS szinten szignifikdnsan upregulalédtak az SGR és AGR
bérrégidkban a GP teriiletekhez viszonyitva. A fehérje szintii vizsgalattal a két enzim hasonl6
expressziot mutatott a harom borrégié interfollikularis és follikularis epidermiszének
Osszehasonlitdsa sordn. Ugyanakkor a KLKS és a KLK7 ersen fest6dott az AGR és az SGR
régiok apokrin €s faggyumirigyeiben, ami lényeges kiilonbségre utal a mirigyekben gazdag
(AGR, SGR) és a GP boérrégiok kozott fehérje szinten. Az enzimeken kiviil az intercelluldris
lipid lamelldk kialakitdsaban résztvevé ABCA12-t vizsgéltuk.

Ez a transzporter molekula szignifikdnsan magasabb génexpresszids szintet mutatott SGR €s
AGR borrégidkban a GP teriiletekhez képest, mig a fehérje szintli vizsgélat sordn az ABCA12
az AGR epidermiszben mutatott kismértéki, de szignifikdns emelkedést a GP bérhoz képest.
1.4. A korneodezmoszoma és TJ komponensek vizsgalata a kiilonbozd borrégiokban

A korneodezmoszéma komponensek kozé tartoz6 CDHI1, CDSN, DSCI1, DSG1 és PKP1
mRNS expresszidjanak vizsgélata sordn nem taldltunk szignifikdns kiilonbséget a hiarom
egészséges borrégid kozott. Ezzel ellentétben a fehérje szintli vizsgdlataink sordn a DSG1 és
CDSN molekuldk expresszidja eltért a vizsgdlt bérmintdkban. A DSGI1 fehérje szinten
szignifikansan kisebb mennyiségben volt kimutathaté mind az SGR, mind az AGR
borrégidkban, valamint a CDSN fehérje expresszidja is jelentosen csokkent SGR-ben a GP
bérrégiohoz képest. A TJ komponensek gén szintli vizsgédlata sordn kimutattuk, hogy a CLDN1
expresszidja szignifikdnsan emelkedett az AGR borteriileteken a GP régidkhoz képes, mig a
CLDN23 molekula az SGR teriileten mutatott emelkedést a GP bérrégidhoz viszonyitva. A
CLDNI16, a CDHI1 és az OCLN esetében viszont hasonl6 mRNS szintet figyeltiink meg
mindhdrom régiéban. Fehérje szintli vizsgdlataink szerint a CLDN1 molekula expresszidja az
AGR teriileten szignifikdnsan lecsokkent a GP régi6hoz képest, illetve az OCLN szintje mind

az SGR, mind az AGR teriileteken alacsonyabb volt, mint a GP borben.
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L5. A sejtkapcsolo strukturak organizdciojanak a vizsgalata a kiilonbozd borrégiokban
Kovetkezd 1€épésként megnéztiik, hogy a korneodezmoszoma ¢€s a TJ sejtkapcsold strukturak
molekulainak fehérje expresszidjanak csokkenése az AGR ¢és SGR teriileteken egyiitt jar-e a
sejtkapcsold struktirak organizacidjanak megvaltozasaval. Ennek a vizsgalata konfokalis
mikroszkopia segitségével valosult meg. A korneodezmoszomékat reprezentalo DSGI1 és
CDSN molekulédkat kettds IF festéssel detektaltuk. Ahogyan azt vartuk, a CDSN molekula a
GP borteriileteken a SG rétegben mutatott erds expressziot, viszont a mélyebb rétegekben mar
nem volt kimutathatd. A DSGI fehérje is leginkabb a SG rétegében lokalizalodott, csokkend
tendenciat mutatva a bazalis epidermalis rétegek felé¢. Mindkét fehérje esetében erds festddést
¢és ko-lokalizaciot tapasztaltunk (a korneodezmoszoma képzddését jelzi) a SG 1-2 sejtsorbol
allo rétegében. Mivel a korneodezmoszoémak organizacids szintje is érdekelt minket, ezért
lemértiik a két szomszédos immunfestett DSG1 pont kozotti tadvolsdgokat a sejtmembran
keresztmetszetében, a SG rétegében. Megallapitottuk, hogy a DSGI reprezentalta strukturdk a
KC-k koriil a membranban szabélyosan helyezkedtek el a GP epidermiszben.

A GP régidval szemben az SGR és AGR teriileteken a CDSN expresszidjanak kiszélesedését
figyeltiik meg a SS irdnyaba, mind a SG-ban, mind a mélyebb rétegekben jelen volt ezeken a
bérrégiokban. Osszességében elmondhatd, hogy a CDSN és a DSG1 kolokalizacioja kevésbé
volt jellemzd és expressziojuk tobb sejtrétegre terjedt ki az SGR és AGR-régidkban, mint a GP
teriileteken. Tovabba a korneodezmoszomak térbeli eloszlasa, amit a DSG1-pozitiv pontok
reprezentaltak, kevésbé volt szervezett, szabalytalan eloszlast mutatott az SGR borben, az AGR
régiokban pedig még inkabb megfigyelhetd volt ez. A TJ strukturdkat reprezentalo CLDNI
molekula IF festddése a GP régioban a SG-ban volt a legerésebb, emellett a CLDN1 pontok
eloszlasa rendkiviil szabalyos volt ebben a bérrégioban. Ezzel szemben az SGR ¢és az AGR
régiokban a CLDN1 immunfestddési mintazata kiszélesedett a SS felé, rdadasul a CLDN1
pontok szabalytalanul oszlottak el az SGR mintakban, az AGR bdr granularis rétegében pedig

még szabalytalanabb elrendezddést mutattak.

