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Bevezetés

A bor az emberi szervezet elsé védelmi vonala, véd a kiilsé6 kornyezet fizikai, kémiai és
mikrobiologiai hatasaival szemben. Az egészséges boOr topografiailag eltéré borrégioi
kiilonb6z6 anatomiai és fizikokémiai sajatossagokkal rendelkeznek, ami alapjan 3 borrégiot
kiilonboztetiink meg: a faggyamirigyekben gazdag, zsiros (sebaceous gland rich, SGR), az
apokrin mirigyekben gazdag, nedves (apocrine gland rich, AGR) valamint a mirigyekben

szegény, szaraz (sebaceous and apocrine gland poor, GP) borrégiokat.

Korabbi kutatdsok kimutattdk, hogy az egészséges bor topografiailag eltérd régiodi
kiilonboz6 mikrobiota dsszetétellel rendelkeznek valamint kutatocsoportunk igazolta, hogy az
SGR boérteriilet immunologiai tulajdonsagaiban kiilonbséget mutat a GP borteriilethez képest
[1]-[4]. Azt azonban eddig még nem vizsgaltak, hogy az AGR bdrteriiletek is sajatos

immunmiliével rendelkeznek-e.

A hidradenitisz szuppurativa (HS) egy AGR bérteriiletekre lokalizalodd gyulladasos
bdrbetegség. A pathomechanizmusat vizsgald korabbi tanulmanyokban az immunologiai
homeosztazis eltolodasanak mértékét a GP boérrégiohoz hasonlitottak, ami pontatlan
eredményekhez vezetett a gyulladas kialakulasanak megismerésével kapcsolatban. Tovabba
korabban nem vizsgaltak még, hogy az AGR bérre jellemz6 sajatos immunmilié hogyan

valtozik meg az ezekre a teriiletekre lokalizalodo HS kialakul4sa soran.

A boér antimikrobialis peptid (AMP) profiljanak vizsgalata diagnosztikai és prediktiv
jelentéseéggel bir. Az AMP-k, mint markerek informaciét adhatnak a bdrbetegségek
kialakulasarol, allapotardl és sulyossagarol. Munkacsoportunk korabbi mRNS és fehérje alapti
vizsgalatai soran szignifikans kiilonbséget azonositott bizonyos AMP-K tekintetében a GP, SGR
és AGR borrégiokat dsszehasonlitva [1][2][5].

Jelenlegi ismereteink szerint Kevés olyan vizsgalati modszer van, mely alkalmas a
bérmintak gyors, minimalis invazivitassal jaro €s igy ismételhetd gyijtésére. Jelenleg az AMP-
ket antigén-antitest alapii ELISA és immunohisztokémiai modszerrel (IHC) azonositjak invaziv
eljarassal nyert bérbiopszias mintakban [6]-[8]. Mivel a biopszia fajjdalommal és hegesedéssel
jaré folyamat, ezért nem alkalmas a mintavétel ismétlésére ugyanarrol a borteriiletrél. Egy
minimalisan invaziv mintavételi eljaras gyors és megbizhato analitikai modszerrel kombindlva
lehet6séget teremthet a bdér immunstatusz-valtozasanak nyomon kovetésére mind az

egészséges, mind a klinikai tiinetet nem mutat6 gyulladasban 1év6 bor €s a mar manifesztalddott
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betegségek esetén is, emellett eldsegitheti profilaktikus terapiak kidolgozasat és alkalmazasat,

valamint a kezelések hatékonysaganak nyomon kovetését.

PhD munkdm sordan az egészséges nedves bor és HS-s 1ézios bor immunologiai
sajatossagait, valamint a stratum corneum (SC) immunologiai statuszanak meghatarozasara
alkalmas diagnosztikai és prediktiv markerek 10j, nem invaziv kimutatdsi lehetdségét

vizsgaltam.



Irodalmi attekintés

1. A bor felépitése

Az emberi szervezet legnagyobb szerve a bor, mely fizikai, kémiai és mikrobiologiai
barrierként védelmet biztosit a kiilsé kornyezeti tényezokkel szemben, de egyben 6ssze is koti
a szervezetet kornyezetével. Harom réteg alkotja: az epidermisz, a dermisz és a hipodermisz.
Az epidermalis eredetli fliggelékek kozé tartozik tobbek kozott a faggyamirigy és a
verejtékmirigy, melynek két {6 tipusat, az ekkrin és az apokrin mirigyeket kiilonboztetjilk meg

anatomia elhelyezkedésiik, strukturajuk, funkciojuk és szekrétumuk alapjan.

1.1 Az epidermisz

Az epidermisz 6t rétegbdl épiil fel (1. abra). A legalsé rétege, a stratum basale egyetlen
sejtsorbdl all. Differencidlatlan sejtjei mitotikus osztédassal hozzék létre az epidermisz 6

tomegét ado keratinocitakat (KC). A stratum spinosumot néhany sejtsor KC alkotja, ahol a

poligonalis sejtek kozott dezmoszomak biztositjak az Osszekottetést. Az itt talalhatd sejtek

keratint termelnek. A stratum granulosum az epidermisz harmadik, még nem keratinizalodo

rétege, mely 1-3 sejtsorbol all. A sejtek keratohialin szemcséket tartalmaznak a filaggrin (FLG)
fehérje eléanyagaival. Ez a fehérje aggregalodva keratinfilamentumokat alkot, melyek mas

struktarfehérjékkel egyiitt kitoltik az epidermisz legfels6 rétegének, a SC elszarusodott sejtjeit.

Az epidermisz stratum lucidum rétege csak a tenyér és a talp er6sen elszarusodott hamrétegében
talalhato meg. Altalaban 3-5 elhalt sejtsorbol épiil fel. Az epidermisz legfelsd rétege a stratum

corneum.

1.1.1. A stratum corneum

A SC elsédlegesen barrier funkciot 1at el. Sejtjei a korneocitak, melyek KC eredetii
elhalt, mag nélkiili, lapos, citoplazmatikus sejtorganellumokkal nem rendelkezd sejtek
keratinfilamentumokkal  kitoltve. A mélyebb  rétegekben elhelyezked6  sejtek
plazmamembranjat extracellularis lipidréteg boritja, mely a szervezet vizhaztartasdnak

egyensulyat hivatott megtartani.



A SC vastagsaga széles spektrum kozott valtozik a test kiilonbozo teriiletén a kiilsd
mechanikai hatasok mértékétol fliggden, de a teriiletileg jellemz vastagsaga allando. Ezt az
allandosagot a stratum granulosum iranyabol torténd folyamatos sejtutanpotlas és a SC kiils6é
rétegének folyamatos hamlasa kozotti egyensuly biztositja. A dinamikus egyensulyi allapotot a
korneocitak kozotti kohézios erd mértéke hatdrozza meg, amit harom folyamat 6sszehangolt
szabalyozasa tart fent. A kohézios er6 az enzimatikus folyamatok, a sejtek kozotti
dezmoszomalis dsszekottetés, valamint a sejtek plazmamembranjat borité lipidréteg eredménye
[9]. A borfelszin felsé rétegei felé haladva a korneocitak dezmoszémalis Osszekottetései
szétesnek, a lipidréteg Osszetétele megvaltozik ¢és aktivaldédnak a kohéziot fenntartd
enzimatikus folyamatokat gitlo enzimek. Ennek kovetkeztében a SC legfelsé rétegében a

korneocitak kozotti kohézids erd gyengiil, majd bekdvetkezik a hamlas.

Epidermal layers
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1. abra Az emberi bor rétegei. (Forras: Y. Hu, C. Converse, M.C. Lyons and W.H. Hsu: Neural control
of sweat secretion: a review*. British Journal of Dermatology (2018) 178, pp1246-1256. [10])

A SC legfelsé rétegében a sejtek kozott kohézios erd csokkenése lehetové teszi néhany
sejtsor konnyl, fajdalommentes eltavolitasat a borgyogyaszati célokra Kifejlesztett
ragasztokorong (D-Sgame korong) segitségével (2. abra). A korneocitak mellett eltavolithatok
a borfelszin mikrofloraja, a verejték- és a faggyamirigyek altal termelt és a kivezetd
csatorndkon keresztiill a borfelszinre szekretalt, valamint a sejtkdzotti  allomanyban

elhelyezkedd peptidek.



2. abra A SC eltavolitasara alkalmas D-Squame korong.
1.2. A bér mirigyei

A bOr szamos exokrin mirigyet tartalmaz, melyek szekrétumai kdzvetlen vagy kozvetett
uton a bor felszinére keriilnek. A mirigyek szekretoros részbdl és kivezetd cs6bol épiilnek fel.
Sejtjeik epidermisz eredetlick, de a szekretoros rész gyakran a dermisz mélyebb rétegeiben
helyezkedik el (3. abra).

A mirigyeknek harom f6 tipusat kiillonboztetjik meg a szekrétumaik, a
valadéktermelésiik funkciodja és a szekrétum tiritésének helye szerint: 1) apokrin verejtékmirigy,

2) ekkrin verejtékmirigy és 3) faggyamirigy.

1.2.1 Az apokrin verejtékmirigy

Az apokrin verejtékmirigy egy felcsavarodott csoves mirigy kivezetd csove gyakran
elagazik, de szekrétuma mindig a szortiiszObe, a faggyumirigyek beszajadzasa felett {irtil.
Valadéka a szortiiszd kivezetd csatorndjan keresztiil keriil a bor felszinére. Az epidermalis
eredetii mirigy Szekretoros része altalaban a dermiszben, ritkan a hipodermisz fels6 szakaszaban

helyezkedik el (3. abra).

A pubertas korban miik6désnek indulé mirigy valadéka fehérjéket, szénhidratokat, lipideket
és ammoniat tartalmaz. Osszetétele a mirigy elhelyezkedésétol, életszakasztol fiiggden

valtozik. Szekrétuma mindig a faggyumirigy szebumaval keveredve {iriil a sz6rtlisz6 kivezetd



csatornajan keresztiil a bér felszinére. Ellentétben a folyamatosan verejtéket termelé ekkrin

miriggyel, miikddése periodikus [11].

1.2.2. Az ekkrin verejtékmirigy

Az ekkrin verejtékmirigy az ajkak és a kiils6 nemi szervek kivételével a teljes
testfeliileten megtalalhato a bérben. A mirigy egyszer(i, vakon végz6dé csavaros csove
epidermalis eredetli, ami altaldban a dermiszben, néha a hipodermisz fels¢ részében
helyezkedik el. A szortiisz6vel nem kapcsolodo kivezetd csdve minden esetben kozvetleniil az

epidermisz felszinén végzodik [11] (3. abra).

Az ekkrin mirigy a borfelszinre szekretalt verejtékének parolgasa miatt fontos szerepet
jatszik a szervezet hdszabalyozasaban. A bor felszinére {iriild és ott egy vékony filmréteget
létrehozo szekrétum a mirigy szekretoros részében a vér ultrafiltratumahoz hasonlé dsszetételdl.
A kivezetdcsOben a viz és a natrium jelentds része visszaszivodik, igy a bérfelszinre iiriild
verejték hipotonias, amely alacsony fehérjetartalmu és leginkabb AMP-ket tartalmaz
(dermcidin (DCD), kathelicidin (LL-37), laktoferrin). Az AMP-k jelentik a szervezet els6

védelmi vonalat a korokozokkal szemben [12]-[15].

1.2.3. A faggyumirigy

Az exokrin faggyGmirigy a szOrtiiszOk kivezetdcsovébe szdjadzo mirigy. Egy
szOrtlisz6hoz tobb  faggylmirigy is tartozhat. Szekrétuma a holokrin szekrécios
mechanizmussal termelddd faggyl (szebum), mely a szdérszalak és a bor felszinének védelmét

biztositja (3. abra).

A faggyimirigyeknek fontos szerepiik van a szervezet vizhaztartasanak fenntartasaban
¢s a mikroorganizmusokkal szembeni védelmében. A szebum gyengén savas kémhatasa
megakadalyozza a pathogén mikrobdk borfelszinen valé megtelepedését, bejutasat a
szervezetbe. Neutralizaljak a borre keriilé lugos szennyezddéseket, ezzel segitenek fenntartani

a bor barrier integritasat.
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A faggyumirigy mikodése és mérete androgén hormonok szabalyozasa alatt all. Az
androgén hormonok termelddésének pubertaskori kezdetével a faggyamirigy mérete eléri

végleges nagysagat és megkezdi a Szebum termelését.

Szamos gyulladasos borbetegség kialakuldsaban szerepet jatszik a pilosebaceous -
apokrin egység, mely magaban foglalja a szortiiszot, a sz6rmerevitd izmot, a faggyimirigyet,

apokrin mirigyet és a szOrszal kivezetd csatornajat (3. abra).

A)

Sweat pores

Intraepidermal
sweat duct

Reabsorptive
sweat duct

Secretory
coil

Excretory
duct

Glomerulus of
secretory tubule

Y. Hu, C. Converse, M.C. Lyons and W.H. Hsu: Neural control of sweat
secretion, British Journal of Dermatology (2018) 178, pp1246-1256

3. abra A bér mirigyei. A) Az apokrin, az ekkrin verejtékmirigy és a faggytmirigy elhelyezkedése a
boérben [37], B) az apokrin verejtékmirigy, C) az ekkrin verejtékmirigy és D) a faggylmirigy
mikroszkopikus képe

2. A bor kiilonb6zo régioi

Korabban igazoltak, hogy az egészséges bélcsatorna kiilonboz6 szakaszainak floraja
eltéré Osszetételi. Ennek analogiajara megvizsgaltak a bérfelszin kiillonbségeit is az eltérd
régiokban [3][4]. Kimutattak, hogy a bor mikrobialis Osszetétele nem egységes, a mikrobiom

régiospecifitast mutat, parhuzamosan a bor anatomiai, fizikai és kémiai sajatossagaival.

