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BEVEZETES

Az emberi szervezet egyik legnagyobb szervét képezé bor folyamatos fizikai, kémiai és
mikrobiologiai kornyezeti hatasoknak van kitéve. Sajat és a szervezet homeosztazisa
fenntartasa érdekében szamos feladatot lat el. Statikus fiziko-kémiai barrier — mas néven
permeabilitasi barrier (kornyezettdl valo fizikai elhatarolodas, patogén kérokozok bejutasanak
gatlasa, megfeleld hidrataltsag és pH biztositasa, hdszabalyozas és fényvédelem) — funkcidja
mellett szamos dinamikus miikodési folyamat fenntartasaban (szoveti jjaépiilés,
transzportfolyamatok, exokrin és neuroendokrin feladatok ellatisa, bizonyos vitaminok és
hormonok szintézise) vesz részt. A bort alkotd kiilonbozo sejtféleségek, valamint az altaluk
termelt szolubilis mediator molekulak alakitjak ki a szerv sajat immunrendszerét, mely aktiv
miikddése révén védi az emberi test mélyebben fekvd szdveteit (immunoldgiai barrier). A bor
immunoldgiai barrier funkcidjat a klasszikus immunsejtjei [dendritikus sejtek (DC-k), T sejtek
¢s innate immunsejtek, mint a makrofagok (Mf-ek), granulocitak stb.], valamint szervspecifikus
sejtjei, mint a keratinocitak (KC-k), fibroblasztok, mirigy epithél sejtek stb. latjak el. Ezek
egylittesen egy komplex, jol koordinalt rendszert képeznek, igy az immunhomeosztazis

fenntartasahoz jarulnak hozza.

PhD munkdm soran a bdr fentebb felsorolt szamos funkcidja koziil az immunologiai
folyamatokban betoltott szerepét vizsgaltam részletesebben egészséges ¢€s pathologias

allapotokban.

CELKITUZESEK

Kérdésfelvetés No. 1: Homogén-¢ a boér immunrendszere a topografiailag eltéré
borteriileteken?

Az utobbi évek kutatdsai bebizonyitottdk, hogy a mikrobidta a topografiailag eltérd
bérteriileteken jellegzetes diverzitast mutat, azaz nem egységes az egyes borrégiokban. Igy
példaul a zsiros (faggyamirigyben gazdag bor, pl. arc) borteriileteken a Propionibacterium és a
Staphylococci fajok, a nedves (apokrin mirigyben gazdag bor pl. lagyékhajlat) tertileteken a
Corynebacteria és a Staphylococci speciesek vannak jelen, a szaraz (mirigyben szegény bor,
pl. labszar) boérrégiokra pedig az Actinobacteria, Proteobacteria és Bacteroides egyes fajainak

jelenléte jellemzd. Viszont arra vonatkozo6 vizsgalatok mindezidaig még nem zajlottak, hogy a



mikrobidta és a kornyezete altal mutatott bdr regionalis eltéréseket koveti-e a bor

immuntopografiai valtozékonysaga.

Ezért munkacsoportunk tobb évvel ezel6tt egy olyan széleskorii vizsgalatsorozatot kezdett el,
melynek célja a bér immunrendszer (Skin Immune System, SIS) tanulmanyozasa kiilonféle
bérrégiokban egészséges koriilmények kozott, valamint egyes boérbetegségekben (pl. atdpias
dermatitisz [AD], rosacea, hidradenitis suppurativa). Ezen kisérletek részeként PhD munkam
soran a faggytmirigyben szegény (,,szaraz” — sebaceous gland poor, SGP) és faggytmirigyben
gazdag (,,zsiros” — sebaceous gland rich, SGR) egészséges borrégiok immunmilidjének

Osszehasonlito elemzését végeztem el.

Kérdésfelvetés No. 2: Mik a vérben keringé DC-K jellemzdi AD-ben?

A T-sejtek mellett a DC-k tekinthetdk az AD pathogenezis {6 résztvevéinek, mivel mind T-sejt
polarizald képességiik, mind pedig kozvetlen citokin ¢és kemokin termelésiik révén
hozzajarulnak az AD-re jellemzd gyulladéas kialakuldsdhoz. Nemrégiben felmeriilt, hogy a
periféridas vér Gn. pre-DC-i nemcsak a bor egészséges dermalis DC-inek, hanem a bor
gyulladasos DC-inek el6futérai is lehetnek. Ugyanakkor kevés informacioval rendelkeziink arra
vonatkozoan, 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-polarizal¢ citokin termelése kozott kiilonbség van. Ezen kisérletsorozatot folytatva,
PhD munkam masodik felében, a sejtek részletes fenotipusos jellemzését végeztiik el, kiilonos
tekintettel aktivalodasi és érési szakaszaikra, valamint kemokin termelésiikre. Ezen tulmenden
megvizsgaltuk azt is, hogy az AD-s vér pre-DC-i kiilonboznek-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-iktol.



ANYAGOK ES MODSZEREK

Vizsgalati anyagok gytijtése és mintaelokészités

Borbiopsziak

A teljes vastagsagu borbiopsziakat (0.5-1 cm?) 20 plasztikai miitéten atesett donorok normal
bérteriileteirdl vettiik (10-et SGP, 10-et pedig SGR bérteriiletekrdl). A miitéti beavatkozasok
elétt a donorok a Helsinki Deklaraci6 iranyelveinek megfelelden, irasbeli hozzéjarulasukat
adtak mintaiknak kutatasi célbol torténd felhasznalasdhoz. A tanulmanyt a Debreceni Egyetem
Helyi Etikai Bizottsaga hagyta jova. Az Osszes biopsziat 2 részre vagtuk. A minték egyik felét
immunhisztokémiai vizsgalatok végzése céljabol formalinos fixalast kdvetden paraffinba
agyaztuk, masik felét RNAlater nevii reagensbe helyeztiik és az RNS izolalas megkezdéséig -
70°C-on taroltuk. A Hematoxylin-Eosin festést kdvetden a mintakat a faggylimirigyek szdma
alapjan 2 csoportba soroltuk. A szdvettani metszeteket a fénymikroszkop 10x-es nagyitdsan
vizsgaltuk, és a mintat SGP-ként definidltuk, ha az egységnyi teriiletre es6 faggyumirigyek

szama n<l, és SGR-ként, ha n>3 volt.

Vérmintak

Periférialis vérmintakat gyQjtottiink 12 kronikus (stlyos) AD-ben szenvedd pacienst6l (8 férfi,
4 nd, atlag életkor: 25.5+7.5), mig egészséges kontrollként 10 buffy coat-ot hasznéltunk. Az
Osszes beteg teljesitette a Hanifin és Rajka altal felallitott diagnosztikai kritériumokat. A
tanulmanyban résztvevo paciensek sulyos bortiinetekkel rendelkeztek, a vérvételt megelézden
minimum 4 hétig nem részesiiltek oralis gliikokortikoid vagy mas szisztémas immunmodulans
kezelésben, valamint anti-hisztaminnal vagy topikalis kortikoszteroidokkal sem lettek kezelve
a vérvétel el6tti minimum 5 napban. A betegség sulyossagat a SCORAD index alapjan
allapitottuk meg (49.3+11.1), ezen kiviil a total szérum IgE szintek is meghatarozasra kertiltek
(2.598+1.402 kU/1). A hiper IgE szindroma (HIES) klinikai pontrendszere alapjan az dsszes
betegnél kizartuk ezen szindroma lehetdségét). A betegek a Helsinki Deklaracio iranyelveinek
megfelelden, irasbeli hozzajaruldsukat adtdk. A tanulméany a Debreceni Egyetem Helyi Etikai

Bizottsaganak jovahagyasaval késziilt.



RNS izolalas, Reverz Transzkripcié és QRT-PCR

Az 0sszes mintat a bor alatti zsirszovet eltavolitasat kovetden totdl RNS-t izolaltunk a human
spektrofotométerrel hataroztuk meg. Az RNS mintdk mindségét Dr. Poliska Szilard, a
Debreceni Egyetem Genomi Medicina és Bioinformatikai Szolgaltato Laboratériumanak
kutatdsi munkatdrsa ellendrizte Agilent 2100 BioAnalyser hasznéalatdval. A reverz
transzkripcids kisérletek kivitelezéséhez minden esetben lpg totdl RNS-t irtunk &t
komplementer DNS-sé (cDNS) High Capacity ¢cDNA Archive Kit-et hasznalva. Ezt
megeldzden a mintdkat DN4z I enzim (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA) kezelésnek
vetettiik ald, kikiliszobolendd az esetleges genomialis DNS szennyezddést. A QRT-PCR
mérések soran a reakciokat triplikdtumokban végeztiik, és a gyarto altal tervezett FAM-MGB
assay-ket, valamint TagMan® Gene Expression Master Mix-et alkalmaztunk. Az Gsszes
reakciot egy LightCycler® 480 System berendezésen futtattuk le. A célgének relativ mRNS
szintjeit az 0sszehasonlitd AACT moddszerrel hataroztuk meg, a normalizalas minden esetben a

PPIA mRNS expresszidjara tortént.