II. A rosaceas bor barrier vizsgalata

11.1. Heatmap, Principal Componen Analysis (PCA)

Az SGR ¢és a ROS bor kozotti génexpresszios mintazatok kiilonbségeinek azonositasa céljabol
8 egészséges SGR és 8 ROS donor bdérmintdinak lizatumabol RNS szekvencia analizist
végeztiink. A szekvenalas soran kapott eredményeinket felhasznalva a StrandNGS nevezetli

szoftverrel heatmapet, azaz egy hétérképet, és egy Principal Component Analysis (PCA) abrat
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hoztunk létre. Ezen abrak segitséget nytjtanak a két csoport kozotti eltérések megjelenitésében
¢és leolvasasaban. A ROS ¢és SGR bdérmintdk génexpresszios profiljdnak a kiilonbsége jol
megfigyelhet6 a szoftver altal generalt hotérképen. A PCA dbra is jol szemlélteti a két vizsgalt
csoport kozotti kiillonbséget. A PCA abran megjelend pontok egy-egy donortdl szdrmazd
bérmintat helyettesitenek, ahol a szinek a ROS és az SGR bdrrégiokat jelentik
(piros:papulopustulosus rosacea-PPR, kék: SGR). A pontok kozotti tdvolsagok a mintak
génexpressziods profilja kozotti kiilonbségek mértékét jelzik. Az abran jol lathatd, hogy a
kiilonb6z6 szinli pontok két csoportba rendezddnek, €s a piros €s kék csoport kozotti tavolsag
jelentdsebb, mint az egyszinili csoporton beliili tavolsagok. A PCA &bran az egy régioba tartozo
pontoknal megfigyelhetd az is, hogy altalaban relativ kicsi, mig méshol nagyobb tavolsagra
vannak egymdashoz képest az egyszinli pontok. A vizsgilat soran Mann-Whitney nem-
paraméteres statisztikai teszttel (p<0,05) hataroztuk meg a ROS ¢és SGR mintak génexpresszids
mintazatanak kiilonbségeit. A statisztikai kiiszobértéket gy hataroztuk meg, hogy legalabb 1,5-
szeres valtozas (fold change [FC]) legyen a 2 mintacsoport kozott az egyes gének atlagos
expresszidjaban, p<0,05 statisztikai szignifikancia mellett.

Az elemzés soran 5136 gént (DEG) azonositottunk, melyek szignifikansan eltéré expressziot
mutattak a ROS és az SGR bérmintak kozott. A DEG-ek koziil 3133 gén magasabban, mig
2003 gén pedig alacsonyabb szinten expresszalddott a ROS-ben az SGR bdrrégiohoz képest.

11.2. Pathway analizis 1

A DEG-ek miikddésének azonositdsdhoz tobb bioinformatikai elemzést is elvégeztiink a
Cytoscape ClueGo bioinformatikai eszkoz segitségével. Elsdként, hogy meghatarozzuk a DEG-
ek altaldnos biologiai funkcioit, az dsszes olyan DEG-en ttvonal analizist végeztiink, ahol az
FC>1,5 volt. Ahhoz, hogy a globélis bioldgiai funkcidkkal rendelkezd, szignifikansan feldasult
(p<0,05) utvonalakat azonositsuk, azt a kritériumot alkalmaztuk, hogy az Osszes utvonal
legalabb 50 gént tartalmazzon a bemend génlistabol. Ez alapjan a ClueGO alkalmazas 1239
statisztikailag szignifikdnsan ,.feldisult” Utvonalat azonositott. Nem meglepé moédon, az
azonositott utvonalak elsésorban a cellularis metabolizmushoz (pl. ion-transzport, lipid-
bioszintézis, transzferdz aktivitas), a velesziiletett (pl. kiilsé stimulusra/stresszre adott valasz,
citokin szekrécid, baktériummal szembeni védekezd mechanizmus, NOD-szerli receptor
jelatviteli Gitvonal és komplement aktivalas) és adaptiv (pl. T sejt aktivalas, leukocita migracio,
TNF ¢és IFN-gamma termelés, kemokin jelatviteli utvonal) immun mechanizmusokhoz
kapcsolodtak. Emellett az idegrendszeri funkciokban (példaul az idegrendszer fejlddésében) és

a vaszkularizacioban (pl. az érrendszer fejlddésének szabdlyozasaban, angiogenezisben)
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résztvevd gének is kiilonbséget mutattak. Szamunkra a legfontosabb informaciot az jelentette,
hogy a bdr barrierrel kapcsolatos funkciokhoz is tartozott 24 utvonal (pl. epitélium fejlédése,

ham morfogenezise, epitelidlis sejtek differencidlédasa és proliferacidja)

11.3. Pathway analizis 2

Bioinformatikai vizsgéalataink folytatasaként elvégeztiink egy ijabb bioinformatikai analizist a
DEG-ek specifikusabb funkcidinak meghatdrozasanak céljabol. Az el6zd analizishez képest
egy szigorubb analitikai megkdzelitést alkalmaztunk, ahol az up- és downregulalt DEG-eket
két kiilonallo klaszterként kezeltiink a ClueGO applikacioban. Ez az analitikai megkozelités
426 szignifikdnsan feldusult utvonalat eredményezett, és ezek tobbsége (291) a velesziiletett és
az adaptiv immunmechanizmusokhoz tartozott (pl. Th17 sejtek differencialédasa, toll-like
receptor kaszkadok, T-sejtek szelekcioja, neutrofilek vandorldsa). Ezen tulmenden szdmos
azonositott utvonal vagy a cellularis metabolizmushoz kapcsolodott (63 utvonal, pl. a
mikrotubulusok mentén torténd transzport, a specifikus granuldtum membranfehérjék
exocitdzisa, a cAMP-re adott valasz), vagy a vaszkularizacioban vett részt (2 Utvonal, az
érrendszer fejlédés és az angiogenezis pozitiv szabdlyozasa), vagy az idegrendszerhez (21
utvonal, pl. axonogenezis, gliasejtek differencidlodésa, axon vezetés) kothetd. Ami szamunkra
igazan relevans volt, hogy analizisiink soran 15 olyan utvonalat azonositottunk, ami a bor
valamely barrier funkciojaval all kapcsolatban (példaul keratinizacid, kornifikacio, TJ).

Tovabbi vizsgalatainkban ezekre az Gtvonalakra fokuszaltunk.