Az egészséges bor eltérd anatomiai és kémiai tulajdonsagai, valamint mikrobidta
Osszetétele alapjan 3 f6 régiot kiillonboztetink meg: 1) az apokrin és faggyamirigyekben
szegény (GP), 2) a faggyumirigyekben gazdag (SGR) és az 3) apokrin mirigyekben gazdag
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(AGR) bérteriileteket. A GP bortertilet elsésorban az alkaron, ldbszarakon valamint a t6rzsén
jellemzd (4. abra mustar- és citromsarga teriilete). Az SGR borrégio az arcon, a hajas fejbéron,
a mellkas ¢s a hat felsé részén helyezkedik el (4. abra barnaval jeldlt teriilete). Az AGR
borrégio a honaljarokban, az emldk €s kornyezetiikben 1évo areolak teriiletén, az anus ¢és a kiilsé

nemi szervek kornyékén, a kiilsé fiilben és a szempillak kortil jellemz6 (4. abra piros teriilete).

Az egészséges bor topografiailag eltérd tulajdonsagaival lehet kapcsolatban bizonyos
régidspecifikus borbetegségek megjelenésének teriileti specifitasa. Jol ismert jelenség, hogy
bizonyos bdrbetegségek csak adott borteriiletekre lokalizalodnak: a HS AGR bdrteriiletekre, a
rozacea (PPR) SGR, mig az atdpias dermatitisz (AD) GP bérteriiletekre jellemz0 bérbetegség.

SGR bérrégio

(PPR) \

\AGR borrégio
(HS)

GP borrégio \
(AD)

4. abra Az egészséges bor topografiai régioi és az adott borteriiletekre jellemzé gyulladasos
borbetegségek.

3. A boér immunrendszere

A bér kiilonb6zo rétegeiben a velesziiletett és az adaptiv immunvalasz szamos eleme

megtalalhaté (5. abra).

Az epidermiszben a bér rezidens immunsejtjei koziil a Langerhans sejteket (LC), a T-

sejtek koziil CD8" T-sejteket a stratum basale és a stratum spinosum KC-ai kz6tt talaljuk meg.

12



A dermisz immunsejtjeinek diverzitasa az epidermiszéhez képest 1ényegesen nagyobb.
Megtalalhatok benne tobbek kozott a dermalis dendritikus sejtek (DC), a CD4" Thelper (Th)
sejtek, a yoT-sejtek, a természetes 616 sejtek (natural killer T, NKT), valamint jelen vannak még

a makrofagok, a hizdsejtek és a fibroblasztok.

Terminally
differentiating
Corneocyte keratinocyte

\Langerhans cell

— ‘Stratum
~ | corneum
Stratum
5 | 1
et Epidermis
% |Stratum
= |spinosum
51 ! ) | ' \ 3 \ | |Stratum
| ; % basale
| ‘—.“,“r\\‘ (O] )| \ON\ D . ‘]{/9
cD8* Melanocyte
Tcell ié‘{( O keratinocyte membrane
AN CD4" T, 2 cell -
Dermal DC 7 <O O\\\
( /‘\\ =
\ /) ibroblast
pDC N o4 T cell o4 T 17 cell
§ Y 2 Dermis
="
Lymphatic vessel = Blood vessel P E507%
(© &0 B8
S\ @ \ / o3 / 000
A \.":. / Qo0
& ( — &
< ¢ ) 5 T cell NKT cell Mast cell
Macrophage

5. abra A bor jellemzo sejtjei. (Forras: F. O. Nestle, P. Di Meglio, J. Z. Qin, and B. J. Nickoloff, ‘Skin
immune sentinels in health and disease’, Nat. Rev. Immunol., vol. 9, no. 10, pp. 679-691, 2009 [16])

3.1. A dendritikus sejtek

A DC-K a kozvetlen immunvalaszra és az antigén prezentalasra specializalodott sejtek.
Valamennyi human DC nagy szamban expresszalja az MHC Il (HLA-DR) markert, de
hianyoznak a tipikusan szarmazasra utalé markerek: CD3 (T-sejt), CD19/20 (B-sejt) és CD56
(természetes 616 sejtek) [17].

A DC-k az epidermiszben és a dermiszben is jelen vannak. Egészséges boOrben
megkiilonboztetjiik az epidermalis LC-ket, a dermalis mieloid DC-ket (dDC) és a plazmacitoid
DC-ket (pDC), mig gyulladasos bérben az epidermisz és dermisz inflammatorikus dendritikus
epidermalis sejtjeit (IDEC), valamint az inflammatorikus dermalis DC-jeit (TIP-DC) [16][18].
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3.1.1. Langerhans sejtek

A LC-k a gyulladastol mentes epidermisz szuprabazalis rétegeiben helyezkednek el.
Sejtjeiben intracitoplazmatikus organellumok, Birbeck granulumok talalhatok. Normal human
epidermiszben a LC-k CD1a-t és langerint/CD207-et expresszalnak [19][20]. Az LC-k az els6
mikrobialis antigénekkel talalkozé DC-k. A lipid antigéneket és a mikrobialis fragmentumokat
felvételiik és feldolgozasuk utan a DC-k prezentaljak a naiv CD4" T-sejtek szamara [21],

crcr

A LC-k nagy mennyiségben expresszalnak CD80, CD83, CD86 és CD40 markereket [17][23].

A Langerhans sejteket a dendritikus sejtek egy csoportjaként tartjak szamon, de vannak
olyan csoportositasok, melyben kiilon sejttipusként kezelik 6ket, mivel bar bizonyos funkcidkat

tekintve a dendritikus sejtekhez kapcsolhatok, de eltérd eredetiiek.

3.1.2. Dermalis dendritikus sejtek

A dDC-k egészséges borben elsésorban az epidermisz-dermisz hatarnal helyezkednek
el, innen migralnak a dermisz mélyebb rétegeibe [16]. A dDC-kre altalanosan jellemz6 a CD1c
¢s a CD11c markerek egyiittes jelenléte. Ezeket a DC-ket harom f6 csoportba soroljuk: 1)
CDla* DC, 2) CD14" DC és 3) CD 141" DC. A CD1a* DC-k az érettebb dermalis DC-k k6zé
tartoznak. Felszinlikon nagy mennyiségben expresszalnak CD80, CD83 és CD86 aktivacios
markereket. Szerepet jatszanak a CD4" és CD8" T-sejtek differencialodasaban,
proliferaciojaban [21][22][28]. Az éretlenebb CD14" DC-k elsfsorban a velesziiletett
immunvalaszban fontosak. Sejtfelsziniikkon nagy mennyiségben expresszalnak pathogén-

felismerd receptorokat (TLR2, TLR4, CD206, CD209) [21][24].

A gyulladédsban 1év6 bérben tovabbi két DC tipus jelenik meg: a CD1b, CDlc, CD11b,
CDl1¢,CD23,CD36,CD80, CD86 és CD209 markereket expresszald IDEC, valamintaz MHC
II, CDl11c, CD14, CD163, CD206, CD209 sejtfelszini markereket prezentaldé TIP-DC-k [21]—
[24][28].
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3.2. A T-sejtek

Ma mar j6 ismert, hogy az emberi bor koriilbeliil 20 milliard T-sejtet tartalmaz, mely
kozel kétszerese a vérben talalhatd T-sejtek szamanak [24][25]. Fontos szerepet jatszanak a
pathogénekkel szembeni védekezésben, hianyuk esetén kiilonb6z6 bérbetegségek alakulnak ki.
Az epidermalis T-sejtek foleg a szuprabazalis rétegben, mig a dermalis T-sejtek az epidermisz
¢s a dermisz hataran, els6sorban a dermalis papillakban halmozddnak fel [26]. A pathogének
eltavolitasa utan az effektor T-sejtek 95 %-a apoptotizal. A megmaradt T-sejtek elveszitik az
effektor sejtekre jellemzé CD45RA expresszidjukat, helyette CD45RO markert szekretalnak
[27]. Az igy kialakuld memoria T-sejteket harom csoportba sorolhatjuk. 1) a CCR7", L-
szelektin (CD62L)* centralis memoria T-sejtek (Tcm) a masodlagos nyirokszervekben
cirkulalnak, a bérben nem jelennek meg [28]. 2) A CCR7°, CD62L" effektor memoria T-sejtek
(Tewm) rovid életiiek. Ide tartoznak a CD4" Th és a CD8" citotoxikus sejtek. Aktiv résztvevéi a
fertézésekkel szembeni immunvalasznak. A fert6zés lekiizdése utan szamuk lecsokken, ezzel
parhuzamosan megné a Trm sejtek szama. A Tem képes vandorolni a bor és a vér kozott, ezzel
biztositva az 6sszekottetést a nyirokszervek és a tavoli borszovet kozott. A CD4" Th sejteket 6t
csoportba soroljuk: a Th1, Th2, Th9, Th17 és Th22 sejtek csoportjaba (6. abra) [34][35]. 3) A
CCRTY" szoveti-rezidens memoria T-sejtek (Trm) re-expresszaljak a CD45RA markert [31].
Szerepiik van a tartds, gyors, helyi immunvélasz kialakulasaban. Elettartalmuk hosszu, a

bérszovetbol nem vandorolnak el [26][32].
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6. abra A CD4" T sejtek tipusai. (Forras: A. Carbo et al., ‘Computational modeling of heterogeneity
and function of CD4" T cells’, Front. Cell Dev. Biol., vol. 2, Jul. 2014. [33])
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3.2.1. AThl sejtek

Thl-sejtek els6sorban I-es tipust citokineket termelnek: IFN-y-t, TGF-B-t és IL-2-t.

IFN-y szekrécidjuk védelmet biztosit az intracellularis pathogénekkel szemben, mint amilyen a

......

ami a T-bet transzkripcios faktort aktivalja. Az IL-12 a STAT4, mig az IFN-y a STAT1 szignal
utvonalat aktivalja és gyorsitja a Thl sejtek differencidlodasat. Az aktivalt STAT4 és STAT1
szignal utvonal indukalja a T-bet expressziot [30][34]. A Thl sejtek bdérben a kontakt
dermatitisz kezdeti szakaszaban dominansak [35], valamint Th1 tipusti immunvalasz jellemzé

pszoriazishan (PS) is.

3.2.2. A Th2 sejtek

A Th2 sejtek IL-4, IL-5, IL-13, IL-24, IL-25 és IL-31 citokineket termelnek.
Differencialodasuk az 1L-4 citokin altal aktivalt STAT6 szignalutvonalon keresztiil torténik,
amit a GATAS3 transzkripcios faktor szabalyoz. A Th2 sejtek fontos szerepet jatszanak az
atopias betegségek kialakulasaban (asztma, AD, ételallergia) [35][40].

3.2.3. ATh17 sejtek

A Th17 sejtek két csoportba sorolhatok: a nem-pathogén {Th17(B)} és a pathogén
{Th17(23)} Th17 sejtek csoportjaba [37]. A nem-pathogén Th17 — Th17(P) sejtek IL-17A, IL-
17F, IL-10 interleukineket, CCL20-at és CXCR6-ot expresszalnak. Differencialédasukat az IL-
6 és a TGF-B1 proinflammatorikus citokinek jelenléte szabalyozza. Az IL-1pB, IL-6 és 1L-23
egyiittes jelenléte esetén a nem-pathogén Th17 — Th17(p) atalakul pathogén Th17- Th17(23)
sejtté €s megindul az 1L-22, CCL9, CXCRO9, valamint az IL-17A és az IL-17F expresszidja
[38].

Az IL-23 citokin kulcsszerepet tolt be a Th17 medialt pathogenitas kialakulasaban.
Irritalt KC-k IL-1pB, IL-6 termelése stimuldlja a DC-K nyirokcsomokba vandorlasat és 1L-23
expresszidjat. A nyirokcsomokban a T-sejtek Th17 és Th22 sejtekké differencialodnak és a
bérbe migralnak [39]. A bérben talalhaté Th17 és Th22 (skin-homing) sejtek IL-17A-t, IL-17F-

16



et, IL-22-6t és TNF-a-t termelnek, melyek aktivaljak a KC-k IL-33, IL-36, CXCL2, CCL20 és
AMP termelését. A pathogén Th17 — Th17(23) sejtek szerepet jatszanak a HS, a Ps és az AD
pathomechnizmusaban [10][43][44].

3.2.4. ATh22 sejtek

A borben elhelyezkedd Th22 sejtek CCR4-et, CCR6-ot ¢s CCR10-et expresszalnak
[42]. Funkcidjuk az IL-10 citokin csaladba tartoz6 1L-22 citokin termeléséhez kothetd. Az IL-
22 egy pro- és antiinflammatorikus citokin, amit a Th22 sejtek mellett a Th1, Th17 és yoT-
sejtek is termelnek. Elsésorban a velesziiletett immunvalasz aktivalasban jatszik fontos szerepet

Ps-ban, AD-ben és kontakt dermatitiszben [43].

3.2.5. A Th9 sejtek

A ThO sejtek a Th2 és a naiv T-sejtekbdl differencialodnak IL-4 és TGF-f hatasara. Az
IL-9-et termel6 Th9 sejtek mennyisége elsésorban Ps-ban és AD-ben emelkedik meg [44].

3.2.6. A Foxp3* regulatorikus T-sejtek

A Foxp3*CD4" regulatorikus T (Treg) sejteknek immunszuppresszald hatasuk van.
Eredetiik szerint két csoportba sorolhatdk: a timusz (tTreg) eredetli €s a periférialisan indukalt
(pTreg) sejtek. A Foxp3-at a CD4* T-sejtek koriilbeliil 20%-a termeli bérben és kevesebb, mint
10%-a vérben [45]. CD25-6t, CD39-et és CD73-at expresszalnak, valamint indukaljak a TGF-
B, IL-10 és IL-35 immunszuppressziv citokinek termelését [46]. A Treg sejtek miikodésének

hianyaban szamos autoimmun és gyulladasos bérbetegség alakulhat ki.
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3.3. A keratinocitak

Az epidermiszt négy sejttipus alkotja: KC-k, LC-k, melanocitak és Merkel-féle sejtek.
Dominans sejttipusa azonban a KC, mely az epidermisz 95 %-at képezi és a stratum basale
rétegében képzodik [16].