RNS szekvenalas és analizis

A szekvenalashoz hasznalt cDNS konyvtar eldallitasa 1 pg teljes RNS-bol TruSeq RNA Sample
Preparation Kit segitségével tortént a gyartd altal meghatarozott protokoll szerint. A cDNS
fragment méret eloszlasok és a molaritas ellendrzése Agilent BioAnalyzer DNA1000 chip
miszerrel tortént. A szekvenalas el6tt az RNS-szekvencia konyvtarakat 10 nM-os
koncentraciora higitottuk, majd az 5 konyvtarbol egy mix késziilt. A szekvendlas egy [llumina
HiScan SQ késziileken zajlott, egyiranyt 50bp-os szekvencia leolvaséssal (ez mintanként 16-
18 milli6 olvasat létrejottét eredményezte). A mindségellendrzést és az un. de-multiplexelést
CASAVA szoftverrel végeztiik. Ezutan a TopHat és Cufflinks algoritmusok alkalmazasaval a
szekvenalt adatok raillesztése a Human Genom v19-re, valamint a bam f4jlok legeneralasa is
megtortént. A tovabbi statisztikai analizisekhez a StrandNGS szoftvert hasznaltuk, mig a bam
fajlok importaldsa és normalizalasa a DESeq szoftver hasznélatdval valosult meg. A
statisztikailag szignifikdns génexpresszids mintazatok azonositasa a felallitott kondiciok kozott
nem-paraméteres Wilcoxon Mann-Whitney teszttel tortént. A konyvtarkészités, a szekvenalas
¢s az azt kovetd adatanalizis a Debreceni Egyetem Genomi Medicina és Bioinformatikai
Szolgaltatd Laboratériuméaban Dr. Poliska Szilard kozremiikodésével valosult meg. Az RNS

szekvencia adatokat a Sequence Read Archive (SRA) adatbazisba



(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/sra) toltottik; az adatok az SRP126212 refencia szam alatt

érhetdk el.

Utvonalanalizis

A gének megfeleld utvonalakhoz torténd hozzarendeléséhez egy interaktiv utvonalelemzést
végeztiink el az Ingenuity Pathway Analysis (IPA) szoftver web-alapu applikacidjanak
segitségével. Az altalunk betaplalt génlista azokat a géneket tartalmazta, amelyek
szignifikdnsan eltéré génexpressziot mutattak az SGR és az SGP mintacsoportok kozott. Az
analizis célja az volt, hogy prediktalja azokat az over-reprezentalt (azaz szignifikdns mértékben
,feldusult”) utvonalakat, gén haldzatokat és ,,upstream” regulator molekulakat (transzkripcios
faktorok, citokinek, kemokinek), amelyek segithetnek a 2 borrégio kozotti funkcionalis és
molekularis kiilonbségek karakterizalasaban. A génlistat a StrandNGS szoftverbdl kozvetlentil

az IPA szoftverbe importaltuk, hogy elvégezhessiik az IPA Core Analizist

Az IPA analizissel azonositott immunrendszerhez kotheté molekulakat, valamint a jelenlegi €s
el6z6 tanulmanyunkban QRT-PCR és immunhisztokémiai modszerekkel detektalt, szignifikdns
kiilonbséget mutaté molekuldkat egy fokuszalt Gtvonal analizisnek is alavetettiik. Ehhez a

Cytoscape (www.cytoscape.org) szoftver (v. 3.5.1) CluoGo (v.2.3.5) és CluePedia (v. 1.3.5)

applikécioit 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 hasznaljdk. A szigoru analizisiink
soran, csak a statisztikailag szignifikans mértékben (p <0.05) ,,feldasult” utvonalakat, valamint
azokat a bioldgiai folyamatok részét képezd csoportokat abrazoltuk, melynek tagjai kozott

minimum 9 olyan gén szerepelt, melyet a mi bemend (betaplalt) génlistank is tartalmazott.

Immunhisztokémia (IHC) és rutin festések

Az immunhisztokémiai vizsgalatokra a paraffinba agyazott szovetekbol metszeteket
készitettiink, majd azokat deparaffinaltuk. A deparaffinalasi Iépést kdvetden a metszeteket
rehidraltuk, majd héindukalt antigénfeltarast végeztiink, és az endogén peroxidazok gatlasara
10 perces 3%-0s H2Oz-dal torténd elokezelést alkalmaztunk. A festések soran hasznalt
els6dleges anti-human antitesteket, majd HRP-konjugalt anti-egér/anti-nyal masodlagos
antitesteket alkalmaztunk. Az immunjelek el6hivasara Vector® VIP ¢és ImmPACT™
NovaRED™ Kit-et hasznéltunk. Az adott fehérje detektalasa minden metszeten parhuzamosan,

egy id6ben zajlott, hogy a fehérjeszintek 0sszehasonlithatoak legyenek. Minden festés esetében
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hasznaltunk pozitiv, negativ és izotipus kontrollokat a megfelel6 normalizalas érdekében. A
mintdkon Hematoxylin-Eosin festéseket is végeztiink. A faggyamirigyek szamanak

meghatarozasa pathologus altal tortént.

Whole-slide imaging

A szovettani metszetek digitalizalasat egy Zeiss sima-apokromatikus objektivvel és Hitachi
3CCD progressziv scan color kameraval felszerelt Pannoramic SCAN digitalis metszet
szkenneldvel végeztik el. Az immunfestések kiértékelésére a Pannoramic Viewer 1.15.2
szoftver (3DHistech) HistoQuant és NuclearQuant applikacidjat hasznaltuk. Ezt kdvetden
kivalasztottuk a vizsgalni kivant teriileteket (Regions of interest (ROI)) (n=20/metszet), majd a
szoftver segitségével lemértiik az dsszteriiletet (Field area [FA (mm?)]) és a maszkolt teriiletet
(Mask area [MA (mm?)]). Az MA/FA értékeket minden ROI esetében kiszamoltuk. Az egyes
fehérjék mennyiségének meghatarozasa két fiiggetlen vizsgald 4altal tortént a Pannoramic

Viewer szoftverrel.

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-Paque Plus
gradiens centrifugalassal tortént. A PBMC-kbél ezt kovetden CD1c* (BDCAL+) Dendritic Cell
Isolation Kit segitségével a gyarto altal eldirt utasitasokat kovetve CDIc* mieloid DC-ket
izolaltunk. A kiszeparalt DC-ket megfelelé6 médiumban tenyésztettiik 48 oran keresztiil, azok
stimulalasat 30 ng/ml TSLP és 100 ng/ml SEB jelenlétében végeztiik. A DC-ket 96-lyuku

sejttenyésztd edényekben tartottuk fent, feliiliszojukat kemokin vizsgalatokra hasznaltuk fel.

A DC-k fenotipusanak karakterizalasa

Az inkubacidt kovetden a dendritikus sejteket 0sszegytijtottiik, FACS pufferben [1% marha
szérum albumint (BSA) tartalmazé PBS] vettiik fel, majd szétosztottuk egy 96-lyuku plate 4
lyukdba (1-et negativ kontrollként, 1-et izotipus kontrollként, 2-6t pedig a festésre
felhasznalva). A sejteket a kovetkezd festékkel-jelolt sejtfelszini marker specifikus
antitestekkel festettiik meg: APC-Cy7 anti-human CD1c¢ és PerCP-Cy5.5 anti-human CD11c (a
CD1c*/CD11c" azonositasara), APC anti-human CDla és APC anti-human CD207 (az LC
kizarasara), PE anti-human FceRI, APC-Cy7 anti-human CD206, PerCP-Cy5.5 anti-human
CD83 and PE anti-human CDS86 (a sejtek jellegzetességeinek, érési és aktivacios allapotanak

vizsgalatara). A festések soran alkalmazott izotipus kontrollok a kdvetkezdk voltak: PE egér
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IgG2b, « izotipus kontroll, APC egér I1gGl, « izotipus kontroll, PerCP/Cy5.5 egér 1gGl, «
izotipus kontroll, APC/Cy7 egér IgG1, « izotipus kontroll.