11.4. A QRT-PCR és IHC vizsgalataink megerdsitették a ROS borben detektdlt szignifikdans
eltéréseket a legfo6bb permeabilitasi barrier komponensekkel kapcsolatban

Az RNS szekvenalas eredménye ravilagitott arra, hogy a rosaceds bor permeabilitasi barrierje
az egészséges zsiros bortdl jelentésen eltér. Annak érdekében, hogy a ROS ¢és az egészséges
SGR bér permeabilitdsi barrier kiillonbségeit jobban megismerjiik, a permeabilitasi barrier {6
csoportjaiba tartoz6é molekuldk gén-expresszidjat QRT-PCR modszerrel is validaltuk. Ezzel a
modszerrel ,,visszaellendrizhetjiik” a szekvenalds soran kapott génexpresszids mintdzatok
kiilonbségeit. A kordbban elvégzett analiziseink soran kapott eredmények, valamint irodalmi
adatok alapjan kivalasztottuk a bor permeabilitasi barrier funkcidjaban résztvevo legfontosabb
csoportokat és molekuldkat: (1) a CE kialakitdsaban (FLG, KRT1, KRT10, LCE1D, LCEIF,
LOR, SPRRI1A, SPRR2A, TGMI1, TGM3 ¢s TGMS); (2) az intercelluléris lipid lamellak
képzddésében (ABCA12); (3) a dezmoszoéma organizacidjaban (CDH1, CDSN, DSG1, DSCI,
PKP1); (4) a korneocitdk hémlasi folyamatiban (KLKS5, KLK7 ¢és KLK14); (5) a TJ
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kialakitasaban (CLDN1, CLDN16, CLDN23 és OCLN; (6) a barrier alarmin funkciokban
(KRT6, KRT16 és KRT17) szerepet jatsz6 molekuldkat, de ezen kiviil (7) néhany fontosabb
AMP-t is megvizsgaltunk (S100A7, S100A8, SI00A9, DEFB4B, LCN2 ¢és CAMP). A fent
emlitett molekulacsoportok néhany képviseldjét IHC mddszerrel is megvizsgaltunk, melyet egy
képalkotd analizissel is Osszekotottiink, ezéltal fehérje szintli kifejezddésiikrdl is képet
kaphattunk.

11.4.1. CE képzésben résztvevd molekulak vizsgalata

Elséként a CE felépitésében résztvevd molekuldkat vizsgaltuk meg QRT-PCR modszerrel,
amely soran azt kaptuk, hogy a vizsgélt gének hasonloan expresszaldodtak, mint az RNS
szekvenalas soran. Eredményeink szerint a vizsgalt barrier struktirmolekulak tobbsége (KRTI,
KRT10, FLG, LOR, LCEID ¢és LCE1F) downregulalodott, az SPRR1A és SPRR2A molekulak
pedig upreguladlodtak a ROS mintdkban az egészséges kontrollokhoz képest. A kapott
kiilonbségek minden esetben statisztikailag szignifikdnsnak mutatkoztak, kivéve a két late
cornified envelope (LCE1D, LCE1F) és a SPRR1A molekula esetében.

A peptid kereszt-kotésben szerepet jatszo enzimek kozé tartozé TGMI1, TGM3 és TGMS
hasonld szinten fejezddott ki a ROS és az SGR bérmintakban. A génszintli meghatarozasokat
kovetden tovabbi vizsgalatokat végeztiink néhany kivalasztott CE komponens esetében. Mivel
fontosnak tartottuk, hogy fehérje szinten is megerdsitsik a két borrégid kozotti eltérd
kifejez6dést ezen molekuldknal, igy IHC festéseket végeztiink. Vizsgéalataink soran azt talaltuk,
hogy a LOR ¢s a KRT1 fehérje expresszioja szignifikdnsan alacsonyabb volt a ROS-ban az
SGR borhoz képest, mig az FLG fehérje hasonléan expresszalddott mindkét mintacsoportban.
Az enzimek koziil TGMS molekula festését végeztiik el, viszont az fehérje szinten nem mutatott
szignifikans kiilonbséget a ROS ¢és az egészséges SGR bérmintak kozott.

11.4.2. Intercellularis lipid lamellak képzodésében résztvevd fobb molekulak vizsgalata

Az intercellularis lipid lamellak képzddésében fontos szerepet jatszd molekuldk koziil az
ABCA12 génszintii kifejezddését vizsgaltuk meg QRT-PCR moddszerrel a ROS ¢és az
egészséges SGR bdérmintdkban. Eredményeink azt mutattdk, hogy az ABCA12 molekula
mRNS szinten szignifikdnsan alacsonyabban expresszalodott rosacedban a kontrollhoz képest.
11.4.3. Dezmoszoma organizdcidjaban szerepet jatszo molekulak vizsgalata

A dezmoszoma komponensek (DSG1, DSC1, CDSN, PKP1 és CDHI1) génexpresszids szintjét
is megvizsgaltuk QRT-PCR madszerrel. Megallapitottuk, hogy a CDSN kivételével az 6sszes
vizsgalt molekula szignifikansan alacsonyabb szinten expresszalodott a ROS mintdkban az
SGR-hez képest. A CDSN mRNS-szintjében nem detektaltunk szignifikdns kiilonbséget a két

vizsgalt mintacsoport kozott. Ezt kovetden két kivélasztott junction komponenst (DSGI,
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CDSN) fehérje szinten, IHC festéssel is vizsgaltunk. Eredményeink azt mutattak, hogy a DSG1
molekula, az mRNS szintli expressziojahoz hasonldan, fehérje szinten is szignifikansan
alacsonyabb mértékben expresszalddott a ROS-ban az SGR mintdkhoz képest.
A dezmoszoma organizaciojaban szerepet jatszo masik fontos fehérje, a CDSN mindkét bor
mintaban hasonldan fejezddott ki, megerdsitve az mRNS szintli vizsgéalatainkat, ahol szintén
nem tapasztaltunk szignifikans kiilonbségeket a két mintacsoport kdzott.
11.4.4. Korneocitik hamlasaban résztvevd fobb molekulak vizsgalata
A kovetkez6 vizsgalat soran a bor hamlasaban kulcsfontossagu szerepet jatszé enzimek (KLKS,
KLK7 és KLK14) kifejezddését vizsgaltuk a két borteriileten. Az mRNS szintli vizsgalataink
sordn azt tapasztaltuk, hogy a KLKS5, KLK7 és KLK14 expresszios szintjei nagyon hasonléak
voltak ROS ¢és az SGR bérmintakban.
11.4.5. TJ molekulak vizsgdlata
Kovetkezdnek a TJ felépitésében részt vevo molekulak koziil a CLDN1, CLDN16, CLDN23
¢s OCLN génexpresszios szintjét vizsgaltuk a két borrégioban. Ezen vizsgalt junction
komponensek esetében azt talaltuk, hogy alacsonyabban expresszalodtak a rosaceds
bérmintakban az SGR bdrhoz képest. A TJ génszintli vizsgalatdnak megerdsitése érdekében a
CLDNI1 molekula immunhisztologiai vizsgalatat is elvégeztiik, amely sordn szignifikdnsan
alacsonyabb fehérje szintet detektalunk a ROS mintdkban az SGR bérmintakhoz képest.
11.4.6. Barrier alarmin molekulak vizsgadlata
A tovabbiakban fontosnak tartottuk, hogy megvizsgaljuk a KRT6, KRT16 és KRT17
molekuldk kifejez0dését is a két mintacsoportban, hisz ezen molekuldk nagymértékben
indukdlodnak epidermadlis barrier karosodds soran. Els6ként a kivalasztott barrier alarmin
komponenseket mRNS szinten vizsgaltuk QRT-PCR modszer segitségével. Eredményeink azt
mutattak, hogy a KRT6, KRT16 és KRT17 géneszpresszids szintje szignifikdnsan megndtt
ROS-ban az SGR bérhdz viszonyitva. Kovetkezd 1épésként a KRT6 IHC festését végeztiik el,
ami megerdsitette az mRNS szintli eredményeinket, mivel mig a KRT6 molekulat fehérje
szinten nem tudtuk detektalni a zsiros bdrben, addig ROS-ban erételjes expressziot
figyelhettiink meg.
11.4.7. AMP-k vizsgdlata