A KC-k részt vesznek a szervezetet védd passziv fizikai barrier kialakitasaban.
Receptoraik segitségével képesek a pathogénekre specifikus mintazatok (PAMP — pathogen-
associated molecular pattern) felismerésére, mellyel befolyasoljak a szervezet immunreakciojat
azaltal, hogy kiilonbséget tesznek az artalmatlan és a pathogén ingerek kozott. A KC-k kozotti
tight junction (TJ) segitségével megakadalyozzak a szervezet viz és a benne oldott anyagok
vesztését. Szamos citokint, kemokint, ndvekedési faktort, valamint ezek receptorait termelik.
Részt vesznek tobb gyulladasos bérbetegség kialakulasaban, szabalyozasaban. A KC-k a
legnagyobb AMP (human béta - defenzinek [hBD-k], LL-37, pszoriazin [S100A7], RNase7)
termeldk, igy szabalyozzak egyéb sejtek citokin és kemokin termelését, az angiogenezist, a

sebgyogyulas folyamatat [16].

3.4. A bor immunrendszer mediatorai

A bor fiziko-kémiai barrierként a pathogének szamara impermeabilis hatarfeliilet.
Immunologiai barrierként a benne talalhatdo immunsejtek, KC-K, szebocitak, fagocitak, DC-k,
T-sejtek és hizosejtek szamos citokint, kemokint, proteazokat és AMP-t termelnek ezzel is

védve a szervezetet a pathogének invazidjatol [47]-[49].

3.4.1. A citokinek

A citokineket a KC-k és egyéb borben talalhato rezidens sejtek termelik, amelyekkel
részt vesznek a sejtek kozotti kommunikéacioban és a bér barrier funkcidjanak fenntartasaban.
hatasuk egy komplex halozati rendszert eredményez, ami szabalyozza a KC-k fiziologiajat és a
borbarrier egyensulyi allapotat. A citokinexpresszid homeosztazisaban bekovetkezd zavar az

epidermisz barrier funkcidjanak karosodasat okozza, ami kiilonb6z6 borbetegségek
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kialakulasahoz vezet. A citokinek szerepet jatszanak mind az egészséges, mind a gyulladasban

1év6 bér immunfolyamatainak szabalyozasaban.

A citokinek és a receptoraik 6t csoportba sorolhatok haromdimenzids szerkezetiik
alapjan: 1) az L. tipust interleukin citokin receptor konzervalt aminosav egységet tartalmaz az
extracellularis doménjén (IL-4, 6, 13, 21, 23, 31); 2) a II. tipusu interleukin citokin receptorai
hasonloak az I. tipusti receptorokhoz, de nem tartalmaznak konzervalt egységet (IL-19, 20, 22,
24, IFNa, v); 3) az immunglobulin (Ig) szupercsalad tagjai extracellularisan az immunglobulin
doménekkel homolog egységeket tartalmaznak (IL-1a, B); 4) a tumor nekrozis faktor receptor
csalad tagjai ciszteinben gazdag extracellularis citokink6té domént tartalmaznak (TNFa); 5) az
IL-17 citokin csaldd mas citokincsaladok receptoraival csak kis mértékben homoldg

struktarakat tartalmaz (IL-17, 25) [50] (1. tablazat).

1. tablazat A citokin receptorcsaladok és citokinjei [50].

Citokin receptor csaladok
Tumor
L. tipusu I1. tipusu .
Immunglobulin nekrozis IL-17
interleukin interleukin
faktor
IL-4 IL-19 IL-1a TNFa IL-17
IL-6 IL-20 IL-1B IL-25
IL-13 IL-22
Citokinek
IL-21 IL-24
IL-23 IFNa,
IL-31 IFNy

3.4.2. A kemokinek

A KC-k a kemokinek egyik fontos forrasai. Az 50-100 aminosavbol alldé molekulak
szerepet jatszanak a kemotaxis indukaldsaban, a sejtek kozotti adhézio erdsitésében, az effektor
leukocitak aktivalasban, a makrofagok gyulladas helyszinére torténd vonzasaban, modositjak a
bér immunvalaszat gyulladas soran. Szerkezetiik alapjan négy csoportba sorolhatok: CCL,

CXCL, XCL és CX3CL [16][51].
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3.5. Az antimikrobialis peptidek

Az antimikrobialis és immunmodulalé peptidek csaladjaba tartozé molekulakat a KC-
Kk, hizo sejtek, szebocitak, neutrofil granulocitak és az ekkrin verejtékmirigyek szekretaljak.
Ezeknek a kis méreti, gyakran 12-50 aminosavbol alloé peptideknek [52] szerepiik van
egészséges bor homeosztatikus allapotanak fenntartasaban és a pathogénekkel szembeni

velesziiletett immunvalaszban. Részt vesznek a immunmodulald folyamatokban, szabalyozzak

[52][53][55]-[58].

Az AMP-ket a SC mélyebb rétegeiben 1év6 €16 sejtjeinek laminalis testjei termelik, majd
exocitozissal a borfelszinre szekretaljak, ahol egy vékony filmréteget képeznek [6][54][58]. Az
AMP-k egyik csoportja az egészséges borbarrier homeosztazisat fenntartva folyamatosan jelen
van a bor felszinén, mig masok kiilonb6z6 ingerek hatasara indukalodnak (2. tablazat). A
DCD, hBD-1, LL-37, S100A7, lizozim (LYZ) és a lorikrin (LOR) az egészséges emberi bor
felszinén folyamatosan jelen 1évé AMP-k [59]. A borbarrier karosodasanak kovetkeztében
azonban megvaltozik az AMP-k 6sszetétele, mennyisége. Az indukalt AMP-k, igymint a hBD-
2, S100A12, S100A15, RNase 1, 4, 5, mint gyulladasos szignal termelédnek és erdsitik a sejt

--------

antiinflammatorikus  és immunmodulaléo tulajdonsaggal rendelkeznek [48][49][67]-
[69][57][60]-[66].
2. tablazat A bér antimikrobialis peptidjeinek megjelenése [57].
AMP-K szekrécidéjanak helye
Epidermisz | Verejtékmirigy Sebocitak Neutrofilek | Hizésejtek
hBD1 hBD-k LL-37 a-defensinek LL-37
Konstitutiv S100A7 LL-37 LL-37
S100A8/A9 DCD S100A7
AMP-k LY7
hBD2 LL-37 hBD-k
hBD3 LL-37
hBD4 S100A7
Indukalt LL-37
S100A7
AMP-K 1 s100A8/A9
S100A12
S100A15
RNase 1,4,5,7
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A hBD a KC-k, az epithél sejtek, a neutrofilek, a makrofagok és a fibrocitak altal termelt
AMP. Baktériumok, virusok, inflammatorikus citokinek, novekedési faktorok hatasara
expresszidja nd, mig IL-4, IL-10 és IL-13 citokinek hatasara csokken. Indukalja a sejtek citokin
¢és kemokin termelését, aktivalja a hizosejteket, eldsegiti a kemotaxist és a proliferaciot. Gatolja
az apoptozist, a gyulladésos citokinek termelését, részt vesz a TJ barrier szabalyozasaban. Akné

vulgarisz és Ps esetén expressziojuk jelentésen megemelkedik, mig AD esetén lecsokken [57].

A LL-37 a KC-k, neutrofilek, hizosejtek, makrofagok, monocitak és T-sejtek altal
termelt AMP. Baktériumok, virusok, inflammatorikus citokinek hatasara indukalodik, valamint
IL-6, IFN-y, IL-4, IL-10 és IL-13 hatasara alulszabalyozotta valik. Szabalyozza a citokin,
kemokin termelést, a sejtproliferaciot. Ps-ban, PPR-ban, akné vulgariszban mennyisége

megemelkedik, AD-ben lecsékken [57].

Az S100A7 peptidet a KC-k, a neutrofilek, a monocitak és a limfocitak termelik.
Mennyisége baktériumok, flagellinek, gyulladdsos citokinek hatasdra nd, IFN-y ¢és
antioxidansok hatasara csokken. Indukalja a sejtek citokin és kemokin termelését, serkenti a
kemotaxist, a proliferaciot, szabalyozza a sejt differencialodasat és a bor barrier funkciojat.

Mennyisége jelentdsen emelkedik Ps-ban és AD-ben [57].

A DCD az ekkrin verejtékmirigyek nyalkahartya sejtjei altal termelt, a mirigy
kivezetdcsatornajan keresztiill a bor felszinére szekretalodo AMP. Egészséges bdrben
folyamatosan jelen van és szerepet jatszik az egészséges bérfelszin normal florajanak
szabalyozasaban. Indukalja a citokin és kemokin termelddést. Gyullad4sos bérben mennyisége

csokken vagy teljesen eltiinik, mivel gyulladasban az ekkrin mirigyek miikddése megsziinik
[81[571[701[71].

4. Hidradenitisz szuppurativa

A HS egy kronikus, visszatérd, a pilosebaceous - apokrin egységek gyulladasaval jaro
borbetegség. Leggyakrabban a hoénaljban, lagyéki, anus régidban, kiils6 nemi szerveken,
combtdben, n6knél mell alatti teriileten kialakuld borbetegség. A lakossag érintettsége 0,05 — 4
% [70][71]. Altalaban pubertis korban alakul Ki és a fertilis kor végéig tart. Pubertaskor elétti
HS-as esetek szama minimalis [72][73]. A reproduktiv életszakaszban 1évé ndk érintettsége
nagyobb a férfiakéhoz képest [76] és a tlinetek csak a menopauza idején csokkennek vagy

szlinnek meg.
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A nomenklatara alapjan a ’hidradenitisz’ elnevezés a verejtékmirigyek gyulladasara
utal. A kutatasok kezdeti szakaszdban a HS gyulladdsanak kdzéppontjaban az apokrin mirigyek
alltak [77][78]. Ma mar tudjuk, hogy a HS primer gyulladdsa a pilosebaceous — apokrin
egységekben alakul ki, ami magaban foglalja a szOrtiisz6ket és a hozzajuk kapcsolodo faggyu-
¢s apokrin mirigyeket. Gyulladas sordn a szOrtlisz0 kivezetd csatornaja hiperkeratozis soran
eltomddik, ami tagulatok ¢és sipolyok kialakuldsat okozza. Az apokrin mirigyek gyulladasos
érintettsége masodlagosan alakul ki [79]. A HS-ben szenvedd betegek esetében az apokrin
mirigyek szdma, slriisége €s eloszlasa nem valtozik meg az egészségesekhez képest, de a

faggyumirigyek mérete csokkenhet [79]-[81].

A HS szamos fenotipusos megjelenését ismerjiik, amit az irodalom tébbféleképpen
probal klasszifikalni. Ez segitséget nyljthat a klinikai gyakorlatban ennek a nem kénnyen
felismerhetd borbetegségnek a diagnosztizalasdban, amit tovabb nehezit az a tény, hogy a

jelenleg 1étezo klasszifikaciok egyikét sem fogadjak el altalanosan.

A klinikumban leggyakrabban  haszndlt fenotipusos  besorolds  szerint
megkiilonboztetjik az ,,eurdpai” vagy ,,axillaris-mammilaris” HS-t. Ebben az esetben a
hegesedd folliculitis mellett cisztak, feliiletes csomok, besiillyedt hegek jelennek meg
els6sorban a faron és az agyéki régioban. A betegek gyakran tulstilyosak és dohdnyoznak. A
conglobata tipusu HS esetén gyakori az acne conglobata és cisztak kialakulasa féleg a haton és
az arcon. A betegeknél gyakori a csaladi halmozddas. A frikcios furunkulus tipus elsésorban
elhizott betegeknél alakul ki a combon, hason, glutealis régioban, ahol a bdr nagyobb
gyakorisaggal és intenzivebben surlodik. Az ektopids tipus a nyakszirten, arcon, hallojarat
teriiletén jellemzd, mig a szindromdakhoz tarsult tipus esetén a pyoderma gangrenosum és az

arthritis figyelheté meg, mint tarsbetegség [82], [83].

A folyamatos, sokszor elviselhetetlen fajdalom, a kedvezdtlen esztétikai latvany, a
hegesedés miatt kialakulo mozgas korlatozottsag, a sebek erds véaladékozasa a betegek nagy
szazalékaban a munkahely elvesztését, a parkapcsolatok felbomlasat okozza, akadalyozza j
kapcsolatok kialakitasanak lehetdségét, ami depressziohoz, az életmindség jelentds romlasahoz
vezet. A HS kialakuldsa miatt a fiatal felndtt korosztdly munka- és keresdképessége,
reprodukcios ratdja jelentésen csokken, ezért pathomechanizmusanak minél pontosabb

feltarasa rendkiviil fontos [84].

A HS stlyossagat a Sartorius pontozas, a bdrgyodgyaszati életmindségi index

(dermatology life quality index, DLQI) és a Hurley statusz alapjan hatarozzak meg a legtobb
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esetben. A Sartorius pontozas az érintett régiok, csomok és szinusz traktusok szamozasa alapjan

osztalyoz. A Hurley rendszer harom kiilonb6z6 statuszat irja le a HS-nak:

1. statusz: egy vagy néhany nodusz, talyogképz6dés, de hegesedés vagy szinusz

traktusok nélkiil;

2. statusz: ismétlédo talyogképzodés, szamos nodusz, hegesedéssel és szinusz traktus

képzddéssel, azonban ezek még szigeteket alkotnak, nem Osszefiiggd a teriilet érintettsége;

3. statusz: diffiz vagy nagy kiterjedésti 0sszefliggd bor érintettség tobb, egymassal

Osszefiliggd szinusz traktussal és talyoggal, hegesedéssel [85].

4.1. A hidradenitisz szuppurativa pathomechanizmusa

A HS pathomechanizmusa még nem teljesen tisztazott [86]. Kialakulasaban szamos
endogén és exogén faktor vesz részt. Endogén faktorok kozé tartozik a csaladi genetikai
halmozo6das, az adott régid készenléti immunstatusza €s a hormonalis hatasok. Exogén
faktorokhoz soroljuk a dohanyzast, az elhizast, az adott régido folyamatos mechanikai
érintettségét (surlodas) [87].