Aramlasi citometria

Az aramlasi citometrids vizsgalatokat 96-lyuk sejttenyészté edényben, fixalt sejteken
végeztilk egy BD FACS Array késziiléken. A sejtek detektalasdhoz, valamint a szennyezddések
¢s az Osszecsapzodott sejtek kizardsdhoz Forward (FSC) és Side Light Scattert (SSC)
alkalmaztunk. Az adott fluoreszcens jeleket megfeleld hullamhossz gerjesztés és sziirést
kovetden detelktaltuk. Az exportalt adatok kiértékelése FCS Express 4 Flow Cytometry

szoftver segitségével tortént.

Kemokin Array vizsgalatok
A kemokin termelést a Proteome Profiler Human Chemokine Array (R&D Systems, Abingdon,
UK) segitségével hataroztuk meg a gyart6 altal eldirt protokollt kdvetve az eldzdleg frissen

izolalt stimulalatlan sejtek feliiluszdjabol.

ELISArray és konvencionalis ELISA vizsgalatok

A CCL3, CCL4, CCL5, CXCL10, CCL17, CCL22 kemokinek felszabadulasat 5 AD-s és 5
egészséges kontroll mintabdl vizsgaltuk a Human Common Chemokines Multi-Analyte
ELISArray kit segitségével a gyartoi utasitdsokat kovetve. Az AD pathogenezisében fontos
szerepet jatszo CCL17, CCL18 és CCL22 kemokinek mennyiségének pontos meghatarozasat a
CCL17/TARC, a CCL18/PARC ¢és a CCL22/MDC Quantikine ELISA kitekkel végeztiik el a
gyarto altal eléirt modon. A konvencionalis ELISA kisérletek esetében a stimulalatlan és

stimulalt sejtek feliiluszoit egyarant vizsgaltuk.



Statisztikai analizis

Borbiopszidkkal végzett kisérletek eseteben

A statisztikai analiziseket a 6-os verzidju GraphPad Prism szoftver segitségével végeztiik el. A
két csoport kozotti statisztika 6sszehasonlitasra parositatlan (kétmintas) t-probat alkalmaztunk.
A csoportok kozotti kiilonbségeket atlagESEM formatumban adtuk meg. A statisztikailag
szignifikans kiilonbségek hatarat a p <0.05 értéknél allapitottuk meg (*p <0.05; **p <0.01;
***p <0.001).

Vérmintakkal végzett kisérletek esetében

A statisztikai analizishez a 18.0 verzidju SPSS szoftvert hasznaltuk. Az adatok eloszlasanak
megallapitasara a Kolmogorov-Smirnov tesztet alkalmaztuk. Az egyes valtozok esetében
meghatarozasra keriilt az atlagt95%-os megbizhatosagi tartomany (95% MT), vagy az
atlag+szords (SD). Mivel az adatok normdl eloszlast mutattak, a kisérleti adatok
Osszehasonlitdsat kétmintds t-probaval végeztik el. A vizsgdlt adatok variancidjanak
homogenitasat F-proba segitségével elemeztiik. Mindegyik teszt esetében a szignifikancia szint

p <0.05 volt.

EREDMENYEK

1. Kiilonbo0zo egészséges borteriiletek immuntopografiai jellemzése

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

I.1.1. RNS szekvendlas

Ahhoz, hogy mélyrehatéan analizaljuk az SGR és SGP bdrrégiok kozotti eltéréseket, RNS
szekvencia analizist hajtottunk végre 6 SGR és 7 SGP donor teljes vastagsagu bérbiopszidinak
lizatumabol izolalt RNS-ekbdl. Ezt kovetden un. hétérképet (heatmap) és Principal Component
Analysis (PCA) abrakat készitettiink a StrandNGS szoftvert alkalmazva. A szoftver altal
generalt hotérkép és PCA alapjan a két régido génexpressziés mintazata egyértelmiien
elkiilonithetd volt egymastol. Fontos emellett hangstlyozni, hogy a hdtérkép és PCA abrak azt
is jelezték, hogy egy adott csoporton (SGP vagy SGR) beliil a csoporthoz tartozé mintak
eredetiiktél (azaz a test pontos borrégidjatol) fiiggetleniil hasonld génexpresszids profilt

mutatnak.

10



Az SGR és SGP mintak génexpresszios profiljanak eltéréseit a Mann-Whitney nem-
paraméteres statisztikai teszttel (p<0.05) hataroztuk meg. Ezzel az elemzéssel 1083 gént
azonositottunk, melyek statisztikailag szignifikdnsan eltérd kifejez6dést mutattak az SGR
borteriileten az SGP borteriilethez viszonyitva. Ezekbdl 672 gén magasabb, mig 411 gén

alacsonyabb expressziot mutatott az SGR szovetben.

1.1.2. Ingenuity Pathway Analizis

A fent emlitett 1083 gént az Ingenuity Pathway Analysis (IPA) szoftvert hasznalva 2 kiilloénb6zo
tipusu funkcionalis, standard, nem-restriktiv Gtvonal analizisnek vetettiikk. El6szor a nem-
restriktiv kanonikus ttvonal analizist (canonical pathway analysis) végeztiik el, amely 40,
statisztikailag szignifikdns mértékben ,,feldusult” (azaz az SGR mintdkban az SGP régiokhoz
képest kiilonb6zé mértékben megjelend) utvonalat azonositott. A 40 kanonikus Gtvonalbdl a
szignifikancia sorrendben megjelend elsé 14 a lipid metabolizmushoz volt kothetd (példaul
LXR/RXR aktivacié, FXR/RXR aktivacid, Sztearat bioszintézis 1., stb.), mely eredmény, a 2
borteriilet definiciészerti anatomiai kiilonbségei (a faggyumirigyek jelenléte vagy hidnya)
miatt, nem volt meglepd. Az els6 szignifikans, kifejezetten a bér immunrendszeréhez tartozo
utvonal az IL-17-kapcsolt jelpalya volt; emellett egyetlen, a bér immunmiikddéseihez részben

kapcsolddo utvonal az ,,LPS/IL-1 altal medialt RXR funkciogétlas” volt.

Kovetkezo 1épésként egy regulator IPA elemzést (regulatory IPA analysis) hajtottunk végre.
Ez az analizis 8 olyan jelpalyahaldzatot tart fel, melyekben szamos, az RNA szekvencia analizis
soran azonositott génpanelhez kapcsolddoan azonositotta az ,,upstream” regulatorokat,
valamint a ,,downstream” cellularis valaszokat. Ezek koziil 3 olyan halozatot azonositottunk,
melyek az immunoldgiai folyamatok és szignalizacios utvonalak részeként az IL-17-kapcsolt
jelpalyakban szereplé molekulakat tartalmaztak, ugymint a CCL2-t, SI00A8-at és S100A9-et;

a tobbi 5 halozat, hasonldan a fentiekhez, a zsiranyagcseréhez volt kotheto.

1.1.3. Tovabbi analizis és validdacids stratégiak

A kétféle uitvonal analizis, valamint kordbbi, a munkacsoportunk altal publikélt eredmények is
ravilagitottak arra, hogy az SGR és SGP bdrtertiletek kozott jelentds kiilonbségek érhetdk tetten
a velesziiletett és adaptiv immunvalaszban, valamint a permeabilitdsi barrier kialakitasaban
résztvevo molekulak kifejezodését illetden. Ezt megerdsitendd egy masik modszer (QRT-PCR)

segitségével, szamos gént kivalasztva, ,visszaellendriztik” az expresszios mintazatokat
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(validalas) — egy megnovelt mintaszamot (SGP: n=10, SGR: n=10) felhasznalva. Mivel
szerettiik volna megtudni, hogy a 2 mRNS-alapt modszer (RNS szekvenalas és QRT-PCR)
eredményei mutatnak-e hasonlosagot a kivalasztott gének expresszios szintjeinek valtozasat és
annak iranyultsagat illetéen, ezért a QRT-PCR technikaval detektalt mRNS transzkript
szinteket 6sszehasonlitottuk az RNS szekvenalas altal szolgaltatott adatokkal. Végezetiil, hogy
tovabbi bizonyitékokat szolgaltassunk a két borrégio kifejezddésbeli eltéréseirdl, bizonyos
molekuldkat IHC modszerrel fehérjeszinten is megvizsgaltunk, egy képalkotd elemzéssel

Osszekotve.