Fontosnak tartottuk, hogy a bdér immunologiai-barrier funkcidjaban szerepet jatszo
kulcsfontosagi komponensek, az AMP-k expresszids szintjét is megvizsgaljuk. Els6ként gén
szinten néztilk meg az S100A7, SI00A8, S100A9, DEFB4B, LCN2 és CAMP expresszidjat,
QRT-PCR modszerrel. Eredményeink alapjdn elmondhatd, hogy az Osszes vizsgalt AMP
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expresszidja szignifikansan upregulalodott a ROS mintdkban az egészséges SGR borrégidhoz
képest.

Annak az igazolasara, hogy a megnovekedett mRNS-szintek megndvekedett fehérje szintet
eredményeznek, megvizsgaltuk az S1I00A8 és az LCN2 molekuldkat IHC modszer segitségével
is. Eredményeink ravilagitottak, hogy az S100A8 és az LCN2 fehérje szinten is szignifikdnsan

magasabban expresszalodik a ROS mintakban, a kontroll mintdkkal 6sszehasonlitva.

1L.5. A ROS borre jellemzo barrier valtozdasok hasonloak az AD béor barrier kdarosoddasdhoz
11.5.1. Irodalmi keresés

Mivel a rosacedban detektalt barrier eltérések nagyon hasonlonak tiintek az AD-ban ismert
barrierkarhoz, ezért irodalmi attekintést végeztink az AD barrierkarosodas részletei
tekintetében, és Osszehasonlitottuk a két betegség barrier eltéréseit (sajat kontrolljukhoz
viszonyitva). Megallapitottuk, hogy a ROS mintdkban detektalt barrier eltérések nagyon
hasonloak az AD 1€zids borének barrier karosodésahoz. Ez azért volt szdmunkra meglepd, mert
a rosacea zsiros borteriiletre (arc), mig az AD szaraz bdrrégiora (1abszar, alkar) lokalizalodo
borgyulladas, és a két betegség kozott eddig semmilyen hasonlosagra nem figyeltek fel a
borgyogyaszati kutatasok.

11.5.2. Fehérje szintii vizsgalatok (IF festés) megerdsitették az AD és a ROS jellemzd barrier
karosoddsainak hasonlo jellegét

Vizsgalataink folytatdsaként a ROS ¢és az AD bort jellemzd barrier elvaltozasok
hasonlésdgainak megerdsitésére fehérje szintli vizsgalatokat végeztiink IF modszer
alkalmazasaval. Az IF vizsgalat a megfeleld kontroll csoportokon (SGR ¢és GP egészséges
bérmintak) is megtortént. Az immunfestés eredménye szerint a CE molekuldk koziil a LOR,
valamint a dezmoszémadk és a TJ kulcskomponensei (DSG1 és CLDNI1) is erdsen
downreguléltak a ROS és az AD mintakban, a kontroll csoportokhoz képest. A KRT6 barrier
alarmin molekula és az S100A8 AMP fehérje szinte teljesen hidnyzott az egészséges
bérmintakban, mig a ROS és az AD bérmintakban magasan expresszalodtak ezek a molekulak.
Az IF vizsgalataink alapjan elmondhatd, hogy a vizsgalt fehérjék mintdzata hasonl6 volt ROS-