A HS pathogenezisében kiemelt szerepet jatszanak a TNF-a és az IL-17 citokinek. A
velesziiletett és az adaptiv immunsejtek altal is szekretalt TNF-o a HS 1¢zi6s szovetben, a
gyulladas stlyossagaval korreldlva, nagyobb mennyiségben mutathat6 ki, mint az egészséges

vagy Ps-0s 1ézids borszovetben [86][87].

A TNF-a szerepe sokoldala a HS gyulladas folyamataban [90]. Hatasara megemelkedik
a Thl17/Treg sejtek aranya, ami a Thl7 sejtek altal termelt citokinek mennyiségének
emelkedését eredményezi [89]. A TNF-a gatlasa csokkenti a Th17/Treg sejtek aranyat, aminek
kovetkeztében csokken az IL-17 citokint termeld T-sejtek szdma. Ennek hatasara csokken az
IL-22, az INF-y és az IL-2 citokint termeld CD4" T-sejtek szama [89]. A TNF-a hatassal van

az adipocitak és az izomsejtek inzulin-szignal Gtvonalara, valamint gatolja az adipocitak

crer

A HS kialakulasanak egyik aktivalo tényezbje a dohanyzas [92]. A rendszeresen
dohanyz6 betegek korében a HS stilyosabb tiinetekkel jelentkezik nemdohanyz6 tarsaikhoz
képest [72][91]. A fiistben talalhato nikotin hatasara emelkedik az ekkrin mirigyek szekrécioja.
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A szekrétum nikotin tartalma indukalja a KC-k és a Th17 sejtek TNF-a termelését. A nikotin
stimulalja a makrofagokbdl az IL-1p és a TNF-a felszabadulésat és a matrix metalloproteazok

(MMP) expresszidjanak novekedését [94].

HS Iézioban megfigyelték a Toll-like receptorok (TLR) és az MMP-k nagy mennyiségét
[95]. A TLR4 aktivalja a kiilonboz6 proinflammatorikus citokinek (TNF-a, IL-1B, IL-6),
valamint antiinflammatorikus citokin (IL-10) génexpresszidjat [96]. Az MMP-k kozvetleniil
aktivaljak a gyulladéasos effektorokat. A HS lézidban megjelend MMP2-t a TNF-a, mig az
MMP9-t a TLR-k, a TNF-a és az IL-17 citokinek indukaljak [94].

Az IL-17A citokint az IL-23 4ltal stimulalt CD4" T-sejtekbdl differencialodé Thl7
sejtek nagy mennyiségben szekretaljak. A Th17 sejtek nagy szamban jelennek meg 16zids és
perilézionalis HS bérben egészséges kontrollhoz képest [5][87]. A Th17 sejtek altal termelt 1L-
17 citokin mennyisége erds korrelaciot mutat a HS gyulladas stlyossagaval, de nincs
Osszefliggésben a nemmel, a korral és a dohanyzassal [95][96]. Az IL-17 indukalja az IL-1p,
IL-6 és TNF-o expressziojat a nod-like receptor protein 3 (NLRP3) inflammaszoémékon
keresztlil. Az inflammaszomak aktivaljak a caspase-1-et, ami indukalja az IL-1p és az IL-18
proinflammatorikus citokineket. Az IL-1p emelkedett mennyiségben van jelen mind a 1€zios,
mind a perilézionalis HS-as bérben [86][88].

A HS gyulladasos folyamataiban tovabbi citokinek is szerepet jatszanak. Az IL-23 a
nem gyulladdsos Th17 sejtek gyulladasos formaba vald differencidlodasaban kozremitkdo
citokin [99]. A velesziiletett és az adaptiv immunvalaszban részt vevo IL-36 a KC-k és a
monocitak altal nagy mennyiségben termelt citokin, mely szignifikansan nagyobb
mennyiségben van jelen HS lézidban, mint egészséges boérben [100]-[102]. Az IL-6
proinflammatorikus citokin szamos gyulladasos folyamatban vesz részt. Nagy mennyiségben
detektalhato elsOsorban kozépsulyos vagy sulyos HS-4s bérben az egészséges borhoz képest
[92][101][102]. Az INF-y HS pathogenezisében betoltdtt szerepe még nem teljesen tisztazott,
de szamos tanulmany kimutatta, hogy HS 1ézidbban mennyisége jelentdsen nagyobb, mint az

egészséges borben [5][103].

Mindezen valtozasok ereddje, hogy HS gyulladas soran a KC-k intenziv proliferacioba
kezdenek, a kommenzalis baktériumokra adott immunvalaszuk patholdgias iranyba eltolodik,
aminek hatasara a citokin és az AMP termelésénck egyensulyi allapota felborul [106]. A
gyulladéasos sejtek, koztiik a T-sejtek és a velesziiletett immunvélasz sejtjei nagy szdmban

bedramlanak a follikuldris infundibulum sejtjei kozé. A proinflammatorikus citokinek és
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crer

infundibulum keratozisahoz vezet [106]. A betegség lefolyasa, az eddig klinikai tiineteket nem
mutatd szubklinikai szakaszbol atlép a klinikai fazisba. Ebben a szakaszban a follikularis
infundibulum elzarodasa cisztak kialakulasahoz vezet, a keratinrostok és a szovettormelékek a
perifollikuléris szovetekben maradva ujabb gyulladdsos folyamatokat indukalnak, ami a DC-
knek és a T-sejteknek a dermisz mélyebb rétegeibe torténd fokozott besziirédését, aktivalodasat
eredményezi. A visszamaradt keratin sipolyok, szinuszjaratok kialakulasat okozza, bakterialis

kolonizacio és gennyesedés (szuppuracio) mellett [106] (7. abra).

A HS kezelésében jelenleg lokalis, szisztémas €s biologiai tipusu gyulladascsokkentd
terapiak, valamint sebészi kezelés all a borgyogyaszok rendelkezésére. Ez utdbbiak a HS
korlefolyasanak sokszinlisége miatt sok esetben csak iddleges tiinetmentességet
eredményeznek. A hatékony terapids lehetdség kidolgozasa érdekében nélkiilozhetetlen a

betegség molekularis folyamatainak pontos ismerete.

Etologia Szubklinikai Klinikai
faktorok fazis fazis

Obezitas =

Természetes Normiil florira Gyulladisos s .i“s Follikulus ruptirija, _Gyu]lml{:sus
. . N hiperplazia, . N immunvilasz
immunvalasz + adott > sejtek g o — keratin-debris - "
. ila bed 1 infundibulum elzarddisa, ivetekbe i Ii (DC, T sejt,
ravar LTITUREL S ) caramiasa keratozisa ciszta képzidése Szovelekhe dramiasi makrofag)

|

Dohinyzas
Karosodott T sejt funkcio, IL-22 termelés, AMP szintézis;
Notch atvonal _____________—————-' Th17-mediilt autoinflammatoérikus reakcié;

Genetikai zavarai TNFat, IL-171, IL-1Bt
hajlam
(y-szekretaz
mutacio) Sipolyképzodés,
MI\’IPT,“ . szinuszjaratok,
destruktiv széveti o . %
dellin bakterialis szuperinfekcio,
mmk szuppuricié

Hegképzodés

7. abra A HS pathogenesisének hipotézise. AMP — antimikrobialis peptid; DC — dendritikus sejt; 1L —
interleukin; MMP — matrix metalloproteinaz; Th — T helper sejt; TNF — tumor nekrézis faktor, (Forras:
K. Gaspar, E. Remenyik, and A. Szegedi, ‘The pathophysiology of hidradenitis suppurativa’,
Borgyogyaszati és Venerologiai Szle., vol. 92, no. 5, pp. 215-219, Oct. 2016 [107])
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Célkituzeés

Jelen doktori értekezés alapjaul szolgald kisérletsorozatok céljai:

I/1. Az egészséges apokrin és faggytmirigyekben szegény (GP) és az apokrin
mirigyekben gazdag (AGR) borrégiok immun és barrier sajatossagai kozotti kiilonbségek

feltarasa.

1/2. Az apokrin mirigyekben gazdag bérteriiletek sajatossagainak vizsgalata abbol a
szempontbol, hogy hogyan valtoznak meg a nedves borre lokalizalodo gyulladasos

borbetegség, a HS kialakuldsa soran.

I1/1. Egy minimalisan invaziv, tape stripping technikaval torténé SC mintagy(jtési

modszer beallitdsa tomegspektrometrids analizishez.

[1/2. A PRM alapu tomegspektrometrids mérés paramétereinek optimalizalasa SC

mintara.

11/3. . Egy 1j, hexanmentes fehérje kinyerési modszer kidolgozasa és Gsszevetése a

hexén alapi modszerrel.

11/4. Az egészséges bor kiilonb6zé régidiban a SC AMP Gsszetételének vizsgalata a nagy

specifitassal rendelkez6 PRM alapt tomegspektrometrias modszer segitségével.
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Anyagok és modszerek

A vizsgalatainkhoz hasznalt bérbiopszias és SC mintak gytjtése a Debreceni Egyetem
Borgyogyaszati Klinika és Sebészeti Klinika Jarobeteg Szakrendelésein megjelent betegektol,
valamint egészséges Onkéntesektdl tortént. Valamennyi résztvevd aldirta a vizsgalat
elvégéséhez sziikséges, a Helsinki nyilatkozat irdnyelveinek megfeleld ¢s a DE RKEB/IKEB
altal elfogadott Betegbeleegyez6 nyilatkozatot (az etikai engedélyek szama: 4492 -2015 - DE
RKEB/IKEB, 5064 — 2018 - DE RKEB/IKEB). Vizsgalatainkhoz egészséges személyek és
gyulladdsos bérbetegségben szenvedd betegek mintdit hasznaltuk. Az egészséges személyek
bérén nem manifesztalodott és kortorténetiikben sem jelent meg gyulladdsos borbetegség. A
gyulladédsos borbetegségben szenvedd betegek kdzepes vagy sulyos tlinetekkel rendelkeztek, az

esetleges terapids kezelésiik mintavétel elott pontosan meghatarozott idében le lett allitva.

1. Mintagyiijtés

1.1. Borbiopszias mintak gytjtése

Els6 kutatasi projektiink soran egészséges személyektdl szarmazo nedves (AGR, n=8) és
szaraz (GP, n=8) bérmintakat, valamint a HS-as betegektdl szarmazo6 1ézio6s bérmintakat (n=8)
vizsgaltunk. A GP mintakat labszarrdl vagy alkarrol, az AGR és a HS mintakat axillaris
régiobol nyertiink (3. tablazat). Kutatocsoportunk definicidja szerint apokrin mirigyekben
gazdag borrdl akkor beszéliink, ha az apokrin mirigyek szdma a teljes bérmetszet 100x-0S

mikroszkdpos nagyitasa sordn meghaladja a kett6t [5].

A vizsgalt HS-ban szenvedd betegek kozé olyan személyek keriiltek bevalogatasra, akik 18
év felettiek, kozépsulyos vagy sulyos HS tiinetekkel rendelkeztek, és tiineteik legalabb 6
honapja jelenkeztek eldszor. Mintavétel eldtt a betegek bioldgiai terapiaban nem részesiiltek, a
hagyomanyos szisztémas terapiat 4 héttel, mig a helyi kezeléseket 4 nappal a biopszia eldtt

leallitottak.
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3. tablazat. Az egészséges és a HS-ban szenvedd betegek vizsgalt bormintainak 6sszefoglalasa.

GP boér (n=8) AGR bér (n=8)
Donor Nem Kor Mintavétel rﬁ‘ﬂ?g;érll Donor Nem Kor Mintavétel rﬁ\?r?lg(;:erll
kod helye . kod helye .
Szama Szama
GP1 N 63 labszar - AGR1 N 76 honalj ++
GP2 N 66 alkar - AGR?2 N 79 honalj +++
GP3 N 55 felkar - AGR3 N 42 honalj +
GP4 N 64 labszar - AGR4 N 82 honalj ++
GP5 F 80 labszar - AGR5 N 56 honalj +
GP6 F 66 felkar - AGR6 N 58 honalj +++
GP7 F 81 labszar - AGR7 N 76 honalj +++
GP8 F 56 labszar - AGRS8 N 75 honalj ++
Atlag+SD 66,3 + 9,66 Atlag+SD 68+ 14,21
HS bor (n=8)
. . Apokrin
D]S(?gr Nem Kor Mlﬁ;?;’:tel mirigyek Sartorius  DLQI  Hurley
Szama
HS1 F 28 honalj + 79 18 i
HS2 F 60 honalj + 55 14 I
HS3 F 34 honalj +++ 44 13 I
HS4 F 25 honalj + 136 15 i
HS5 N 20 honalj +++ 48 26 I
HS6 N 23 honalj ++ 81 20 i
HS7 N 31 honalj ++ 137 23 i
HS8 N 27 honalj +++ 85 25 I
Atlag + SD 31+12,51 83,13 +36,41 19,25+ 5,06

Az apokrin mirigy szamanak jelolése a mikroszkopikus latotér 100-as nagyitasan lathatd apokrin
mirigyek szama alapjan tortént: abban az esetben, ha a minta nem tartalmazott apokrin mirigyet, n=0, ’-
> jelolést alkalmaztunk (GP-szaraz bér); ha n > 2 apokrin mirigy volt a mintaban, akkor ’+’ jeldlést
(AGR-nedves bér). A ,,+” jelzések szama az apokrin mirigyek mennyiségét jeloli: n = 2 vagy 3 esetén
(+), n = 4 vagy 5 esetén (++), mig n > 6 esetén (+++). Az GP bér nem tartalmazott apokrin és
faggyumirigyet sem. A HS borben az apokrin mirigyek szama szerinti pontozas megegyezett az AGR

boérnél leirt pontozassal.

A begylijtott borbiopszias mintak egyik felébol génszintli vizsgalatok torténtek RT-gPCR

madszerrel. Ebben az esetben a mintadkat RNAlater reagensben (Qiagen, Hilden, Németorszag)

taroltuk -70 fokon az RNS izolalasig. A mintdk masik felét IHC vizsgalatokhoz hasznaltuk.