1.2. Jelentds Kkiilonbségek azonosithatok az SGR és SGP bérteriiletek velesziiletett
immunvalaszai kozott

1.2.1. Az AMP-K expresszidja szignifikinsan magasabb az SGR bérben

ElsOként az antibakteridlis hatdsi és alarmin molekulaként funkciondlé antimikrobidlis
peptidek (AMP) expressziojat vizsgaltuk. QRT-PCR moddszerrel az S100A7 (psoriasin),
S100A8, S100A9, human [-defenzin-2 [hBD-2 (DEFB4B)] és lipocalin (LCN2) gének
expresszidja magas €s szignifikdnsan emelkedettnek adodott az SGR bdrben, mikdzben ezen
molekuldk gyenge kifejezddést mutattak az SGP szovetben. Az RNS szekvenalast alkalmazva
az 0sszes AMP szintje emelkedett volt az SGR bdrben, viszont szignifikdns kiilonbséget csak
az S100A8 és S100A9 esetében mértiink. A CAMP expresszioja nagyon alacsony volt mindkét

bdrteriilet mintait tekintve, bar egy enyhén emelkedett tendencia mutatkozott az SGR bdrben.

Az S100A8 és LCN2 molekuldkat fehérjeszinten is vizsgaltuk; kimutattuk, hogy mindkét AMP
szignifikansan nagyobb mennyiségben van jelen az SGR borteriileten. Az LCN2-t nem tudtuk
detektalni az SGP bdérmintakban, de az SGR bdrben az epidermisz apikalis sejtrétege €s a
szebocitak enyhe, mig a follikularis KC-k erds festddést mutattak. Az S100A8 immunfestés is
jelentds kiilonbségeket eredményezett; az SGP borteriileten ezen fehérje alacsony szinti
kifejez6dését detektaltuk, mig az SGR bor esetén az epidermalis KC-k felsé sejtsorai, a

follikularis KC-k és a szebocitak mutattak erds immunreaktivitast.

1.2.2. A kemokinek expresszidja szignifikansan nagyobb az SGR borben

Ezt kovetéen az immunsejtek (KC-k, DC-k, Mf-ek) altal termelt bizonyos kemokinek
kifejez6dését hataroztuk meg. QRT-PCR moédszerrel a CCL2, CCL19 és CCL20 molekulédk
expresszidja jol detektalhato, mig a CCL3, a CCL23 és a CCL24 szintje nagyon alacsony volt

az SGP bdrben. Fontos eredményiink volt, hogy, ezt a modszert alkalmazva, az 6sszes vizsgalt
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kemokin szintjét szignifikinsan nagyobb mennyiség mértik az SGR bérteriileten. Ehhez
hasonloan ezen kemokinek jelentds — és a CCL2, CCL3, CCL19 ¢és a CCL23 esetében
statisztikailag szignifikdnsan magasabb — expressziojat tudtuk igazolni az RNS szekvenalasi
vizsgalattal is SGR borben. A CCL2 ¢és CCL20 molekulakat fehérjeszinten is vizsgaltuk IHC-
val. Az SGR bérteriileten a CCL2 nagy mennyiségben fejez6dott ki a faggyumirigyekben;
megallapitottuk emellett, hogy habar az epidermdlis CCL2 pozitivitds mindkét boérrégidban
nagyon gyenge volt, a képalkotd elemzést elvégezve szignifikdnsan nagyobb expressziot

mértink az SGR borben.

L.2.3. A velesziiletett immunrendszer receptor és pro-inflammatorikus citokin expresszios
mintazataban nem mutatkozik jelentos kiilonbség az SGR és SGP borrégiok kozott

Az RNS szekvenaléds a vizsgalt receptorok (TLR2, TLR3, TLR4 és NLRP3) esetén hasonld
génexpresszios szinteket azonositott a két mintacsoportban. Az egyetlen kivétel a TLR3 volt,
amely szignifikdnsan emelkedett expressziot mutatott az SGR borben. QRT-PCR mérések is
hasonlé adatokat szolgéltattak; azaz a fent emlitett receptorok expresszidjaban nem volt

szignifikans kiilonbség a 2 borteriilet kozatt.

A kovetkez6 1épésben a pro-inflammatorikus citokinek, nevezetesen az IL-1a, IL-1p, IL-6, IL-
8, IL-33 és TNF-a mRNS szintjét vizsgaltuk. A szekvenalasi adatok szerint hasonlé mértékii
génkifejezddéssel volt jellemezhetd a két borrégid. Ehhez hasonldoan a QRT-PCR modszerrel
sem mutatott ki szignifikans kiilonbségeket ezen molekuldk mRNS szintjében az IL-1f

kivételével, ami szignifikdnsan nagyobb expressziot mutatott az SGR mintakban.

1.3. A barrier molekulak kifejezodése kiillonbozik az SGR és SGP bérben

Azt is meg kivantuk vizsgalni, hogy az epidermalis barrier kialakitdsdban és fenntartasaban
kulcsfontossagli szerepet betolté molekulak kifejezodése kiilonbozik-e a két bortertilet kozott.
QRT-PCR-rel a loricrin (LOR), a late cornified envelope 1F (LCE1F), a claudin CLDNI16 és a
filaggrin (FLG) csokkent expressziot mutatott, mig a kKeratin KRT17 és a KRT79 magasabb
szintjét mértiik az SGR bdrben; az utdbbi 2 molekula esetében a kiilonbség statisztikailag
szignifikans volt a két borteriilet kozott. Hangstlyozando, hogy az eltéré mintazatokat az RNS
szekvenalasi adatok is megerésitették. A KRT17-et, a LOR-t és a FLG-t fehérjeszinten is
vizsgéaltuk THC-val. A FLG ¢és a LOR esetén nem tudtunk szignifikdns kiilonbségeket
azonositani a két mintacsoport kozott, habar a LOR expresszidja tendencidézusan csokkent volt

az SGR borteriileten. Mindkét fehérje egyenletes €s erds pozitivitdsat tudtuk detektilni az
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epidermisz granulédris rétegeiben és a SC alatt. A KRTI17 szignifikdnsan nagyobb
mennyiségben volt jelen az SGR bérben az SGP-hez viszonyitva. Az SGP mintakban az
epidermisz felsd sejtsoraiban, mig az SGR bdérmintdkban a felsd sejtsorokban erdsebb

pozitivitassal, de az egész epidermiszben detektaltuk a KRT17-specifikus immunreaktivitast.

1.4. Az SGR bérteriilet Th17/IL-17 dominanciaval jellemezhetd

1.4.1. A Tnl, Th2 és Th22 sejtekhez kiotheté molekulak expresszidja igen alacsony mindkét
borrégioban

Kovetkezd lépésként az egyes T sejt alpopulaciok érési és jelatviteli citokinjeinek, valamint TF-
ainak kifejez6dését hasonlitottuk 6ssze az SGR és SGP bérmintakban. A Thl (IL-12B, TBX21,
IFN-y, TNF-a), a Th2 (IL-13, GATA3) és a Th22 (AHR, IL-22) sejtekre jellemz6 molekulak
génexpresszios szintjében nem volt kiilonbség a 2 bérrégioban. QRT-PCR-rel az IL-12B és az
IL-22 egyik borteriiletrdl szarmazo mintak esetében sem volt detektalhatd, mikozben az aryl
hydrocarbon receptor (AHR) expresszioja szignifikansan nagyobb volt az SGR bérben. Az
immunfestéssel emelett szignifikansan nagyobb mennyiségii AHR fehérjét tudtunk Kimutatni
az SGR mintakban; az AHR-t féként a KC-k expresszaltak (azok sejtmagjai festddtek), de
citoplazmatikus festddést is detektaltunk az epidermiszben. Emellett az dermisz néhény sejtje

is mutatott AHR-specifikus immunpozitivitast.