ben és AD-ben.
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MEGBESZELES

Permeabilitasi barrier kiilonbségek egészséges human bérben

Az emberi bér nem homogén szerv, hiszen a b6ér anatémiai €s fizioldgiai tulajdonsdgaiban
jelentds regiondlis kiilonbségeket figyelhetiink meg, illetve a legtijabb tanulmanyok szerint a
kiilonbozo borteriiletek mikrobidta 0sszetételében €s immun aktivitasaban is markéns eltérések
vannak. Ebbdl kiindulva feltételeztiik, hogy az eltérd borrégidk permeabilitdsi barrierje is
kiilonb6z6. A jelen dolgozatban is részletezett kutatdsunk célja az volt, hogy funkciondlis
mérésekkel, illetve mRNS és fehérje alapu vizsgalati mdédszerekkel részletesen, atfogd modon
elemezziik a topografiailag eltérd egészséges boérrégiok permeabilitdsi barrierjét. Funkcionalis
vizsgdlatunk soran azt kaptuk, hogy a TEWL szignifikdnsan magasabb volt az SGR és AGR
bérrégidkban, mint a GP teriileteken, ami arra utalhat, hogy az AGR és az SGR régiok gyengébb
permeabilitasi barrierrel rendelkeznek. Ez a megallapitas hasonl6 volt a Kleesz és munkatérsai
altal elvégzett kutatds eredményeihez, ahol szintén magasabb TEWL-t mutattak ki az SGR ¢és
az AGR bdrrégiokban a GP régidhoz képest, €s a harom borrégio koziil az AGR borrégioban
mérték a legmagasabb TEWL-t. A funkciondlisan eltéréen miikodd regionalis barrierek
molekularis vizsgalata sordn az egyes, barriert alkot6 komponens csoportok kiilonbozd
eltéréseit tudtuk azonositani. Az intracellularis strukturfehérjék molekularis analizise sordn az
eltérd borteriiletek kozott nem detektaltunk lényeges kiilonbségeket. Ezzel szemben, bar a
sejtkapcsolo struktirak mRNS szinten mindharom bérrégioban hasonlé mértékben voltak jelen,
tobb korneodezmoszoéma ¢és TJ molekula esetében szignifikansan csdkkent fehérje expressziot
detektaltunk az AGR és az SGR bérteriileteken a GP borrégidhoz képest. Az a tény, hogy a
kiilonbségek csak a sejtkapcsold struktirdk (extracellularis molekuldk) komponenseinek
expressziojaban és csak fehérje szinten fordultak eld, arra utal, hogy els6sorban
extracellularisan folyé proteolitikus degradaci6 lehet a felelés az AGR és az SGR
borteriileteken megfigyelt gyengébb permeabilitasi barrierért, nem pedig az intracellularis vagy
extracellularis komponensek csokkent termelddése. Elképzelésiinket az is alatamasztotta, hogy
a KLKS5 ¢és a KLK7 extracelluléris protedzok mRNS szintjének mérése soran szignifikdnsan
magasabb expressziot detektaltunk az AGR és az SGR bérben, szemben a GP régioval. Ezen
kiviil a vizsgalt kallikreinek fehérje szinten is emelkedést mutattak az AGR ¢és SGR
borrégiokban, az apokrin- és a faggytimirigyek altali termelddésiiknek kdszonhetden. Ezek az
eredményeink Osszhangban allnak azzal a korabbi tanulmannyal is, amelyben a szerzok az
arcrol és a honaljbol gytijtott verejték mintakban magasabb KLK szintet mutattak ki; azonban
fontosnak tartjuk a jovoben a TJ molekulak KLK-k altali kozvetlen proteolitikus lebomlasat

zimografiai elemzéssel is megerdsiteni.
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Mivel a KLKS5 és a KLK7 6 hasitasi célpontjai a DSG1, a DSCI és a CDSN molekuldk, ezért
azt feltételeziik, hogy ezek az enzimek lehetnek kozvetleniil felelések a korneodezmoszémak
degradacioért az SGR ¢és az AGR boérrégiokban. Tovabba a KLK-k tobbféle, a TJ
aktivalni, melyek legalabb részben, szintén feleldsek lehetnek a TJ gyengeségéért az SGR és az
AGR régiokban. Ezenkiviil a régiospecifikus baktériumok és gombak, a Propionibaktérium és
Malassezia az SGR-ben; Corynebaktérium, Proteobacteria és Staphylococcus aureus az AGR
bdrben is hatassal lehetnek a permeabilitdsi barrierre, exogén szerin- €s cisztein peptidazok
termelésével. Az ABCAI12 lipid transzporter egy olyan molekula, amely kulcsfontossag
szerepet jatszik a lipid lamelldk képzddésében. mRNS szintli vizsgalattal ez a molekula erds
upregulaciot mutatott az SGR és AGR régiokban, valamint fehérje szinten is jelentds
novekedést mutatott az AGR régidkban a GP-hez képest. Az ABCAI12 expresszidjaban
megjelend kiilonbségek kiemelik boriink heterogén jellegét; azonban ennek pontos
értelmezéséhez tovabbi vizsgalatokra van sziikségiink. A molekularis eredményeink
megerdsitésére, valamint a korneodezmoszomak ¢és TJ-0k organizacidjanak és eloszlasanak
megértéséhez a kiilonboz6 borrégiokat konfokalis mikroszkoppal is vizsgaltuk. Eredményeink
megerdsitették a fentebb talaltakat, miszerint a vizsgalt molekuldk szervezddése is eltérd a
régiok kozott. A korneodezmoszoémak és TJ molekuldk a GP régidban szabalyosan oszlanak el,
ahogy az varhat6 volt. Ezzel szemben az AGR és az SGR teriileteken a kapcsold strukturak
rendezetlen moédon voltak jelen. Osszefoglalva elmondhato, hogy az egészséges AGR és SGR
borrégiokra magasabb TEWL ¢és emelkedett KLK enzim szint jellemzd, bizonyos
korneodezmoszoma ¢és TJ fehérjék pedig csokkent expresszidt mutatnak, emellett
szabalytalanul eloszl6 korneodezmoszomék és TJ-0k figyelhetk meg a két régioban, a GP
teriilethez képest. Ezekbdl az eredményekbdl arra kdvetkeztethetiink, hogy az AGR és az SGR
régiok permeabilitasi barrierje boriink gyenge pontjai, melynek klinikai kdvetkezményei is
felismerhetdek.

Eredményeink magyarazatot adhatnak néhany akantolitikus borbetegség, koztiikk a pemphigus
foliaceus (PF), a Darier-kér (DD) és a Hailey-Hailey betegség (HHD) esetében azon
kérdésekre, hogy miért bizonyos életkorban és miért bizonyos borrégiodban jelennek meg ezen
korképek.

Ezeknek a bdrbetegségeknek kozos jellemzdje a KC adhézid elvesztése karosodott
dezmoszoma/korneodezmoszoma képzddés kovetkeztében, melyet DD-ben és HHD-ben
mutéaciok, PF-ban pedig autoantitestek okoznak. DD-ben és HHD-ban az ATP2A2 és az AT+-