Ebben az esetben a teljes bormetszeteket formalinban fixaltuk, majd paraffinba agyaztuk.
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1.2. A stratum corneum minta gyiijtése

23 feln6tt onkéntestdl (19 egészséges és 4 beteg [HS, Ps, PPR, AD]) 6sszesen 60 SC mintat
gyljtottiink be (fiiggelék 1. tablazat).

Mivel a minta kinyerésé¢hez és analiziséhez egy olyan 0j modszert alkalmaztunk, mely
koréabbi irodalmakban még nem volt leirva, ezért a begytijtott mintak egyik felét a vizsgalati
modszer optimalizalasara hasznaltuk fel. Elsé 1épésként a mintagylijtés metodikajat
optimalizaltuk (2 egészséges Onkéntes: 1 nd, kora: 41 év; 1 férfi, kora: 34 év), ezt kdvette a
PRM alapt tomegspektrometrids modszer bedllitdsa (egy stlyos HS-ds nd, kora: 44 év; 1
kozepesen sulyos Ps-0s férfi, kora: 30 év; 1 stilyos PPR-4s nd, kora: 40 év; 1 kozepesen stlyos
AD-es férfi, kora: 44 év; 1 egészséges férfi, kora: 34 év), majd a fehérjemennyiség kinyerését

optimalizaltuk (1 egészséges férfi, kora: 34 év) a méréshez.

A mintak masik felében az egészséges bér harom régidjanak SC-ban talalhaté AMP-k
Osszetételét vizsgaltuk (15 egészséges onkéntes: 10 nd, életkor megoszlas median értéke: 28 +

9.7 év; 5 férfi, életkor megoszlas median értéke: 35 £ 10.8 év) (8. abra).

Irodalmi adat
I
AMP valasztas

Optimalizilé csoportok

15 minta 4 egészséges, felnéitél és
‘ 4 beteg!ol ‘

Mintagyiijtés PRM alapi liimcgspcktrometnas modszer Protein elticié
optimalizdlisa tervezése és optimalizildsa optimalizildsa
(UV-VIS spektroszkopia) (PRM MS spektrométer) (PRM MS spektrométer)
& minta 2 egészséges, 5 mintacsoport: 4 betegtél (HS, Ps, PPR, AD) 2 minta I egészséges,

___felndtt Gnkéntestol _ és 1 egészséges, felnéitt Gnkéntestél __felndtt onkéntestél

‘ PRM alapii tomegspektrometrias |
mdédszer

adaptdlasa stratum corneum mintdra

Teszt esoport
(PRM MS spektrométer)
45 minta 15 egészséges, felnitt
onkéntestol: 10 nd és 5 férfi

y

AMP detektalas

y

Adatok
ki¢rtékelése

8. abra. A SC vizsgialat munkamenete
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2. RNS izolalas bérbiopszias mintakbol, Reverz Transzkripcio és RT-qPCR

Az RNAlater oldatban tarolt mintakat teljes RNS izolalas soran TriReagent oldatban
(Sigma-Aldrich, Dorset, UK) homogenizaltuk Tissue Lyser-ben (Qiagen) autoklavozott
vasgolyok segitségével (Qiagen). Az izolalas soran nyert teljes RNS tisztasaganak és
koncentracidjanak ellendrzése NanoDrop Spectrophotométerrel (Thermo Scientific,
Bioscience, Budapest, Hungary) tortént. Az RNS mindségét az Agilent 2100 Bioanalyser

(Agilent Technologies, Santa Clara, CA, USA) segitségével ellendriztiik.

A kinyert RNS a High Capacity cDNS Archive Kit (Invitrogen, Life Technologies, San
Francisco, CA) gyari ajanlasnak megfelel6en, héindukalt enzimmel kertilt atirasra
komplementer DNS-¢é (cDNS). A mintakat DNase | (Applied Biosystems, Foster City, CA,

USA) enzimmel kezeltiik, annak érdekében, hogy elkeriiljiik a genomi DNS kontaminaciot.

Az RT-qPCR vizsgalatokhoz gyarilag megtervezett FAM-MGB assay-t hasznaltunk. A
mérések triplikdtumban torténtek TagMan® Gén expresszidos Master Mix hasznélataval

(Applied Biosystem, Life Technologies).
A mérésekhez hasznalt gyari primerek (4. tablazat):

4. tablazat. Az RT-qPCR méréshez hasznalt primerek.

Név Kéd Név Kéd
PPIA Hs99999904 m1 CCL2 Hs00234140_m1
IL-17 Hs00174383_m1 CCL3 Hs00234142_m1
IL-10 Hs00174086_m1 CCL19 Hs00171149 m1
IL-1B Hs00174097 m1 CCL20 Hs00355476_m1
CD80 Hs01045163 m1 CCL23 Hs00270756_m1
CD83 Hs00188486_m1 CCL24 Hs00171082_m1
CD86 Hs01567026_m1 TSLP Hs00263639_m1

IL-6 Hs00985639_m1 S100A7 Hs00161488_m1
TGFB Hs00171257 m1 S100A8 Hs00374264 gl
RORC Hs01076112_m1 S100A9 Hs00610058_m1

IL-12B Hs01011518 m1 DEFB4B (hBD-2) Hs00175474 m1

TBX21 Hs00203436_m1 LCN2 Hs01008571_m1
IFNy Hs00174143 m1 LOR Hs01894962_s1
TNFa Hs00174128 m1 FLG Hs00856927 g1
IL-13 Hs00174379_m1 CLDN1 Hs00221623_m1

GATA3 Hs00231122_m1 KRT17 Hs00356958_m1

FOXp3 Hs01085834 m1 KRT79 Hs00418343 m1
CCR4 Hs00747615 sl TLR2 Hs01872448 sl
CCR8 Hs00174764 m1 TLR4 Hs00152939_m1
IL-22 Hs00220924 nl NLRP3 Hs00918082_m1
AHR Hs00907314_m1
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A mérések minden esetben a LightCycler® 480 System (Roche Magyarorszag Kft.,
Budadrs, Magyarorszag) miiszerrel torténtek a Debreceni Egyetem Genomi Medicina és
Bioinformatikai Szolgaltat6 Laboratoriumaban. A célgének relativ mRNS mennyiségét a
komparativ AACt mddszer hasznalataval hataroztuk meg a standard gorbéhez viszonyitva. A

mérések PPIA mRNS expresszios szintjéhez lettek normalizalva.

3. A teljes bormetszetek rutin festése és immunohisztokémiai jelolése

Els6é 1épésben a teljes bormintakat az apokrin mirigyek szama szerinti osztalyoztuk. A
szoveti részletek pontos meghatarozasa May-Griinwald-Giemsa festéssel tortént. A HS
1€zi6kbol szarmazd bérmintak patholdgiai sulyossagat haematoxylin-eosin (H&E) festés utan
hataroztuk meg. A metszetek pathologiai vizsgalatat a DE Borgyogyaszati Klinika pathologusa
végezte. A bérmintak osztalyozasa utan a célfehérjék mennyiségének meghatarozasa IHC-i

jeloléssel tortént.

3.1. May-Griinwald-Giemsa és a hematoxilin-eozin (H&E) festés

A formalinban fixalt paraffinba agyazott metszeteket Pathoclear I. és Pathoclear 1. (Molar
Chemical Kft., Magyarorszag) oldatban 4 percig deparaffinaltuk, majd az acetonban és
izopropil alkoholban rehidratalt metszeteket 30 percig Gimsa-May-Griinwald oldatban (Molar
Chemical Kft.,, Magyarorszag) festettiik. A festés hig ecetsavas differencidlasa utan a

viztelenités izopropanolban és acetonban tortént.

A hematoxilin-eozin (H&E) festés soran a metszeteket deparaffinalasa utan 2-2 percig

festettiik hematoxilin, majd eozin (Molar Chemical Kft., Magyarorszag) oldatban.

3.2. Immunohisztokémiai jelolés

Az IHC jeloléshez a 3 mikronos metszetek deparaffinaltuk, majd rehidratalasa utan az
endogén peroxidazokat 3%-0s H20: oldattal kotottiik meg 15 perces kezeléssel. Hoindukalt
antigénfeltards utan az aspecifikus antitest bekotddéseket 1 %-0S szarvasmarha szérum

albuminnal (bovine serum albumin - BSA) (Sigma-Aldrich Kft.) blokkoltuk, majd a
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metszeteket nedves kamraban, 4 °C-on, egész éjszakan at inkubaltuk az alabbi primer

antitestekkel (5. tablazat):

5. tablazat. Az IHC jeloléshez hasznalt antitestek listaja.

Antitest neve Izotipus/klonalitas Gyarto Katalogus szima Higitas/ pH
human IL 17 nyul, poliklonalis Covalab pab70016 1:200, pH 6
, i ) i Novus .
human IFNy nyul, poliklonalis Biologicals NBP1-19761 1:3000, pH 9
human . . Novus .
CCL2/MCP1 egér, monoklonalis Biologicals NBP2-22115 1:300, pH 6
human , . LifeSpan )
CCL20/MIP-3- egér, monoklonalis Bioscience LS-B7409 1:150, pH 6
human S100A8 nyul, poliklonalis ~ Sigma-Aldrich HPA024372 1:500, pH 6
human
lipokalin/LCN2 nyul, poliklonalis Invitrogen PA5-32476 1:100, pH 6
(NGAL)
, o , . Novus .
human lorikrin nyul, monoklonalis . . NBP1-33610 1:800, pH 9
Biologicals
human KRT17 nyul, poliklonalis Abcam ab53707 1:200, pH 9
human TNFa egér, monoklonalis  Sigma-Aldrich SA?éggﬂéBO— 1:600, pH 9
human CD4 nytl, monoklonalis Abcam ab133616 1:500, pH 9
human CD11c nyul, monoklonalis Abcam ab52632 1:100, pH 6
human CD83 egér, monoklonalis Abcam ab123494 1:450, pH 9
humén CD163  egér, monoklondlis ~ -Heopan LS-B7224-250 1:75, pH 6
Bioscience
human IL-10 egér, monoklonalis Covalab mab30207 1:300, pH 9
human AHR nyul, poliklonalis Sigma-Aldrich HPA029723 1:75,pH 6
human TSLP nyul, poliklonalis Abcam ab47943 1:600, pH 6
human filaggrin egér, monoklonalis Abcam ab17808 1:150, pH 6

Ezt kovetben az anti-egér/anti-nyul HRP-konjugalt masodlagos antitestet (Dako) 15 percig,
nedves kamraban a gyart6 ajanlasanak megfeleléen hasznaltuk. Az antitestekkel valé jelolések
el6tt és utan a mintakat TBST moso pufferrel haromszor mostuk 5 percen keresztiil. A fehérje
jelenlétére utalé jelet Vector® VIP és InmPACT™ NovaRED™ Kit (VECTOR Laboratories,
Burlingame, CA, USA) hasznalataval detektaltuk. A hattérfestés metil-z6ld oldattal tortént.

Annak érdekében, hogy a kiilonb6z6 borteriiletek mintdiban egy adott fehérje mennyiségét
Ossze tudjuk hasonlitani, a jelolés idejét standardizaltuk. Egy fehérje jeldlését minden esetben
egymadssal parallel, ugyanabban az idében végeztiik. Minden fehérje jelolés alkalmaval a
normalizalast pozitiv, negativ és izotipus kontroll hasznalata mellett végeztiik [egér és nyul IgG

(Covalab), nyal immunoglobulin frakcié (Dako)].
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4, A stratum corneum eltavolitasa a borfelszinérol

A SC-t az irodalomban leirt, bérgyogyaszati mintavételre kifejlesztett D-Squame korongok
segitségével gyl tottik be a boérfelszinr6l tape stripping modszerrel. A mintavétel
standardizalasahoz fontos volt, hogy a mintavételt minden esetben azonos személy végezte,
pudermentes latex kesztyli hasznalatdval. A mintaadok a mintavétel el6tt 24 déraval nem mostak
meg detergenssel a mintavétel helyét, nem hasznaltak semmilyen kozmetikumot. Kézvetleniil
a mintavétel eldtt a borfelszint nem tisztitottuk le alkoholos fertdtlenitovel. A D-Squame
korongokat 10 masodpercig, kozepes erdvel nyomtuk a bér felszinére. Ezt kovetden a SC-ot
tartalmazd korongokat nedves kamraban, szobahdmérsékleten taroltuk a minta feldolgozasaig,

ami minden esetben a mintavétel napjan megtortént.

5. A stratum corneum fehérjetartalmanak elicioja a D-Squame korongokrol

Korabbi irodalmi adatok alapjan a tape stripping technikéaval eltavolitott fehérjéket hexan
alapi modszerrel nyerték ki a korongok felszinér6l [7][106]. Ezt a modszert hasznalva a
korongokat szilan boritasu targylemezekre (Sigma-Aldrich Kft.) ragasztottuk, majd egy
¢jszakan at, szobahdémérsékleten hexanban aztattuk. A metszeteket 8 M-os ureaban

denaturaltuk 30 percig, szobahdmérsékleten, nedves kamraban (9. abra).

A SC-bol kinyerhetd AMP mennyiségének novelése érdekében a hexan alapt extrakcios
modszert a kdvetkezok szerint modositottuk. A D-Squame korongokat a bor felszinérdl valo
eltavolitasa utan nedves kamraba helyeztiik tigy, hogy a korong mintat tartalmaz¢ oldala felfelé
nézzen, majd kozvetleniil a korongra helyeztiik a 8 M-0s ureat, ami denaturalta a fehérjéket (9.

abra).
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9 .abra A hexan és hexanmentes elicios modszerek munkamenete

6. A stratum corneum fehérjekoncentraciojanak meghatarozasa

A SC korong fehérje tartalmat 10 ml 0.1%-o0s SDS oldatban 2 percig szonikaltuk, majd 10
percig 5500 rpm-en, 4 °C-on centrifugaltuk. A mintak beszaritasa utan 2 ml Milli-Q vizben

oldottuk vissza.

A fehérje koncentraciok meghatarozasahoz a Pierce BCA Protein Assay Kit-et
(ThermoFisher Scientific, Waltham, Massachusetts) hasznaltuk a gyart6 altal meghatarozott
protokollt kovetve 96 lyuku mikrotiter lemezen. Negativ kontrollként a 0.1%-0s SDS oldat
szolgalt. A fehérjetartalmat 570 nm hullamhosszon mértikk le a Labsystem Multiskan MS

spektrofotométer segitségével (ThermoFisher Scientific, Waltham, Massachusetts).