1.4.2. A Tnl7 sejt-specifikus funkciot jelz6 molekulik nagyobb expressziot mutattak az SGR
borben

Habar az RNS szekvendlasi adatok dnmagukban nem tartak fel szignifikans kiilonbségeket a
Th17 sejtek specifikus funkcidihoz kotheté molekulak [IL-1B, IL-6, RORC, IL-23A, IL-17A,
CCL20 ¢és Transforming Growth Factor béta (TGF-B)] kifejezddésében, a fentebb bemutatott
mélyrehatd bioinformatikai analizisek (IPA) statisztikailag szignifikans mértékben ,,feldusult”
bioldgiai mechanizmusként azonositottak a Thl7 utvonalat. Ezért a Thl7 sejtekhez kothetd
molekulak kifejezddését tovabb vizsgaltuk QRT-PCR-rel. Korabbi eredményeinkkel tokéletes
Osszhangban az IL-17A szignifikdnsan nagyobb expresszidjat detektaltuk az SGR bérben (az
expresszios kiilonbség a RORC és az IL-10 esetében nem volt szignifikdns). Emellett
megallapitottuk, hogy az IL-1B, IL-23A és CCL20 specifikus mRNS-ek szintjei ugyancsak
jelentésen és szignifikansan (p<0.05) megemelkedtek az SGR borteriileteken az SGP-hez

képest (az IL-6 esetében csak tendenciaszeriien magasabb expressziot tudtunk kimutatni).
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L.5. A fokuszalt bioinformatikai titvonal analizis az IL-17 atvonal kozponti szerepét erositi
az SGR bérben

Végso 1épésként a jelen €s el6z6 munkank sordn azonositott, szignifikansan eltéré gén (RNS
szekvenalas, QRT-PCR) ¢és fehérje (IHC) szintli kifejez0dést mutatd, az immunrendszerhez
kapcsolddo molekulak tovabbi mélyrehatd bioinformatikai Gtvonal analizisét végeztiik el. A
fokuszalt Gtvonal elemzés alkalmazasaval meg tudtuk erdsiteni az IPA analizis eredményét,
miszerint az IL-17 tvonal volt az egyik legszignifikdnsabban ,,feldusult” bioldgiai Gtvonal.
Emellett a gének nagy tobbsége olyan folyamatokban jelent meg, melyeket szintén sikertilt a
szignifikansan ,feldGsult” utvonalak ko6zott azonositani (citokin aktivitas, citokin-citokin
receptor aktivitas, kiilso stimulusra adott valasz pozitiv regulacioja, leukocita kemotaxis, stb.).
Ezek az adatok egyiittesen azt sugalljak, hogy az emberi szervezet elsddleges védelmi vonalat
képezd bér immunrendszer aktivitdsdban jellegzetes kiilonbségek azonosithatok az SGR és

SGP régiok kozott.

11. AD-ben szenvedo betegeket periérias vérébol izolalt dendritikus sejtek fenotipusos és

funkcionalis jellemzése

11.1. Az AD-s betegek vérébdl izolalt pre-DC-K szignifikdansan tébb FceRI-et fejeznek Kki,
valamint érési markereik tendenciozus valtozdst mutatnak

Kisérleteink soran 12 stlyos kronikus AD-ben szenvedd beteg és 10 egészséges kontroll
periférias vérmintajat hasznaltuk fel. A PBMC-k kinyerését kovetéen CDI1c™ DC-ket
szeparaltunk, majd ezeken hajtottuk végre a kisérleteket. A vérbél izolalt CD1c" pre-DC-k
fenotipusdnak meghatdrozdsahoz, valamint a FACS elemzés soran detektilt nem-relevans
események kikiiszoboléséhez a CD1¢*/CD11c* pre-DC-k szoftveres kikapuzasat végeztiik el.
A kikapuzott sejtek tobb mint 90%-a pozitivitast mutatott mind CDlc, mind CDllc
markerekre; ezek a sejtek ugyanakkor nem expresszaltak sem CD207-et (Langerin, LC marker),
sem CD1a-t.

Az FceRI jelenlétének vizsgalatakor azt tapasztaltuk, hogy a receptor expresszidja
szignifikansan nagyobb volt az AD-s pre-DC-k felszinén, mint egészséges pre-DC-ken;
megallapitottuk tovabba, hogy a kiilonbség szintén szignifikans a SEB/TSLP kombinacidval
stimulalt sejtek esetén is. A DC-k aktivacios és érési allapotat jelzd sejtfelszini markerek
vizsgélata azt mutatta, hogy ezeknek a molekuldknak a megjelenése is valtozott az AD-S

betegekbdl szarmaz6é DC-ken. A CD206 mannoz receptor, ami az irodalmi adatok alapjan
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éretlen sejteken nagyobb szamban expresszalddik, ritkabban jelent meg a stimulalt vagy
simuléalatlan AD-s pre-DC-k felszinén, mint az egészséges sejteken. A CD83 és CD86 markerek
egy ellentétes expresszids mintazatot mutattak, mivel az AD-s betegekbdl szarmazé (akér
stimulalt, akar simuléalatlan) sejteken gyakrabban fejezédtek Ki, mint a kontroll sejteken. Habar
az AD-s DC-ken a 3 vizsgalt sejtfelszini marker egyike sem mutatott szignifikansan
megvaltozott expressziot, a valtozas minden esetben kovetkezetes és egy iranyba mutato volt;

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

11.2. Az AD-s betegek vér pre-DC-i AD-specifikus és érettségi allapottal osszefiiggésbe
hozhaté kemokinek termelésére képesek

11.2.1. A kemokin termelés meghatdarozdsa Proteome Profiler Chemokine Array segitségével
Az AD-s betegektdl szdrmazd DC-k kemokintermel6 képességének meghatarozasat Proteome
Profiler Chemokine Array végeztiik el, ami egyszerre képes mérni 31 kiilonb6z6é human
kemokin felszabadulasat. Ezen vizsgalatok eredményei azt mutattak, hogy az AD-s DC-k altal
termelt kemokinek 2 csoportba rendezédnek. Az elsé csoportba azok a kemokinek sorolhatok
(CXCLA4, CXCL7, CXCLS8 és CXCL16), melyeket hasonlé mennyiségben detektaltunk mind
az AD-s betegek, mind pedig az egészséges kontroll DC-k feliiluszoiban. A masodik csoportot
azon kemokinek alkotjak (CCL3, CCL4, CCLS, CCL17, CCL18, CCL19, CCL20, CCL22,
CXCLI1, CXCLS5 ¢és CXCL10), melyeket szignifikdinsan nagyobb mennyiségben vagy
kizardlagosan az AD-s pre-DC-k termeltek. A CCL5, CCL18, CCL19, CCL20 és CXCLS5
esetében nem szignifikans (p>0.05), mig a CCL3, CCL4, CCL17, CCL22, CXCL1 és CXCL10
esetén statisztikailag szignifikdns (p< 0.05) kiilonbséget tudtunk kimutatni. Kiemelendd, hogy
a masodik csoport kemokinjei kozott 3 jol ismert, az AD pathogenezisében fontos szerepet
jatsz6 molekulat (CCL17, CCL18, CCL22), valamint az érd/érett DC-kre jellemz6 markereket
(CCL3, CCLA4, CCL5, CXCL10) sikeriilt azonositanunk.

11.2.2. A fokozott kemokintermelés meghatdarozdsa két kiilonbozo ELISA technikaval

A masodik csoport legfontosabb kemokinjeinek termelédését a Multi-Analyte ELISArray
modszer segitségével is meghataroztuk a stimuldlatlan sejtek feliiluszoibol. Hasonldan a
Proteome Profiler Chemokine Array-jel kapott eredményekhez, a CCL3-at és a CCL4-et
szignifikdnsan nagyobb mennyiségben tudtuk detektalni az AD-s pre-DC mintdkban, mint az
egészséges kontroll pre-DC-k feliilaszoiban. Erdekes médon a CCL17, a CCL22 és a CCL5
esetében nem mutatkozott szignifikans kiilonbség a 2 mintacsoport kozott, ami a 2 technika

eltérd érzékenységébdl, illetve a mintdk kozotti szorasbol adodhatott. A CXCL10-et az AD-s
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mintakban nagyon alacsony szinten, mig a kontroll sejtek feliiliszoiban egyaltalan nem tudtuk

kimutatni (ezen eredményeket nem abrazoltuk).