P2C1 Ca*" pumpa génjeinek mutacioi okoznak karosodott dezmoszoma/korneodezmoszoma
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képzddést, és habar ezek a gének az egész élet soran, és minden KC-ban jelen vannak, maga a
klinikai tliinetek mégis altaldban serdiilékor utan jelentkeznek, és szinte mindig az SGR/AGR
teriileteken. Ugy gondoljuk, hogy azért a pubertds utin manifesztdlodnak a DD és a HHD
dezmoszomainak genetikai valtozasai, ¢s azért leginkabb az SGR és AGR bdérrégiokban, mert
ezekben a régidkban gyengébb permeabilitasi barrier jellemzd, ami a serdiilékor utan jelenik
meg, a serdiilékori mikrobiota valtozas, a megndvekedett KLK enzim szint, a kapcsolo fehérjék
degradacioja és a kovetkezményesen meggyengiilt dezmoszoémak ¢és TJ-k eredményeként. A
két betegség jellegzetes SGR/AGR lokalizacioja és pubertas utani megjelenése is magyarazhato
tehat az eredményeink alapjan. A PF-ben bar az egész borfeliileten kotddnek az anti-
desmogleinl antitestek a dezmoszomakhoz, a holyagok kialakuldsanak elsd és dominans
klinikai jelei mégis az SGR teriileteken jelentkeznek, ahol a korneodezmoszomak/TJ-k
gyengeségei eleve szenzitivebbé teszi ezeket a régidkat a betegség kialakuldsara. Ezekbdl az
adatokbol jelentds terdpidas kovetkeztetések is levonhatoak. Azon enzimek szabalyozasa,
az SGR/AGR boérteriiletek meggyengiilt sejtkapcsolataiért valosziniileg felelossé tehetdk, a
lokalisan alkalmazott inhibitorok vagy antibiotikumok-antimycotikumok haszndlataval
késleltetheti vagy akaddlyozhatja ezen betegségek megjelenését.

Osszefoglalva elmondhatd, hogy a bériink topografiai szempontbol egy heterogén, nem
egységes szerv, melyet nemcsak regionalisan eltérd kémiai és mikrobidlis kornyezet, valamint
eltérd immunaktivitas, hanem eltéré permeabilitasi barrier funkcid is jellemez. A topografiailag
eltérd borteriiletek egyedi jellemzdi jelentds hatdssal vannak a kialakult bdrbetegségek
patogenezisére, fejléddésére €s lokalizacidjara. Ezeket az adatokat nem csak tudomanyos, de

terapias megkozelitéseknél is érdemes figyelembe venni.

A rosaceas bor barrier vizsgalata

A rosaceds betegek érintett arcbdrének klinikai képe és a rajtuk elvégzett funkcionalis
vizsgalatok permeabilitds barrier eltérésekre utalnak. Ennek ellenére a rosaceas bor barrier
zavarat molekularis szinten eddig senki nem vizsgélta. Jelen tanulmanyban ROS bdrmintdk
teljes transzkriptom analizisét (RNASeq) végeztiik el, majd a beteg bér génexpresszids profiljat
Osszehasonlitottuk az egészséges SGR bor profiljaval. Eredményeink a bdr permeabilitasi
barrier legfontosabb komponenseinek stlyos kéarosodasat jelezték ROS-ban. Az intakt
borbarrier elengedhetetlen a homeosztazis fenntartdsdhoz, mivel védi szervezetiinket a
kiilonb6z6é mikrobaktol €s kiilsé hatdsoktol. Az irodalom az epidermisz legkiilsé rétegét, a SC-

ot és a TJ-t tekinti a permeabilitasi barrier legfobb alkotoelemeinek. A SC-ot alkoté molekulak
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tovabbi négy csoportba oszthatok: a CE kialakitdsdban ¢és az intercellularis lipid lamellak
képzddésében résztvevd molekuldk, a korneodezmoszoéma komponensek és a korneocitdk
hamlésaban résztvevé molekuldk. A CE tobbféle intracelluléris fehérjébdl épiil fel, beleértve a
FLG, LOR, LCE és SPRR fehérjéket, tovabba az envoplakint, periplakint, IVL-t és a
keratohialin granulumbol szdrmazé KRT filamentumokat. Ezen fehérjék keresztkotését a
TGM1, TGM3 és TGMS enzimek katalizaljak. Eredményeink alapjan elmondhatd, hogy a
FLG, LOR, KRTI1, KRT10 és LCEID molekuldk szignifikdnsan downregulalodtak, mig az
SPRR2 szignifikdnsan magasabb expressziot mutatott ROS bdrben, az egészséges SGR borhoz
viszonyitva. Fehérje szintli vizsgalatainkkal is megerdsitettiik a LOR és a KRT1 szignifikans
csokkenését a ROS bdrben. A TGM-ok expresszidja sem mRNS, sem fehérje szinten nem
mutatott szignifikans kiilonbséget a két vizsgalt csoport kozott. A lipid lamelldk képzddése
szintén fontos az intakt SC réteg kialakitasaban, ahol a lipoxigendzok (ALOX12B és ALOXB3)
¢s a lipid transzporterek (ABCA12) nélkiilozhetetlen szerepet jatszanak a lipidek szintézisében
¢s szallitasdban. Vizsgalatunkban az ABCA12 molekula szignifikansan csokkent mRNS
expressziot mutatott ROS-ban a kontroll bérhoz képest. A SC masik alkotéeleme a
dezmoszdéma komponensek erdsen karosodottak ROS-ban, amita CDH1, CDSN, DSC1, DSG1
¢s PKP1 szignifikdnsan csokkent génexpresszids szintje bizonyit. IHC festéssel a DSGI1
molekula szignifikans csokkenését fehérje szinten is sikeriilt megerdsiteniink. A SC-ban a
korneocitak levalasat, azaz a hamlast elsdsorban a KLK enzimek (KLKS5, KLK7 és KLK14)
szabalyozzak egy pH-dependens proteolitikus kaszkadon keresztiil.
Tanulmanyunkban a KLKS5, KLK7 ¢és KLK14 esetében hasonld génexpresszids szintet
detektaltunk a 1ézidos ROS-ban mint az egészséges bdrben; az enzimek fehérje szintjét és
aktivitdsat azonban nem vizsgaltuk.