7. A stratum corneum fehérjetartalmanak proteolitikus emésztése

A tripszines emésztés el6tt a fehérjék redukcioja 10 mM-os ditiotreitol oldattal tortént 1
oran at 37 °C-on. Ezt kovetéen 20 mM-os jodacetamid oldattal alkilaltuk 45 percig
szobahémérsékleten, sotétben. A tripszin hozzaadasa el6tt az oldat urea tartalmat 1 M
koncentraciora higitottuk 25 mM-os ammonium-bikarbonat oldattal. A fehérjéket 37 °C-on egy

¢jszakdn at emésztettiik stabilizalt, MS tisztasagh TPCK vizsgalt szarvasmarha tripszinnel
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(Sigma-Aldrich Kft.). A tripszin:fehérje arany 1:25 volt. Emésztés utin a mintakat vakuum
koncentratorban (ThermoScientic) beszaritottuk, majd 100 pl 1 %-os hangyasavban (VWR
International Kft.) visszaoldottuk.

A mintak somentesitése C18-as PierceTip heggyel (ThermoScience) tortént. Az
eludtumokat beszaritas utan -20 °C-on taroltuk a tomegspektrometrids analizisig. Mérés elott a

peptideket 10 pl 1 %-0s hangyasavban oldottuk vissza.

8. A PRM assay tervezés

A PRM assay tervezéséhez 13 AMP 18 aminosav szekvenciajat (9. tablazat) valasztottuk
ki az UniProt adatbazisbol (www.uniprot.org). A kivalasztott fehérjékrél korabbi vizsgalataink,
valamint irodalmi adatok alapjan megallapitottuk, hogy alkalmasak az egészséges bér és

gyulladasos bérbetegségek jellemzésére.

A fehérjék aminosav szekvencidit az UniProt adatbazisbol letoltottik, és az ExPaSy
PeptideCutter szoftver (https://web.expasy.org/peptide_cutter/) segitségével in silico tripszines
hasitast végeztiink. A 100% hasitasi valdszintiséggel keletkezd 5-14 aminosav hosszisagu
triptikus peptid szekvenciadkkal BLASTp (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov) analizist végeztiink
az NCBI nem redundéns fehérje szekvencia adatbazisban, és azonositottuk az egyedi, fehérje-
specifikus peptideket. A keresés eredményeként kapott fehérje specifikus peptideket hasznaltuk
a PRM alapu tomegspektrometrids analizishez. A kivalasztott peptidek stabil izotoppal jelolt
(SIL) szintetikus formait a JPT Peptide Technologies GmbH-t61 (Németorszag) szereztiik be és

a késobbiekben mindségi €s kvantitalasi kontrollként hasznaltuk.

9. Tomegspektrometrias vizsgalat

A tripszinnel emésztett SC mintak tomegspektrometrids vizsgalatat randomizalas utan
duplikatumban végeztiik el azonos mérési feltételek mellett. A tomegspektrometrids analizis

elétt minden mintahoz a korabbi beallitasoknak megfelelé SIL peptid-mennyiséget adtuk.

A PRM analiziseket Orbitrap Fusion tomegspektrométeren (Thermo Scientific, Waltham,
Massachusetts) végeztiik el, a kromatografias elvalasztast az Easy nLC1200 nanoUPLC

(Thermo Scientific, Waltham, Massachusetts) késziilék biztositotta.
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A peptidek 60 perces viz-acetonitril gradiens alkalmazasaval 300 nl/perc aramlasi
sebességgel voltak elvalasztva Acclaim PepMap C18 (20 mm x 75 um, 3 pm részecskeméret,
100 A pérusatmérd, Thermo Scientific) segitségével egy Acclaim PepMap RSLC (150 mm X
50 um, 2 pm részecskeméret, 100 A porusatmérd, Thermo Scientific) elététoszlopon tortént
somentesités utan. Az *A’ puffer LC mindségl viz volt 0,1 % hangyasavval (VWR), mig a ’'B’
puffer LC mindségii acetonitril 0,1 % hangyasavval. A elvalasztas soran a "B’ puffer aranya 5
% -161 20 % -ra nétt 5 perc alatt, majd 45 % -0s emelkedés kovetkezett be 40 perc alatt. Ezutan
a ’B’ puffer aranya 3 perc alatt 85 % -ra lett névelve, majd 5 percig 85 % -on lett tartva. Ezutan

a ’B’ puffer arany 1 perc alatt 5% -ra csokkent és ezen a szinten volt tartva 6 percen keresztiil.

A PRM analiziseket célzott MS2 modban végeztiik el. A prekurzor ionok kivalasztasat
kovetden 30 % normalizalt CID energiaval fragmentéaltuk a peptideket, majd a fragmens
ionokat az Orbitrap analizatorban (50000 felbontds, AGC cél: 1,0e4, centroid modd)

regisztraltuk 114-1000 m/z tartomanyban.

10. Az adatok kiértékelése, statisztikai analizise

A teljes bér THC és RT-gPCR vizsgélatat legalabb két ismétlésben és biologiai
triplikatumban végeztiik el. A statisztikai szamitasokhoz a GraphPad Prism 6.0 (GraphPad
Software Inc., San Diego, CA, USA ) és az Excel szoftvert hasznaltunk. A statisztikai
szignifikanciat az ANOVA egyiranyu variancia analizisével, a Newman-Keuls post hoc teszt
hasznalataval szamitottuk ki (*p < 0.05; **p < 0.01; ***p < 0.001). A grafikonokon a 95 %-0s
konfidencia intervallum alsé és felsé értékét, valamint az atlagértékeket abrazoltuk, amit a

Panoramic Viewer szoftverrel értékeltiink Ki.

A SC fehérjéinek kvantitalasahoz a Skyline szoftvert hasznaltuk [109]. Shapiro-Wilk
teszttel vizsgaltuk meg az adatok normalitasat. Mivel az adatok nem kovették a normal
eloszlast, a vizsgalt harom csoportot a Kruskal-Wallis probaval hasonlitottuk 6ssze Dunn’s post
hoc teszt segitségével. A statisztikai analizist a GraphPad Prism 8.0.1 szoftverrel végeztiik el
(GraphPad Software, San Diego, CA). Az adatokat atlagban + SEM abrazoltuk. A
kiilonbségeket abban az esetben tekintettiik szignifikansnak, ha a p-érték kisebb volt 0,05-nél
(*p <0,05; **p <0,01; ***p < 0,001).
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Eredmények

1. Az egészséges nedves bor immunkornyezete és annak megvaltozasa hidradenitisz
SZzuppurativaban

Mivel munkacsoportunk kordbbi  vizsgalatai soran kimutatta, hogy a
faggyamirigyekben gazdag bort eltéré immun €s permeabilitasi barrier sajatossagok jellemzik,
mint a mirigyekben szegény bdrrégiokat, igy jelen munkank soran elészor a harmadik
borrégionak, az apokrin mirigyekben gazdag, nedves bor jellegzetességeinek vizsgalatat tiiztik
ki célul, majd azt vizsgaltuk, hogy az AGR boér immunkarakterisztikaja fogékonnya teheti-e

ezen teriileteket egy IL-17 medialta gyulladas kialakulasara.

1.1. Immunsejtek vizsgalata nedves bérben és hidradenitisz Szuppurativaban

Az AGR borteriilet sejtes Osszetételét elséként a GP bérteriilethez hasonlitottuk.
Fehérjeszintli vizsgalataink azt mutattak, hogy az egészséges AGR bérteriileten a CD11¢* DC-
k és a CD4" T-sejtek szignifikdnsan nagyobb szdmban voltak jelen az egészséges GP
bérteriilethez hasonlitva, mig a LC-k (CD1a") és a makrofagok (CD163%) szaméaban nem
detektaltunk szignifikdns kiilonbséget a két bdrrégid kozott. Vizsgaltuk a DC-k érési és
amelyek a vizsgalatok tobbségében nem mutattak jelentOs kiilonbséget a két egészséges

borrégio kozott (6. tablazat, 10. abra).

Egészséges nedves bor és 1ézios HS bormintak fehérje szinten torténd Osszehasonlitdsa
soran azt tapasztaltuk, hogy a HS bérmintdkban a CD11c* DC-k és a CD4" T-sejtek szdma
szignifikansan tovabb nétt az AGR bérmintdkhoz képest, a DC-k aktivalt allapotba kertiltek,
valamint szignifikins mennyiségii CD163" makrofag jelent meg. A DC-k magasabb

aktivaltsagi fokat a génexpresszios vizsgalatok is alatamasztottak (6. tablazat, 10. abra).
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6. tablazat. Sejtes elemek szamanak és aktivaltsaganak osszehasonlitasa a mirigyekben szegény,
az apokrin mirigyekben gazdag, valamint a HS-4s bérben?.

AGR vs GP HS vs AGR
RT-gPCR IHC RT-gPCR IHC
Valtozok AGR/ AGR/ HS/ HS/
p-érték! GP p-érték! GP Ref3  p-érték! AGR  p-érték!  AGR Ref.3
(FC)* (FC)? (FC)* (FC)*
Sejtes elemek
CD4* T- [110]-
sejtek nr nr <0.0001  4.027 # nr nr <0.0001  3.02% [112]
cD1lc* [110]
DC-k nr nr 0.001 2.991 # nr nr 0.038 1.741 [111]
CD8o* 18.39
sejtek 0.825 0.83 nr nr # 0.018 1 nr nr #
CD83*
sejtek 0.714 1.26 0.020 2.251 # 0.008 2.267 0.003 2.907 #
T
Egtse?( 0683  0.70 nr nr # 0004 2947  nr nr #
(ltchlak nr nr 0.286 1.06 # nr nr 0.302 1.10 #
CslgjltSIf nr nr 0.111 212 # nr nr 0.004 6.0217 [113]

GP - apokrin és faggyumirigyben szegény, AGR — apokrin mirigyben gazdag, DC — dendritikus sejt, FC
— fold change, HS — hidradenitisz szuppurativa, IHC — immunohisztokémia, nr — nem relevans, RT-
gPCR — kvantitativ real-time PCR, Th — T helper, DLA - detektalasi limit alatt.
1A fehérje és az mRNS szintek kozotti statisztikai analizist ANOVA egyiranyl variancia analizis

hasznalataval végeztiik el Newman-Keuls post hoc teszt segitségével. A félkovér betitipussal irt adatok
a szignifikans kiilonbséget jelzik.

2A nyilak a szignifikéns valtozas irAnyat mutatjak.
%Azokat az adatokat jelzi, melyeket jelenlegi tudasunk szerint nem kozoltek korabban. Minden
molekula esetén, mindegyik csoportban 8-8 mintat vizsgaltunk. A szamok azokat a referenciak kozott
megtalalhatd publikaciokat jelzik, melyek az adott molekulaval kapcsolatban korabban megjelentek HS

esetén.
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10. abra. A sejtes komponensek immunfestésének és kvantifikalasnak reprezentativ abrai GP,
AGR és HS bérmintakban. Minden molekulat, minden csoportban 8-8 mintan vizsgaltunk. A
sejtszamok analizisét vakon végeztiik a Panoramic Viewer szoftver hasznalataval. A jobb als6 sarokban
1év6 méretvonalak mérete = 100 pm. Az AGR és HS képek bal als6 sarkaban az apokrin mirigyek képei
lathatok. A grafikonok a Panoramic Viewer segitségével meghatarozott fehérjék mennyiségét abrazolja,
ahol a bokszok a 95%-os konfidencia intervallum also és felsd értékét, valamint az atlagértéket mutatjak
(*p <0.05; **p <0.01; ***p <0.001, amit ANOVA egyiranyu variancia analizissel, Newman-Keuls post
hoc teszt segitségével hataroztunk meg). ANOVA — variancia analizis, GP — apokrin ¢és
faggyamirigyekben szegény, AGR — apokrin mirigyekben gazdag, DC — dendritikus sejt, HS —

hidradenitisz szuppurativa.

1.2. A T-sejt altipusokhoz kotheté komponensek

Kovetkezo 1épésként a kiilonb6zo T-sejt altipusokhoz kothetd citokinek €s transzkripcios

faktorok expresszidjat vizsgaltuk. IHC vizsgalataink alapjan elmondhat6, hogy az IL-177 és

IL10" sejtek szignifikansan nagyobb szamban jelentek meg az egészséges AGR bérteriileten a

GP bérrégiohoz képest, s6t ez utobbi régioban ezek a sejtek majdnem teljesen hianyoztak.
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Kvantitativ RT-qPCR moédszerrel a fent emlitett T-sejtekhez kapcsolodo faktorok expresszioja
nem mutatott szignifikans kiilonbséget a vizsgalt egészséges borrégiok (AGR, GP) kozott (7.
tablazat, 11. abra).

7. tablazat. Az adaptiv immunvilasz komponenseihez kotheté molekuldk expresszios szintjeinek
osszehasonlitasa a mirigyekben szegény, az apokrin mirigyekben gazdag, valamint a HS-as
bérben.