Az AD immunpathologiajaban fontos szerepet betolté CCL17, CCL18 és CCL22 kemokinek
mennyiségét egy még precizebb €s megbizhatobb technikaval, a konvencionalis szendvics
ELISA mddszerrel is meghataroztuk a stimuldlatlan és stimulalt pre-DC-k feliiluszoibol. A
stimulalatlan AD-s DC-kbdl nagyobb mennyiségli CCL17 és CCL22 szabadult fel, mint a
kontroll sejtekbdl; kiemelendd, hogy az AD-specifikus stimulédlast kovetéen a kiilonbség
statisztikailag is szignifikans lett a 2 mintacsoport kozott. Megallapitottuk tovabba, hogy a
CCL18 termelés mennyisége szignifikansan nagyobb mind a stimulalatlan, mind a stimulalt
AD-s DC-k feliilszoiban az egészséges kontroll sejtekéhez képest. Mindezen adatok arra
utalnak, hogy AD-betegek periférias vérébdl izolalt CD1c* DC-ek a korai érés jegyeit
hordozzak, valamint fokozddik benniik szamos, részben a betegségre jellemzé kemokin

termelése és felszabadulasa.
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MEGBESZELES

Immuntopografiai kiilonbségek az emberi bérben

Vizsgalataink els6 részében az egészséges SGR ¢és SGP borteriiletek velesziiletett és adaptiv
immunmuikodését, valamint barrier funkcidjanak atfogd és dsszehasonlito elemzését végeztiik
el, mivel a kordbbi 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 szignifikdnsan eltérd mértékben fejezddtek ki az SGR és SGP mintakban.
Kiemelkedé eredmény volt tovabba, hogy az IPA Kanonikus Utvonal Analizis ravilagitott az
IL-17 szignalutvonal fontossagara is az SGR bérteriileten. Ezek az eredmények arra sarkalltak
minket, hogy részletesen tanulmanyozzuk az IL-17 altal befolyasolt velesziiletett immun- és
barrier millidt az emlitett 2 egészséges borrégioban ¢és ennek soran 5 kiilonbozd (a
boérfunkcidokban fontos szerepet jatszd) molekulacsoport tulajdonsagait és markereit elemeztiik.
Habar kozolt adataink tobbnyire 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 régioi

kozott markans immuntopografiai €s barrier kiilonbségeket talaltunk.

Az AMP-k expressziojanak tanulmanyozasa soran az SGR és SGP bérmintak kozott figyelemre
mélto kiilonbségeket azonositottunk. Az AMP-k a velesziiletett immunrendszer jelentds
effektor mediatorai, melyek antimikrobialis aktivitasukon tilmenden szamos egyéb feladatot
latnak el. Szerepet jatszanak az angiogenezis szabalyozasaban, a sebgyogyulasban, a sejtek
proliferacidés ¢és differencidlédasi folyamataiban, tovabba immunmoduldns hatéssal is
rendelkeznek, példaul citokin- és kemokintermelést stimulalnak. Korabbi publikaciok arrol
szamoltak be, hogy a hBD-1, hBD-2, hBD-3 és a human CAMP az egészséges bor differencialt
epidermalis rétegeiben alacsony szinten detektalhatd, mikézben az RNaz7 fehérjét az
egészséges KC-k nagy mennyiségben expresszaljak. Azt is megfigyelték, hogy az SI00A7 a
normal boér egyik legfontosabb AMP-je. Azonban meg kell jegyezni, hogy ezekben a
kutatdsokban nem hatdroztdk meg az egészségek bérmintak eredetét. Mindezidaig egyetlen
kutatécsoport vizsgalta néhany AMP (S100A7, hBD-3 ¢és RNaz7) regiondlis jelenlétét a
kiilonboz6 egészséges bérteriileteken. Ok THC vizsgalatok segitségével kimutattak, hogy ezek
a fehérjék nagyobb mennyiségben expresszdlodnak a homlokon (jellegzetesen SGR régio),

mint a labszaron (jellegzetesen SGP régi6). Ezek az adatok nagyfoku egyezést mutatnak a mi
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jelenlegi eredményeinkkel. Mas kutatdcsoportok az S100A7, SI00A8, S100A9, hBD-2, CAMP
¢s LCN2 molekuldkat gén- és fehérjeszinten sem tudtdk detektalni, vagy jelenlétiiket az
egészséges borben egyaltalan nem (is) vizsgaltak. Jelenlegi munkénk soran sikeriilt detektalni
ezen AMP-k (S100A7, S100A8, S100A9, hBD-2, CAMP ¢és LCN2) alacsonyszintii
génkifejez0dését az SGP borben is, ugyanakkor a CAMP kivételével az Osszes AMP
expresszidja szignifikdnsan magasabb volt az SGR borteriileten. Tovabba, az ST00A8 és LCN2
fehérjéket IHC-val mindkét régioban ki tudtuk mutatni; ezek a fehérjék az SGR bérmintakban

szignifikansan nagyobb mennyiségben voltak jelen.

A vizsgalt kemokinekrdl, melyeket foként a velesziiletett immunsejtek termelnek, meglepden
kevés irodalmi adat all rendelkezésiinkre az egészséges bort illetéen. Sajat eredményeink azt
mutattak, hogy a CCL3, CCL23 és CCL24 alig volt mérhetd az SGP mintakban, mikdzben a
CCL2, CCL19 és CCL20 molekulak mRNS expresszioja magas szinten detektalhatd ugyanitt.
Ezzel szemben az Gsszes vizsgalt kemokin nagy mennyiségben expresszalodott az SGR
mintakban, és expresszidjuk szignifikdnsan emelkedettebb volt az SGP mintakhoz viszonyitva.
Koréabbi kutatasok anélkiil, hogy megnevezték volna a vizsgalt régiot, az egészséges borben
alacsony CCL20 fehérje expressziot tudtak kimutatni immunfestéssel, mikdzben masok a
CCL2 ¢és CCL20 fehérjeket egyaltalan nem tudtdk detektdlni. Mi azt talaltuk, hogy a
faggyumirigyek mutattak CCL2 festédést SGR bdérben, ugyanakkor, a CCL2 ¢s CCL20
immunreaktivitas nagyon alacsony volt, vagy teljesen hianyzott, az epidermiszben mindkét
borrégioban. Ezen kemokinek célsejtjei a T sejtek, de hatnak a DC-kre és a Mf-ekre is. A kapott
adataink jol korrelalnak az el6z6 megfigyeléseinkkel, miszerint a DC-k és T sejtek

szignifikdnsan nagyobb szamban vannak jelen az SGR bdrtertileten.

A legfontosabb KC szenzorok (TLR2, TLR3, TLR4, NLRP3) és a velesziiletett immunsejtek
altal termelt pro-inflammatorikus citokinek (IL-1a, IL-6, IL-8, IL-33, TNF-a) esetében nem
talaltunk statisztikailag szignifikans kiilonbséget a 2 borrégio kozott. Ezek az eredmények nem
voltak meglepdek, hiszen az 6sszes vizsgalt minta egészséges, gyulladasmentes borteriiletekrol
szarmazott. Az egyetlen kivételt az IL-1B jelentette, mely szignifikansan nagyobb
génexpressziot mutatott az SGR borteriileten. Ez a molekula szerepet jatszhat a késdbbiekben

targyalt Th17/IL-17 citokinmillié kialakitasaban ezen borrégioban.

A késoi termindlis epidermalis differencidlodéasi markerek (LOR, LCE1F, FLG), valamint a
CLDNU16 tight junction molekula kifejezddése tobbnyire alacsonyabb volt az SGR boérteriileten,
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mint az SGP borteriileten (habar a kiilonbség nem volt statisztikailag szignifikans). Ez arra
utalhat, hogy az epidermalis barrier gyengébb lehet az SGR régioban. Ezt korabbi publikéaciok
Is alatamasztjak, melyek bemutattak, hogy a transzepidermalis vizvesztés mértéke, melynek
novekedése jol korreldl a karosodott barrier funkcioval, magasabb a jellemzéen SGR
borteriileteken (az arc kiilonbozo teriiletei), mint a jellemzéen SGP borrégioban (alkar, kar).
Ezzel ellentétben a KRT17 és KRT79 mRNS expresszioja, melyek inkabb a proliferald sejtekre
jellemzdek, szignifikdnsan magasabb volt az SGR borben. Tovabba a KRT17, amit altaldban
az epithélium bazalis sejtjei expresszalnak (mint példaul az SGP borben), az SGR boérben az
epidermisz dsszes sejtrétege fokozottan expresszalja. Ennek tovabbi jelentdsége, hogy korabbi
publikaciokban az talaltak, hogy a Th17/Tn22 utvonalhoz kothet6 citokinek (IL-17, 1L-22) gén-
¢s fehérjeszinten is fokoztdk az epidermalis KRT17 kifejezddést, valamint mRNS szinten
csokkentették a LOR expresszigjat. Ezért a KC-k barrier molekulait érintd ezen valtozasok a

késébb targyalt, az SGR bort jellemz6 Thl17/IL-17 citokinmillié kovetkezményei lehetnek.