A SC mellett a TJ is fontos szerepet jatszik a bor barrier integritadsanak fenntartasdban, mivel
a SG szomszédos KC-ait 0sszekdtve megakadalyozzak a viz és az oldott anyagok szabad
aramlasat. A TJ-t transzmembran fehérjék alkotjak, f6ként CLDN-ok ¢és OCLN-ok.
Vizsgélatunkban a CLDNI1, CLDN16, CLDN23 ¢és OCLN mRNS szintje szignifikdnsan
csokkent a ROS-ban a kontroll csoporthoz képest. A CLDNI1 szignifikans csokkenését fehérje
szinten, IHC modszerrel is bizonyitottuk. A SC és a TJ 6sszetevokkel parhuzamosan két tovabbi
molekulacsoport vizsgalatara 6sszpontositottunk: a kulcsfontossagu barrier alarminokra és az
AMP-kre, mivel ezeknek a molekuldknak az expresszios szintje szoros kapcsolatban all a
permeabilitas barrier strukturkomponenseinek szintjével. Tanulmanyunkban az 6sszes vizsgalt

alarmin barrier molekula (KRT6A, KRT16 ¢s KRT17) ¢s AMP (CAMP, hBD-2, LCN2,
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S100A7, S100A8 és S100A9) szignifikansan upregulalodott a ROS bdrben a kontroll bérhoz
képest. Az LCN2, S100A8 ¢és KRT6 szignifikdnsan magasabb jelenlétét fehérje szintli
vizsgalatokkal is megerdsitettiik ROS-ban. Ismereteink szerint eddig csak egy tanulmany
végzett teljes transzkriptom analizist rosaceds mintdkon. Ebben a tanulmanyban a szerzok
kiilonféle rosacea altipusok immunolédgiai tulajdonsdgainak vizsgéalatdra Osszpontositottak,
viszont barrier komponensekrdl nem kozoltek adatokat. Egy masik tanulmanyban Deng és
munkatarsai a CE komponenseit, koziilik is a KRT10, FLG és LOR mRNS expressziojat
¢s eredményeinkhez hasonléan szignifikdnsan alacsonyabb gén és fehérje szintet tudtak
kimutatni rosacedban a kontroll mintdkhoz képest. A KRT10 és LOR mRNS szintjének
vizsgalatakor viszont a tanulmany szerzdi nem talaltak szignifikans kiilonbségeket a ROS és a
kontroll mintdk kozott, fehérje szintli vizsgdlatokat pedig nem végeztek. A KLKS
expresszidjanak mérését rosacedban egy masik munkacsoport is elvégezte, akik azt talaltak,
hogy a molekula mRNS- és fehérje szintli eszpresszidja jelentdsen megnétt rosacedban,
valamint ezzel parhuzamosan megemelkedett enzimaktivitast is detektaltak; a szerz6k azonban
nem hataroztak meg, hogy melyik rosacea altipuson végezték el a vizsgélatokat.

Vizsgalatunkban mi nem detektaltunk szignifikdnsan emelkedett KLK5 mRNS szintet
ROS-ban, illetve sem fehérje szintli vizsgalatot, sem enzimaktivitds mérést nem végeztiink. Az
AMP-k koziil csak a cathelicidin expresszidjat vizsgaltadk kordbban ROS-ban, mig a hBD-2-re
vonatkoz6 adatok csak okularis rosaceaban allnak rendelkezésre.

E korabbi eredményekkel Osszhangban kutatasunk sordn mi is azt taldltuk, hogy a
cathelicidin és a hBD-2 mRNS expresszioja szignifikdnsan upregulalodott ROS-ban, az SGR
mintakkal dsszehasonlitva.

Osszefoglalva tehat, a részletes molekularis bioldgiai vizsgalatunk soran, ideértve a teljes
transzkriptom analizist és bioinformatikai elemzéseket, valamint QRT-PCR ¢s kvantitativ IHC
vizsgalatokat, azt taldltuk, hogy ROS-ban a bdr permeabilitdsi barrierjének minden f6
alkotoelemében sulyos karosodds mutathatd ki, ami jelentdsen hozzajarulhat a betegség
években. AD-ban bebizonyosodott, hogy a barrier valtozasok képesek borgyulladast kivaltani,
igy inicidlo tényezdnek is tekinthetéek a betegség patogenezisében. Ebbdl a szempontbodl
érdekes, hogy nagyon hasonld barrier elvaltozasokat figyeltiink meg ROS-ban és AD-ban.
Irodalmi adatok és sajat eredményeink alapjan elmondhato, hogy a CE komponensek, a
dezmoszoma ¢és TJ molekuldk, valamint az alarmin barrierek és AMP-k megvaltozott

expresszioja valdban hasonldésagot mutat a két betegségben. Ezen hasonlosagokat fehérje
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szinten is megerdsitettiik bizonyos molekulak IF festésével. Meglepd a ROS és az AD bdrben
jelen levd barrier karosodas kozotti hasonldsag, mivel eziddig elsésorban ezen betegségek
eltérd klinikai jellemzdit ¢és immunologiai jellegzetességeik kozotti  kiilonbségeket
hangsulyoztak. JOl ismert, hogy az AD-ben megjelend barrierkér inicialdja lehet a betegségre
jellemzd gyulladasnak, viszont eredményeink alapjan jelenleg még nem tudtuk meghatarozni,
hogy a rosacedban megjelend barrier karosodas a gyulladas elinditoja vagy kovetkezménye.
Rosacedban a barrier kdrosodésat okozhatja a betegségre jellemzd IL-17A és a Th1/Th17 tipust
gyulladas, melyrdl az utdbbi idében bebizonyosodott, hogy a FLG, LOR ¢s KRT10 mRNS
szinteket szabdlyozza organotipusos 3D bor ekvivalens modellben. Mésrészt az is lehetséges,
hogy a diszfunkcionalis barrier a rosacea kialakulasanak kiindul6 tényezdje. Amig a barrier
megvaltozasa AD-ben Th2 tipust gyulladast eredményez, az ehhez hasonl6 barrier zavar gy
tlinik rosaceaban Th1/Th17 tipust gyulladast valthat ki. Ezen latszolagos ellentmondasra a
magyarazatot az adja, hogy az AD a GP régiora, mig a rosacea kizardlag az SGR bdre
lokalizalodik. Az SGR és a GP bdrfeliileteken eltéré homeosztatikus immun- €s permedbilitas
barrier milid van jelen, mely eltéré szoveti kdrnyezetben azonos barrier karosodas okozhat
eltérd tipusti immunaktivaciot és kdvetkezményesen eltérd klinikai gyulladast. Az SGR és GP
régiok eltérd szoveti-immun milidjére szdmos bizonyiték latott napvilagot az elmult években.
Mig az SGR boérrégiok szignifikdnsan magasabb AMP-szintet mutatnak, illetve a nem-
gyulladasos Th17 (B) és a szabalyozd T sejtek szama, valamint a homeosztatikus ,,short” vagy
rovid formaja (sf) Thymic Stromal Lymphopoietin (TSLP) konstitutiv expresszidja is magas
ebben a régioban, addig ezzel ellentétben a GP bdrre egy alacsonyabb AMP-szint és T sejt szam
jellemzd, a TSLP pedig hidnyzik steady-state allapotban.