AGR vs GP HS vs AGR
RT-gPCR IHC RT-qPCR IHC
Valtozok AGR/ AGR/ HS/ HS/
p-érték? GP  p-érték!  GP Ref? p-értek! AGR " | AGR Ref 3
(FCY? (FC? (Fop " (rey
Th17 immunvalaszhoz kapcsolodo faktorok
GP-
174 0191 061 00003 ben  #  <00001 167457 0001 a4ggp [OF G
DLA
<0.00 109][110
10 0322 072 00003 2311 # ou1 226 o0 asp  hignidl
IL-1B 0.786 2.33 nr nr # 0.032 40.247 nr nr [109][114]
IL-6 0.333 1.01 nr nr # 0.206 1.66 nr nr [110][113]
IL-23A 0.481 1.22 nr nr # 0.001 3.437 nr nr [110]
TGFB1 0.206 0.71 nr nr # 0.016 2.617 nr nr [115]
RORC 0.095 0.82 nr nr # 0.056 0.43 nr nr #
Thl immunvalaszhoz kapcsolodé faktorok
IL128  0s00  CPEM nr # 0036 827 nr  nr  [109][110]
TBX21 0.536 0.74 nr nr # 0.016 6.187 nr nr #
GP-
IFNG 0600 085 0005 ben  # 0267  7.63  0.005 11+01 Hg%{ﬂg}
DLA
GP- 2261  [111][114]-
TNFA* 0.222 0.62 0.083 ben # 0.016 1.901 0.001 1 [116]
DLA
Th2 immunvalaszhoz kapcsolodo faktorok
IL-13 DLA DLA 0.142 2.12 # DLA DLA 0.143 1.47 [110][117]
GATA3 0.222 0.65 nr nr # 0.008 0.24 nr nr #
Th-22 immunvalaszhoz kapcsolodé faktorok
AGR-
IL-22 DLA DLA nr nr # 0.050 ben nr nr [109][112]
DLA
AHR 0.155 1.59 0.44 0.74 # 0.004 3.977 0.13 0.51 #
Treg immunvalaszhoz kapcsolodd faktorok
FOXP3 >0.999 1.12 nr nr # 0.229 1.57 nr nr [120]
CCR4 >0.999 1.10 nr nr # 0.032 4.32 nr nr #
CCR8 0.714 0.70 nr nr # 0.802 0.90 nr nr #

GP - apokrin és faggyamirigyekben szegény, AGR — apokrin mirigyekben gazdag, FC — fold change,
HS — hidradenitisz szuppurativa, IHC — immunohisztokémia, nr — nem relevans, RT-QPCR — kvantitativ
real-time PCR, Th —T helper, TGFB — "transforming growth’ faktor — 8, TNFA — tumor nekrozis faktor
—a, Treg — regulator T-sejt, DLA - detektalasi limit alatt.

A fehérje és az mRNS szintek kozotti statisztikai analizist az ANOVA egyirany( variancia analizis
hasznalataval végeztiik el Newman-Keuls post hoc teszt segitségével. A félkovér betiitipussal irt adatok
a szignifikans kiilonbséget jelzik.

2A nyilak a szignifikans valtozas iranyat mutatjak.

%Azokat az adatokat jelzi, melyeket jelenlegi tudasunk szerint nem kozoltek korabban. Minden
molekula esetén 8-8 mintat vizsgaltunk mindegyik csoportban. A szamok azokat a referenciak kozott
megtalalhatd publikaciokat jelzik, melyek az adott molekulaval kapcsolatban korabban megjelentek HS
esetén.

*IL-17-hez kapcsol6do faktorok.
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Az IL-177/IL-10" sejteken tal néhany IFN-y* sejtet is azonositottunk az AGR
bérteriileteken IHC vizsgalattal, mig GP bérben ez a sejttipus nem volt detektalhato (7.
tablazat, 11. abra). Th2, Th22 és Treg sejtekhez kdthetd molekulak tekintetében nem talaltunk

jelentds eltéréseket a két egészséges borrégio kozott.

Egészséges AGR ¢és 1ézios HS mintak dsszehasonlitasakor azt tapasztaltuk, hogy a Th17
sejtekhez kothetd molekulak (IL-1B, IL-17A, IL-23A, TGF-B), valamint a Thl sejteket
jellemz6 faktorok (IL-12B, TBX21, TNF-a) génexresszids szintje szignifikansan magasabb
volt HS bdrben, mint az egészséges AGR bdrben. Raadasul IHC vizsgalataink azt mutattak,
hogy az IL-177, IL-10" sejtek szdma szignifikdnsan tovabb novekedett és nagy mennyiségii
TNF-a" és az IFN-y* sejt jelent meg a HS-4s bérmintakban az egészséges AGR bérteriiletekhez
képest (7. tablazat, 11. abra).
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11. abra. A Kkiilonboz6 Th alcsoportokhoz koétédé komponensek immunfestésének és
kvantifikalasanak reprezentativ abrai GP, AGR és HS bérmintakban. Minden molekulat, minden
csoportban 8-8 mintan vizsgaltunk. A sejtszamok analizisét vakon végeztiik a Panoramic Viewer
szoftver hasznalataval. A kép jobb also sarkaban 1évo méretvonalak mérete = 100 pm. Az AGR és HS
képek bal alsé sarkaban az apokrin mirigyek képei lathatoak. A grafikonok a Panoramic Viewer
segitségével meghatarozott fehérje mennyiségét abrazoljak. A bokszok a 95%-os konfidencia
intervallum also és felso értékét, valamint az atlagértéket mutatjak (*p < 0.05; **p <0.01; ***p <0.001,
melyet ANOVA egyiranyt variancia analizissel hataroztunk meg, Newman-Keuls post hoc tesztet
segitségével). AHR — aril-hidrokarbon receptor, GP — apokrin és faggyamirigyekben szegény, AGR —
apokrin mirigyekben gazdag, ANOVA — variancia analizis, HS — hidradenitisz szuppurativa, IFN-y —
interferon gamma, IL — interleukin.

1.3. A Th17 sejtekhez kotheté komponensek

Vizsgalataink kovetkez6 részében a bér immunstatuszat meghatarozé kemokinek, AMP-K,
barrier ¢és proinflammatorikus molekulak jelenlétét vizsgaltuk meg AGR, GP és 1ézidés HS

bérben.

Osszehasonlitva az egészséges AGR bérteriiletet a GP bérteriilettel, csak néhany esetben
tapasztaltunk szignifikans kiilonbséget. Génexpresszios szinten a KRT79, fehérje szinten a
kemokinek koziil a CCL2, CCL20, AMP-k koziil a TSLP, LCN2, valamint a FLG, mint a
borbarrier egyik jellemzd molekuldja mutatott szignifikans eltérést AGR bérben GP bérhoz

képest (8. tablazat, 12. abra).

A 1éziés HS ¢és az AGR bdrmintdkat Osszehasonlitva azt tapasztaltuk, hogy a HS
boérmintakban a CCL3, CCL19, CCL20, CCL23 kemokinek, a DEFB4B, S100A7, S100A8,
S100A9 és a LCN2 AMP-k, valamint a KRT17 barrier molekula génexpresszids szintje
szignifikansan magasabb volt, mint az egészséges AGR borben. A Th17-hez k6t6d6 kemokinek
kozil a CCL2, CCL20, az AMP-k koziil az S100A8, LCN2 és a barrier molekulak kozil a
KRT17 szignifikdnsan emelkedett mennyisége fehérje szinten is kimutathat6 volt, mig a LOR
molekula fehérje mennyisége szignifikdnsan csokkent a HS bdrben az AGR mintdhoz képest.
Mindez azt jelzi, hogy a HS 1¢zios borben az IL-17 altal szabalyozott immunvalasz van jelen
(8. tablazat, 12. abra).
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8. tablazat. A Thl7-hez kotheté komponensek expresszios szintjeinek Osszehasonlitasa a
mirigyekben szegény, az apokrin mirigyekben gazdag, valamint a HS-4s bérben’.

AGR vs GP HS vs AGR
RT-gPCR IHC RT-gPCR IHC
Valtozok AGR/ AGR/ HS/
pertekd GP P e Ref* P acr P, HSIACR s
(FC)? érték (FC)? érték (FC)? érték (FC)
Kemokinek
CCL2* 0.714 1.37 0.004 5.087 # 0.222 1.59 0.012 4.647 #
CCL20" 0.857 0.73 0.004 241 # 0.016 3.897 0.004 6.797 [114]
CCL3 0.714 0.66 nr nr # 0.016 15.941 nr nr #
CCL19 0.857 0.82 nr nr # 0.029 4.051 nr nr #
CCL23 0.413 1.23 nr nr # 0.016 2.367 nr nr #
CCL24 0.250 2.69 nr nr # 0.571 1.59 nr nr #
Antimikrobialis peptidek
TSLP 0.397 0.84 0.006 331.561 # 0.437 .091 0.179 1.24 #
[109]
S100A7* 0.413 1.06 nr nr # 0.016 27.627 nr nr [116]
[119]
[109]
S100A8* 0.667 121 0.171 2.34 # 0.016 30.757 0.029 5.821 [119]
[120]
[109]
S100A9* 0.413 1.70 nr nr # 0.016 28.381 nr nr [119]
[120]
[113]
DEFB4B* 0.571 2.02 nr nr # 0.016  113.671 nr nr [115]
[119]
LCN2* 0.310 3.87 0.004 1.381 # 0.008 7.131 0.018 6.41 [123]
Barrier molekulak
LOR* 0.825 1.02 0.518 0.74 # 0.310 0.69 0.036 0.7] #
FLG* 0.110 1.68 0.037 0.8 # 0.395 2.99 0.095 1.60 #
CLDN1 0.679 1.31 nr nr # 0.310 0.67 nr nr #
KRT17* 0.262 1.10 0.329 1.14 # 0.009 2.941 0.008 5.621 Hgg}
KRT79 0.036 14.551 nr nr # 0.222 0.44 nr nr #
Proinflammatorikus molekulak
TLR2 0.825 1.25 nr nr # 0.048 5.161 nr nr HE}
TLR4 >0.999 0.88 nr nr # 0.018 3.381 nr nr [115]
NLRP3 0.191 0.91 nr nr # 0.071 4.21 nr nr [122]
IL-1B* 0.786 2.33 nr nr # 0.032 40.241 nr nr Hgi}
GP-ben [111]
TNFA* 0.222 0.62 0.083 DLA # 0.016 1.897 0.001 22.611 [[11114(3{

GP - apokrin és faggyumirigyekben szegény, AGR — apokrin mirigyekben gazdag, CCL — kemokin (C-
C motivum) ligand, FC — fold change, HS — hidradenitisz szuppurativa, IHC — immunohisztokémia, nr
— nem relevans, RT-gPCR — kvantitativ real-time PCR, Th — T helper sejt, TLR — toll-szerti receptor,
TNFA — tumor nekrozis faktor — a, DLA - detektalasi limit alatt.

A fehérje és az mRNS szintek kozotti statisztikai analizist az ANOVA egyirdnyt variancia analizis
hasznalataval végeztiik el Newman-Keuls post hoc teszt segitségével. A félkovér betiitipussal irt adatok
a szignifikans kiilonbséget jelzik.

2A nyilak a szignifikéns valtozas irAnyat mutatjak.

¥Azokat az adatokat jelzi, melyeket jelenlegi tudasunk szerint nem kozoltek korabban. Minden
molekula esetén 8-8 mintat vizsgaltunk mindegyik csoportban. A szamok azokat a referencidk k6zott
megtalalhato publikaciokat jelzik, melyek az adott molekulaval kapcsolatban korabban megjelentek HS
esetén.

41L-17-hez kapcsolodé faktorok.
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12. abra. A Th17 sejthez kiotheté kemokinek, AMP-K, barrier és proinflammatorikus molekulak
immunfestésének és kvantifikalasanak reprezentativ abrai GP, AGR és HS bdérmintikban.
Minden molekulat, minden csoportban 8-8 mintan vizsgaltunk meg. A sejtszamok analizisét vakon
végeztem a Panoramic Viewer szoftver hasznalataval. A kép jobb alsé sarkaban 1évé méretvonalak
mérete = 100 um. Az AGR és HS képek bal alsé sarkaban az apokrin mirigyek képei lathatéak. A
grafikonok a Panoramic Viewer segitségével meghatarozott fehérje mennyiségét abrazoljak. A bokszok
a 95%-os konfidencia intervallum alsé és felso értékét, valamint az atlagértéket mutatjak (*p < 0.05;
**p <0.01; ***p <0.001, melyet az ANOVA egyiranyu Vvariancia analizisével hataroztunk meg,
Newman-Keuls post hoc teszt segitségével). GP — apokrin és faggyumirigyekben szegény, AGR —
apokrin mirigyekben gazdag, AMP — antimikrobialis peptid, ANOVA — variancia analizis, CCL —
kemokin (C-C motivum) ligand, FLG — filaggrin, HS — hidradenitisz szuppurativa, KRT — keratin, LCN
— lipokalin, LOR — lorikrin, TNF-a — tumor nekrézis faktor alfa, TSLP — thymic stromal lymphopoietin.

A proinflammatorikus molekuldk vizsgalata soran megéllapithatd, hogy sem fehérje, sem
génexpresszios szinten nem tapasztalhato jelentds eltérés az egészséges GP és az AGR borrégio

kozott, HS bérben mennyiségiik szignifikdnsan megemelkedett (8. tablazat, 12. abra).

ATLR2, TLR4, NLRP3, IL-1P és a TNF-a komponensek fehérje és génexpresszios szinten
egészséges AGR és GP borben alacsonynak mutatkoztak, mig HS boérben szignifikansan
nagyobb mennyiségben voltak jelen az AGR bdrrégioval dsszehasonlitva (8. tablazat, 12.

abra).

2. Egészséges borrégiok stratum corneumanak vizsgalata tomegspektrometrias
modszerrel

2.1. Az AMP tartalom vizsgalatahoz sziikséges modszer optimalizalasa

Masodik kutatasi projektiink célja a kiilonb6z6é bérrégiok SC-ban jelen levd AMP-k
azonositdsa, expressziojuk Osszehasonlitisa. A SC AMP tartalmdnak meghatarozasahoz
vizsgalataink elsd részében optimalizaltuk a minta gytijtését, a fehérje kinyerésének
metodikdjat és az PRM alapti tomegspektrometrias modszert egészséges, valamint gyulladt
bérben. A fehérjét specialis D-Sgame adhézidos koronggal gyiijtottik be az egészséges,
kezeletlen és tisztitatlan borfelszinr6l. A SC mintakat egészséges egyének homlokardl,

valamint arcardl gyijtiik.
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2.1.1 A mintagyiijtés optimalizalasa

A SC-r6l D-Squame koronggal eltavolithato fehérje mennyisége korlatozott. Annak
érdekében, hogy a legnagyobb mennyiségli fehérjét tudjuk kinyerni, elsé 1épésben
résztvevonként 5 vagy 10 korongot hasznaltunk fel, hogy meghatarozzuk a kinyert fehérje
mennyiségének és a mintavételhez alkalmazott korongok szamanak Osszefliggését. Minden

korongot az adott borrégion beliil kiilonb6z6 teriiletre ragasztottuk, majd a mintak teljes fehérje

abra).