A legfontosabb, hogy a Tnl7 szignalttvonal komponenseinek (Thl7 érési citokinek és Thl7
effektor kemokin) expresszioja jelentds, és tobb esetben (IL-17, IL-1pB, IL-23A, CCL20)
szignifikansan magasabb volt az SGR bdrteriileten (az SGP bdrteriilettel 6sszehasonlitva). Ezek
az adatok jol korrelalnak el6z6 eredményeinkkel, ahol szintén szignifikdnsan nagyobb
mennyiségli IL-17A mRNS-t és fehérjét tudtunk detektalni QRT-PCR és IHC technikak
segitségével. Ebben a tanulmanyban amellett, hogy ujra meg tudtuk erdsiteni a Thl7 sejtek
jelenlétét az SGR borrégioban, ezen tilmenden az IL-17 kdzponti jelentdségét is megfigyeltiik
az SGR bérben, mivel a fentebb részletezett kiilonbségek a 2 boérteriilet kozott az AMP-k, a
kemokinek ¢s a barrier molekuldk kifejezddésében jol magyarazhaték az IL-17 hatdsaval.
Korabban az is bebizonyosodott, hogy az IL-17 képes fokozni az IL-1p, hBD-2, CAMP,
S100A7, S100A8, S100A9, LCN2, CCL2, CCL20 ¢és KRT17 kutan mRNS és fehérje
expresszidjat, mikozben csokkentik a LOR kifejezddést a KC-kban. A fokuszalt utvonal
analizisiink, mely funkcionalis csoportokba rendezte a 2 bérteriilet kozott szignifikansan
eltéréen expresszalodott immunrendszerhez kotheté molekuldkat, szintén megerdsitheti ezen
molekuldk fontos szerepét az SGR bor régio-specifikus immunmillidjének fenntartdsdban.
Hangsulyozni kell azonban, hogy az SGR bérben detektalt IL-17 hatds nem gyulladasos
valasznak, hanem homeosztatikus jelenségnek tiinik, mivel a neutrofil kemoattraktansok (mint
példaul az ebben a tanulmanyban RNS szekvenaldssal meghatarozott CXCL1, CXCL3,
CXCL5, CXCL6, CXCLS8) expresszioja, a pro-inflammatorikus citokintermelés, valamint a

neutrofil infiltracié mértéke nem volt szignifikdns az SGR bérben. Erdekes modon a pro-
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inflammatorikus molekulak koziil csak az IL-1p mutatott szignifikdnsan emelkedettebb
expressziot az SGR bérben. Ugy véljiik, hogy ez a magasabb IL-1f szint segitheti el a Th17

sejtek fejlodését és IL-17 millid kialakulasat, amit az el6z6ekben mar részletesen targyaltunk.

Ezzel parhuzamosan azt gondoljuk, hogy a bor immun- €s barrier paramétereiben fennalld
nevezetes kiilonbségek az SGR és SGP borteriiletek kozott kapcsolatban allhatnak az eltérd
régiokban taldlhatd mikrobidta Osszetételben és a bdrfelszini mikromillibben mutatkoz6
eltérésekkel, mivel jol ismert, hogy mind a szébum, mind a bér mikrobidta befolyasolhatja a
sejtek immunfunkcioit a mikrokdrnyezetiikben. Fontos azt is szem el6tt tartani, hogy a szébum
¢és mikrobidta dsszetételben fennallo kiilonbségek a 2 borrégio kozott a pubertas soran fejlodnek
ki. Naik és mtsai egy mesterséges mikrobidta valtast hozott 1étre egérboron. Azt figyelték meg,
hogy az j kommenzalisok belépése IL-17A indukcidhoz vezet, mely a boér egy relative
konzervalt reakcidja, valamint ezek a T sejt valaszok a bor velesziiletett immunvalaszait
(S100A8, S100A9 termelés) képesek eldsegiteni. Mivel a pubertds soran egy hasonlo, de
fiziol6gias mikrobiodta valtas jon létre a human borfelszinen, azt feltételezziik, hogy az SGR bor
Th17/IL-17 immunmilliéje a bér immunrendszeri adaptaciéo maradvanya lehet a pubertas alatt

az SGR bdrben ¢és a serdiildkban gyakori acne kialakulasaval is 6sszefliggésben allhat.

A boér immunrendszernek kulcsszerepe van az immun-mediadlt gyulladasos és autoimmun
betegségek pathogenezisében. Ezeknek a betegségeknek egy része specidlis borteriiletekre
lokalizalodik, mint példaul az akne, rosacea és a borre lokalizalt lupusz, melyek leginkabb az
arcon, a fejen és a mellkason jelennek meg, melyek SGR teriiletek. A bér immunrendszer
Osszetételét €s aktivaciojat mindezidaig az egész testen egységesnek tekintettek, és ezen
betegségek régio-specifikus megjelenésének hatterében mas okokat feltételeztek (szébum,
mikrobidta, hormonalis véltozasok, napfény). Jelenlegi adataink lehetdvé teszik e kérdés uj
aspektusbdl torténd vizsgalatat, és felvetik annak a lehetdségét, hogy a bér immunrendszer
régio-specifikus jellege is hozzajarulhat a régio-specifikus immun-medialt boérbetegségek
kialakulasdhoz. Az SGR bér nem-gyulladasos Thl7/IL-17 altal vezérelt immun- ¢és
barrierkdrnyezete valoszinlileg hajlamosithatja ezt a bdrteriiletet a gyulladasos Thl7 tipust
immunmedialt borbetegségek kialakulasara, a nyugalmi homeosztatikus korilmények
felborulasa (a szébumban, mikrobidtdban, hormonadlis allapotban bekdvetkezd valtozasok vagy
napsugarzas miatt) utan. A szakirodalomban kozolt adatok alatdmasztjak ezt a hipotézist, mivel
az akne, arosacea ¢és a lupusz 6sszes formajaban (DLE, SCLE, SLE) a bort foként a gyulladasos

tipusu Th17 sejtpopulacid infiltraljak, ezek feleldsek elsdsorban a boérgyulladas kialakulasaért e
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fenti betegségekben. Kordbbi sajat adataink szintén felvetik annak lehetdségét, hogy az
immunologiai toleranciaban keletkez6 zavaroknak, a nem gyulladasos Thl7 (B) sejtekrdl
gyulladasos tipusu Thl7(23) sejtekre torténd valtasnak specialis szerepe lehet a SGR
bérteriiletre lokalizalodo gyulladasos borbetegségek kialakulasaban. Vizsgalataink szerint az
SGR bdrben nyugalmi allapotban egy homeosztatikus, tolerogén epidermalis TSLP expresszio
detektalhatd, mikozben a rosacea kialakuldsa soran szignifikdns TSLP csokkenés figyelhetd
meg egy jelentés gyulladasos DC és IL-17/IFN-y citokin kornyezettel jellemezhetd
Thl7(23)/Thl sejt bevandorlassal.

A periférias vérben keringé DC-k szerepe AD-ben

Az egészséges bor immunrendszert karakterizald kutatdsaink mellett egy, az immunrendszer
koros megvaltozasaval jaro gyulladasos borbetegségen, az AD-n is folytattunk vizsgalatokat.
Az AD-s betegek vérében keringd CDIc* pre-DC-k fenotipusos jellegzetességeit és
kemokintermeld képességét eddig kevéssé vizsgaltak. Azt tartjak a pre-DC-krdl, hogy a bor
nyugalmi és gyulladasos dermalis DC-inek eldalakjaiként funkcionalhatnak. 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. kizardlag a bér mikrokornyezetében vagy mar a vérben
is rendelkeznek betegség-specifikus jellegzetességeikkel. Ezek a kérdések a kozvetleniil a
periférias vérbdl szeparalt DC-k vizsgalataval valaszolhatdak meg, szemben a monocitakbol in
vitro korlilmények kozott differencidltatott DC-kel. Habar ez a modszer azonos mennyiségii
vérbdl kiindulva kevesebb sejtet eredményez, a sejtek tulajdonsagaikat tekintve sokkal

hasonlobbak a fiziologids koriilményekhez.