A bor ezen eltérd regionalis tulajdonsagai nagyon hasonloak a bél barrierhez, ahol a
regionalis immunrendszerrel kapcsolatos kiillonbségek mar jol ismertek. A vékonybélben
magas a Th17 (B) sejtek szama és a sfTSLP is jelen van, mig a vastagbélben a Th17 (B) sejtek
hianyoznak, és a sfTSLP is csak a proximalis szakaszban van jelen. Felvetették, hogy a
kiilonb6zd bélszakaszok ezen egyedi immun- és barrier jellemzdi kiilonféle tipusu immun-
medialt betegségekhez vezethetnek. A Crohn-betegségben a sfTSLP hidnya a vékonybélben
elésegitheti a gyulladasos Th1/Th17 sejtek aktivalasat, mig ezzel ellentétben a colitis ulcerosa
esetében a gyulladasos, hosszu formdju (If) TSLP szignifikdnsan megndvekedett szintje indit
el egy Th2 tipusu gyulladast a vastagbélben. Ezen megallapitasok alapjan azt feltételezziik,
hogy az SGR ¢és a GP borrégiok hasonld barrier kdrosodasai, eltéré homeosztatikus immun- és
barrier kornyezetiik miatt, kiilonb6z6 immun-medidlt borbetegségeket inditanak el, melyek

egyedi klinikai tulajdonségait a kiilonb6z6 Th alcsoportok adjék (AD az SGP mig a ROS az
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SGR teriileteken). De Benedetto és munkatarsai mar korabban szintén felvetették annak a
lehetdségét, hogy a barrier karosodas altal elinditott KC aktivacid kiilonbozé eredetii
mediatorok termelddéséhez vezethet a szoveti kornyezettdl fiiggden, beleértve a pro-Th2 és a
pro-Th17 tipustt KC citokineket is, melyek eltéréen befolyasoljak a Th valasz jellemzdit és a
klinikai képet. Annak a meghatarozdsdhoz, hogy a ROS barrier kirosodasa a betegség
inicidloja, vagy pedig a gyulladas kovetkezménye, meg kell vizsgalni a barrier karosodas pontos
idejét, és a jovoben részletesen elemezni kell a ROS betegek peri-1ézionalis és/vagy non-
1éziondlis bor teriileteit is. Ezen feliil hasonld kisérletekre van sziikség a rosacea mas
altipusaiban is. Osszegezve, eredményeink egyértelmiien bizonyitjdAk a ROS-betegek
barrierjének sulyos karosoddsat az arcbdrben, ezért javasoljuk a bdr barrier-helyreallito
kezelések alkalmazasat a rosacea kezelésének klinikai iranyelveibe illeszteni, hasonldéan az AD-
hez.

OSSZEFOGLALAS

A kiilonboz6 borrégiok barrier funkcidjanak vizsgélata sordn elsé 1épésként TEWL méréseket
végeztiink egészséges SGR, AGR ¢és GP boérrégiokban. Megallapitottuk, hogy a vizsgalt
borrégiok koziil az SGR és AGR régiokban szignifikansabban magasabb TEWL detektalhato,
ami kdrosodott barrier funkcidra utal. Ennek tiikrében gén és fehérje szintli vizsgalatokkal
tanulmanyoztuk a permeabilitasi barrier legfontosabb molekuldit a kiilonbozbd borrégidkban:
a CE molekuldkat (KRT1, KRT10, LCE1D, LCE1F, SPRR1A, SPRR2A, TGM1 és TGMS), a
korneocita deszkvamacidjdban résztvevd enzimeket (KLKS, KLK7), az ABCA12 lipid
transzport molekulat, a korneodezmoszoma (CDHI1, CDSN, DSC1, DSGI, PKP1) és TJ
komponenseket (CLD1, CLDN16, OCLN). A vizsgalatokat QRT-PCR, IHC, IF mddszerrel
végeztilk, melyet konfokalis mikroszkopidval egészitettiink ki. Eredmények alapjan
elmondhat6, hogy az egészséges AGR és SGR borrégiokban magasabb TEWL és KLK enzim
szint detektalhato, viszont bizonyos korneodezmoszoma és TJ fehérjék expresszidja csokkent
expressziot mutat. Emellett korneodezmoszoémak és TJ-k szabalytalan eloszlasa figyelheté meg
ezekben a régiokban, a GP teriiletekhez képest. Osszefoglalva, az eredményeinkbél arra
kovetkeztethetlink, hogy az AGR ¢és az SGR régiok gyengébb permeabilitasi barrierrel
rendelkeznek.

A masodik kutatdsunk sordn ROS betegek bormintdin vizsgaltuk a permeabilitdsi barrier
jellegzetességeit molekuléris bioldgiai modszerekkel, SGR borhoz hasonlitva. A vizsgalatok
soran teljes transzkriptom analizist és bioinformatikai elemzéseket hajtottunk végre, melyek
eredményeit QRT-PCR, IHC és IF moddszerekkel erdsitettiink meg. Eredményeink alapjan
elmondhat6, hogy ROS-ban a proliferdcidban szerepet jatsz6 markerek (KRT6, 16, 17)
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szignifikansan emelkedett expressziot, mig a differenciacidért felelés markerek (FLG, LCE],
LOR, KRTI, 10) és a sejtkapcsold strukturdk felépitésében résztvevd (CLDNI, 16, 23, CDHI,
CDSN, DSC1, DSGI1, PKPIl) molekuldk pedig szignifikdnsan alacsonyabb expressziot
mutattak az SGR boérhdz viszonyitva. Osszefoglalva elmondhaté, hogy ROS-ban a
permeabilitasi barrier minden {6 alkotoeleme esetében sulyos karosodas mutathatd ki, ami
valtozasok képesek bdrgyulladast kivaltani, és igy a betegség patogenezisének inicidld
faktoraként is tekinthetdek, ezért érdekes, hogy nagyon hasonld barrier elvaltozésokat

figyeltiink meg a ROS-ban.
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