A DC-k FceRI kifejezddését az AD-s bérben mar tobb mint 20 éve tanulméanyozzak. Ezen
marker magas expressziot mutat mind az LC-k, mind pedig az IDEC sejtek felszinén, és
valosziniileg gyulladasos folyamatok szabalyozasaban vesz részt. Sajat eredményeinkkel meg
tudtuk erdsiteni ennek a receptornak szignifikansan emelkedett kifejez6dését a vérben kering6
pre-DC-k felszinén. 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. Tovabba a specifikus IgE, valamint a receptor
sejtfelszini jelenléte az antigénfelvétel- és prezentacid hatékonysagat noveli a borbe érkezés

utan.
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A CD206 manndéz receptor kifejezddése alapjan éretlen és érett DC-ket kiilonboztethetiink meg,
mivel a legtobb érett DC nem expresszalja felszinén nagy mennyiségben ezt a fehérjét. 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 kifejezddésével
kapcsolatban az irodalmi adatok ellentmondasosak. Ezen markerek szintje az AD betegek pre-
DC-in nagyobb volt, habar az AD-s betegektdl szarmazo DC-k CD206, CD83 és CD86
molekuldi nem mutattak szignifikansan eltéré expresszidt még a stimulalast kdvetden sem.
Ezek kifejez6désének kovetkezetes és egyiranyu valtozasa viszont azt sugallja, hogy az AD-s
pre-DC-k (elo)érett allapotban vannak. Jelenlegi eredményeink esetében a szignifikancia
hianya ¢€s az ezen ¢érési markerekhez kapcsoldodd szakirodalmi adatok inkonzisztenciaja egy
nemrég publikalt megfigyeléssel magyarazhatok; e szerint a vér egy valdsziniileg nem teljes
CDI1c" populacidja, hanem inkdbb alpopulacidja lehet korai érési fazisban. Ebben a
melyben a nagyobb és aktivabb DC-ket dekondenzalt magokkal és alacsony DAPI intenzitassal
detektaltdk. Az AD-ra jellemzd citokinprofil kialakitdsat ennek a sejtpopulécionak

tulajdonitottak.

Mivel a DC-k fontos kemokin forrasok, valamint mivel az AD-s betegek vérében 1év6 sejtek
kemokin termelésérdl kevés informacio all rendelkezésre, kisérleteink soran az AD pre-DC-k
kemokintermelését vizsgaltuk. Az AD-s pre-DC-k é&ltal ex vivo termelt legfontosabb
kemokinek azonositasara Proteome Profile Chemokine Array-t alkalmaztunk, aminek
eredményét ELISArray modszerrel kivantuk megerdsiteni. Ezenkiviil egy precizebb maodszer,
a hagyomanyos szendvics ELISA segitségével felmértiik egy szovetspecifikus mikrokornyezet
stimulalo hatasat is, melynek soran dsszehasonlitottuk a nem stimulalt sejtek, valamint a TSLP-

vel és a SEB-vel stimulalt DC-k kemokintermeld képességét.

A Proteome Profiler Chemokine Array mddszer segitségével kapott eredményeink szerint a
kemokinek két csoportra oszthatok: 1) az AD-s ¢és kontroll pre-DC-k 4ltal hasonld
mennyiségben termelt kemokinek; 2) az AD pre-DC-k altal nagyobb mennyiségben termelt
kemokinek. Az elsé csoport vizsgalata soran megallapitottuk, hogy mind az AD-s, mind az
egészséges pre-DC-ek hasonldéan nagy mennyiségben termelték a CXCL4-et, a CXCL7-et, a
CXCLB8-at és a CXCL16-ot, ami arra utal, hogy termelddésiik a vér pre-DC-kre jellemzd, de az
AD jelenlététol fliggetlen.
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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-ibol
(Proteome Profiler Array és ELISA segitségével detektalva). Koziiliik a CCL17,a CCL18 és a
CCL22 az AD-hez kothetd kemokinek, melyeket az AD-s betegek bor DC-1 is termelnek, és
fontos szerepet jatszanak a Th2 immunvalasz szabalyozasaban, valamint a memoria T-sejtek
vandorlasdban. A gyulladasos folyamatokhoz kotheté CXCL10, CCL3, CCL4 és CCLS
génexpresszidjat nemcsak az AD-s betegek borében, hanem mas gyulladasos boérbetegségekben
szenvedd betegek borében is kimutattadk, 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 mintézata az érésiikrdl is
informaciot adhat, mivel a DC-ek kiilonboz8 érési szakaszaikban kiillonbozd kemokin-
kombindaciokat termelnek. A korai érési stidiumban levé DC-k nagy mennyiségben termelik a
CCL2, CCL3, CCL4, CCL5, CXCL8 ¢s CXCL10 kemokineket. Vizsgalatunkban az AD-S pre-
DC-k CCL3, CCL4, CCL5 és CXCLI10 gyulladasos kemokintermelése tovabb erdsitette

megfigyelésiinket, hogy azok (eld)érett (vagy korai érési stadiumban levd) allapotban vannak.

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 periférias vérben képesek AD-specifikus kemokinek termelésére.
A DC-k AD-specifikus kemokintermel6 és citokin felszabaditd képességét figyelembe véve
ugy gondoljuk, hogy nemcsak a bdér, hanem mar a vér mikrokdrnyezete is jelentdsen
befolyasolja az AD-s DC-k fejlédését. Mindemellett valoszintsithetd, hogy ezen DC-k
kemokin- és a citokinprofilja még intenzivebbé és betegség specifikusabba valik a
szovetspecifikus stimulaciot kovetden. Az AD-s betegek vérét egy egyediilallo citokinkészlet
jellemzi (IL-4, IL-10, IL-13, CCL17 és TSLP), mely lehetévé teszi, hogy ezek a sejtek elérjék
az érés korai szakaszat. Az ezekkel a molekuldkkal szemben alkalmazott 0j bioldgiai terapidk
(pl. Dupilimab vagy anti-TSLP mAB) modosithatjak ezeknek a citokineknek a hatasat mind a

vérben, mind a bdérben, ezaltal befolyasolva a sejtek érését €s miikodését.
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OSSZEFOGLALAS

Kisérleteink elsé részében teljes transzkriptom ¢és titvonalelemzést végeztiink az SGR és SGP
borrégiok kozott fennalld lehetséges immunotopografikus kiilonbségek feltarasa végett.
Megallapitottuk, hogy a kiilonb6z6 borteriiletek karakterisztikus velesziiletett és szerzett
immun-, valamint barriermiliével rendelkeznek, hiszen szignifikansan magasabb kemokin
(CCL2, 3, 19, 20, 23, 24) és antimikrobialis peptid (SI00A7, A8, A9, lipokalin, 3-defenzin-2)
szinteket, megvaltozott barrierfunkciot (keratin 17, 79), valamint egy nem-gyulladasos
Th17/1L-17 dominanciat azonositottunk az SGR régiokban (az SGP teriiletekhez viszonyitva).
A pro-inflammatérikus molekuldk (IL-la, IL-6, IL-8, IL-33, TNF-0) esetében alacsony
szinteket mértiink mindkét régioban. Adataink magyarazatot nyujthatnak egyes immun-medialt
¢s autdimmun bdrbetegségek jellegzetes topografikus megjelenésére. Eredményeink alapjan azt
javasoljuk, hogy a kisérletes bdrgyogyaszati gyakorlatban gyakran hasznalt ,,egészséges
kontroll bérminta” kifejezés csak abban az esetben legyen elfogadhat6, ha a kutaték gondosan

megnevezik az adott borrégio lokalizaciojat.

Munkank masodik részében az AD-s betegek periférias vérébol izolalt mieloid pre-dendritikus
sejttek (pre-DC) fenotipusos jellemzését, valamint kemokintermelésiik ex vivo vizsgalatat
végeztiik el; emellett tanulmanyoztuk a pre-DC-ket Staphylococcus enterotoxin B-vel (SEB) és
thymic stromal lymphopoietin-nel stimulalt (igy egy AD-s mikrokdrnyezetet imitalo)
kornyezetben is. A sejtfelszini markerek kifejezodését aramlasos citometridval, mig a
kemokintermelést chemokine antibody array-vel és megerdsitd ELISA modszerrel vizsgaltuk.
AD-s pre-DC-k magasabb FceRI szinteket fejeztek ki, mig az érési és aktivacios markerek
tendenciézusan vatoztak. A sejtek magas szinten expresszaltak az AD-re (CCL17/18/22),
valamint az érési folyamatokra (CCL3/4/5) jellemz6é kemokineket. A CCL3/4 és a CCLI18
termelése AD-specifikus stimulacio nélkiil is szignifikansan magasabb volt, mig a CCL17 és
CCL22 termelése csak a stimuldciot kovetden nétt meg szignifikdns mértékben. Mindezen
adatok arra utalnak, hogy az AD-s kering6 pre-DC-k korai érési fazisban vannak és atopias
jellegzetességeket mutatnak a szovet-specifikus stimulacié nélkiil is; tehat, hogy fejlédésiiket

nemcsak a bor mikrokornyezete, hanem mar a vérben 1évo lokalis milli6 is befolyasolja.
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