T 4007

= M 5 korong
= M 10 korong
'S 3001

‘=

200+

[y
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1
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0-

S1 S2 S3 S4 S5 Sé S7 S8
homlok arc homlok arc

13. abra. A homlokrdl és arcrdl gyiijtott SC mintak teljes fehérje koncentraciéja. Az ’y’ tengely a
fehérje koncentraciot mutatja pg/ml-ben, mig az ’x’ tengely két egyén (S1-S4 és S5-S8) mintait. Az
oszlopok az atlag + SEM értéket abrazoljak. A piros oszlopok az 5 korongrél, mig a kék oszlopok a 10
korongrol szarmazo fehérje koncentraciot mutatjak.

Az 13. abran megfigyelhetd, hogy a SC-bol nyerhet6 teljes fehérje mennyisége inkabb
egyénekre specifikus tulajdonsag, nem fligg attdl, hogy melyik bérrégiordl vagy hany korong

felhasznalasaval lett eltavolitva a SC.

A mintavétel soran megfigyeltiik, hogy ugyanarrol a helyrél harom vagy annal tobb korong
eltavolitasa jelentds diszkomfort érzést okozott a mintaalanyoknak, ezért minden tovabbi

mintavétel esetén egy régioban 6t kiillonbdzo helyre ragasztott korongot hasznaltunk.
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2.1.2. A PRM alapu tomegspektrometrias modszer tervezése és optimalizalasa

Korabbi vizsgalataink soran az egészséges bor harom kiilonb6zo régidjat 6sszehasonlitva
szignifikans kiilonbségeket detektaltunk kiilonboz6 AMP-k (S100A7, S100A8, S100A9,
hBD2, LCN2, valamint TSLP) expresszidjaban gén és/vagy fehérje szinten [1][2][5]. Jelen
munkank sordn a korabbi kisérleteink célmolekulait kiegészitve az egészséges bor egyensulyi
allapotaban ¢és gyulladt bér mélyebb rétegeiben jelen 1évé tovabbi AMP-k (hBD1, 3, 4, LL-37,
LACRT, LYZ és DCD) SC-ban jelen 1év6 mennyiségét vizsgaltuk [57][85][124][125].

A kivalasztott AMP-k fehérjeszekvenciait bioinformatikai modszerekkel analizaltuk, majd
azonositasra keriiltek az egyedi fehérje-specifikus triptikus peptidszekvenciak. A triptikus
peptidszekvencidk a fehérje triszinnel torténd emésztése sordn kinyert fragmentumok
szekvenciai. Az igy kivalasztott peptidszekvenciak keriiltek felhasznalasra a PRM alapu

tomegspektrometrias analizis soran (9. tablazat).

A kvantitadlashoz a kivalasztott, endogén peptidek szintetikus SIL peptid megfeleldjét
hasznaltuk. A PRM adatokat a Skyline szoftver segitségével analizaltuk, majd feltoltottiik a
Panoramic repozitériumba (https://tinyurl.com/mbbuwrw). Amikor az endogén peptid és a
szintetikus SIL peptid spektruma ugyanabban a retenciés idében azonosithato volt (koeltaciot
mutatott), a vizsgalt peptidet azonositottként fogadtuk el. Amennyiben az endogén peptid
spektruma nem mutatott koeluciot a neki megfeleld szintetikus SIL peptid spektruméval, ki lett
zarva a tovabbi analizisbol. Az endogén €s a szintetikus SIL peptidek aranyat a Skyline szoftver
segitségével hatdroztuk meg. Az igy meghatdrozott aranyok lettek felhasznalva a vizsgélati

csoportok esetében a kivalasztott AMP-k komparativ analizisére.
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9. tablazat. A vizsgalt fehérjék fehérje-specifikus peptidjei.

. Fehérje név UnIiI;rot Fehérje-sgzc;)itfiiclj(us egyedi Pi:;k(u rrﬁizo)r
S100A8 ka'c'i‘)‘rrgt'gi‘;f A4 pos10 Bt oy
sioons TN posTe2 DLYNFLC 0752
LL-37 kathelicidin P49913 Ii_LL(SDDFFFFRR* jgggig
oco dermeidin PSS icerociape  searm
hBD1 human béta-defenzin 1 P60022 II(;QCS_I'_FQQ\\((; 4;1594_22126
hBD2 human béta-defenzin 2 015263 SESPP\YTTQQLL;* gggg;g
hBD3 human béta-defenzin 3 P81534 GGIIIIIL\I':-Ii_ng* 333;;;
hBD4 human béta-defenzin 4 Q8WTQ1 IIQQCS\\((C?':- :\IE* 4;:4_22126
LACRT lakritin Q9Gzz8 QQEELL,\TPPLL;* j;é:;i;
LACRT lakritin Q9GZZ8 Ssllli_li__l'_l';QQ :ﬂ_ :;* 233222
LCN2 lipokalin-2 P80188 \Yppfggh“,'ig[?ﬁ'gﬁgff* ggg:ggi
LCN2 lipokalin-2 P80188 SSYYIlI\I\\//'I-'rSS\\//Ii_FF;* 559938..33126
LCN2 lipokalin-2 P80188 TTFF\\//PPGGQQSPPGGEFFTT,};\“L}:* §§§§$§
zozi PO Gl ANWMCLAK® 66353
izozim RO esovntRe i
S100A7 pszoriazin P31151 ss|l||<§;|\'>|/l| |[5)|\'>|A FFl:l rf* 66540(3.53337
TSP mnooiein 909 CleoUeol coLwRe  sraons

A tablazat a PRM assay-hez kivalasztott gének, fehérjék nevét, az UniProt ID-t, a fehérje-specifikus
egyedi peptidek szekvencidjat, valamint a kivalasztott peptidek prekurzor ionjainak m/z értékét mutatja
be. A ’*’ a stabil izotoppal jelolt (stabil isotope labelled, SIL) aminosavakat, az alahuzott betii a
modositott karbamidometilalt ciszteineket jeldli.

Annak érdekben, hogy a SC mintdkban jelen 1évé konstitutiv és indukalt AMP-k

azonosithatdsdgarél megbizonyosodjunk egészséges, valamint gyulladdsos bdrbetegségben

szenvedd onkéntesektdl gyljtottiink SC mintat. Négy gyulladasos borbetegségben szenvedd
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beteg (HS, Ps, PPR, AD), valamint egy 6nkéntes egészséges résztvevo lett bevonva a vizsgalat
ezen részébe (fiiggelék 1. tablazat). A HS mintakat honalji régiobdl, a Ps mintakat az alsod
végtagrol, a PPR mintakat arcrdl és az AD mintakat combrdl gytijtottiik be, mig az egészséges
kontroll mintdk homlokrol szarmaztak. Az SC mintakbol AMP koktélt’ készitettiink, mely

pozitiv kontrollként szolgalt a tomegspektrometrias analizishez.

Mind egészséges, mind gyulladasos boérben sikeriilt detektalni az S100A8 fehérje
ALNSIIDVYHK és GADVWFK peptidjét, az LCN2 fehérje VPLQQNFQDNQFQG peptidjét,
a DCD fehérje ENAGEDPGLAR peptidjét, a LACRT fehérje SILLTEQALAK peptidjét és az
LYZ fehérje WESGYNTR peptidjét. Az S100A9 fehérje DLYNFLK peptidje, az LL-37 fehérje
LLGDFFR peptidje és a LCN2 fehérje TFVPGCQPGEFTLGNIK peptidje csak a gyulladdsos
bdrben volt jelen. Az SI00A7 fehérje SIIGMIDMFHK peptidje, a hBD1 fehérje IQGTCYR
peptidje, a hBD2 fehérje GIGDPVTCLK peptidje, a hBD3 fehérje GIINTLQK peptidje, a
hBD4 fehérje ICGYGTAR peptidje, a LCN2 fehérje SYNVTSVLEFR peptidje, a TSLP fehérje
CLEQVSQLQGLWR peptidje, a LACRT fehérje QELNPLK peptidje, valamint a LYZ fehérje
GISLANWMCLAK peptidje sem a gyulladasos, sem az egészséges borbol szarmazd SC-ban

nem volt detektalhaté mennyiségben jelen (10. tablazat).

10. tablazat. Az egészséges és gyulladasos SC mintakban azonositott AMP-k listaja.

Fehérje Peptid Egészséges bor  Gyulladt bor
S100A9 DLYNFLK - +
LL-37 LLGDFFR - +
LCN2 TFVPGCQPGEFTLGNIK - +
S100A8 ALNSIIDVYHK + +
S100A8 GADVWFK + +
LCN2 VPLQQNFQDNQFQGK + +
DCD ENAGEDPGLAR + +
LACRT SILLTEQALAK + +
LYZ WESGYNTR + +
S100A7 SIIGMIDMFHK - -
hBD1 IQGTCYR - -
hBD2 GIGDPVTCLK - -
hBD3 GIINTLQOK - -
hBD4 ICGYGTAR - -
LCN2 SYNVTSVLFR - -
TSLP CLEQVSQLQGLWR - -
LACRT QELNPLK - -
LYZ GISLANWMCLAK - -

Az AMP-ket PRM alapu tomegspektrometrias modszerrel detektaltuk egészséges és gyulladasos
bérben. A tablazat bemutatja a vizsgalt fehérjéket, a hozzajuk tartozo specifikus peptidek szekvenciajat,
valamint jelenlétét vagy hianyat egészséges és gyulladasos SC mintaban. A ’+’ a fehérjék jelenlétét, mig
a’-” annak hianyat jeloli. A fehérjék a génneveikkel vannak jelolve.
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2.1.3. A fehérje elicié optimalizalasa

Egészséges és gyulladt borben a vizsgalt 18 peptidbdl 9-et lehetett detektalni (DLYNFLK
peptid az  S100A9  fehérjébol, LLGDFFR peptid az LL-37  fehérjébdl,
TFVPGCQPGEFTLGNIK peptid az LCN2 fehérjébdl, ALNSIIDVYHK peptid ¢és
GADVWFK peptid az S100A8 fehérjébdl, VPLQQNFQDNQFQGK peptid a LCN2
fehérjébol, ENAGEDPGLAR peptid a DCD fehérjébol, SILLTEQALAK peptid a LACRT
fehérjéb6l, WESGYNTR peptid a LYZ fehérjébdl), a masik 9 peptid nem volt jelen
korabban leirt hexan alapt elucios eljarast hasznaltuk. Annak érdekében, hogy tisztazzuk,
vajon az emlitett 9 peptid alacsony hozamanak a hexan alapu eltciés eljaras-e az oka, a
kovetkezd 1épésben a hexan alapu elucios eljarast dsszehasonlitottuk a hexdnmentes elucids
eljarassal. Tiz koronggal gyiijtottiink SC mintat egy egészséges felnétt férfi homlokardl, amit

két részre osztottuk a hexan alapu és a hexanmentes peptid kinyerési modszerhez [7][108].

A korongrol kinyert fehérjéket tripszines emésztése utan tomegspektrométer segitségével
vizsgaltuk meg. A hexan alapt és a hexanmentes technikaval kinyert peptidek mennyiségét hat
fehérje hét peptidjének Osszehasonlitasaval hataroztuk meg. A peptidmennyiségek relativ
kvantitalasara az endogén és SIL peptidek aranyat hasznaltuk (14. abra). Az igy meghatarozott
aranyszam a mintak peptid mennyiségét mutatja meg a szintetikus SIL peptidek

mennyiségéhez normalizalva; @ magasabb arany a minta nagyobb peptidmennyiségét jelzi.

Tapasztalataink szerint a hexanmentes eliciés moddszerrel szignifikansan nagyobb
peptidmennyiséget lehet kinyerni a korongokrol, mint a hexan alapu eljarassal. Ezért a tovabbi

vizsgalatokhoz a hexanmentes elicios eljarast hasznaltuk.
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M hexin alapi B hexinmentes 1. peptid ALNSIIDVYHK (S100A8)
2. peptid GADVWFK (S100A8)
3. peptid VPLQQNFQDNQFQGK (LCN2)
4. peptid ENAGEDPGLAR (DCD)

1.8- _— 5. peptid SILLTEQALAK (LACRT)
. 6. peptid GIGDPVTCLK (hBD2)
= ; 7. peptid WESGYNTR (LYZ)
S 141 *
o0
2 = (.89
S @ *k
= = —
@ - 0.6
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= h
£ .3 el
&= 0.4+
R=?)
R~ "8n
S *
g 0l2- * H
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1. peptid 2. peptid 3. peptid 4. peptid 5. peptid 6. peptid 7. peptid

14. dbra. A kivalasztott peptidek mennyiségének Gsszehasonlitisa hexan alapu és hexanmentes
elicios folyamat esetén. Az ’y’ tengely mutatja a peptid mennyiségének endogén és SIL peptid aranyat
a vizsgalt peptidek esetében. A piros oszlopok a hexan alapu elicio esetén, mig a kék oszlop a
hexanmentes elucié esetén mutatja a peptidek aranyat.

2.2. Kiilonb6z6 egészséges borrégiok antimikrobialis peptid mennyiségének
osszehasonlito vizsgalata

A modszer optimalizalasa utan az egészséges GP, SGR és AGR borrégiok AMP
mennyiségének 0sszehasonlitd vizsgalatat végeztiik el. A SC mintdkat 15 egészséges (10 nd €s
5 férfi) résztvevé GP, SGR, AGR borrégiojabol gyijtottik (fiiggelék 1. tablazat). A SC
mintak rendre az alkarrol, a homlokrol €s a honalji tertiletrdl lettek gyiijtve, ami a GP, SGR, és
AGR borrégiokat reprezentalja. A begytijtott mintak fehérjemennyiségét az optimalizalt peptid
elucios modszerrel nyertiik ki a korongokrol, majd PRM alapt témegspektrometrias modszer
segitségével meghataroztuk a vizsgalt 18 AMP endogén és SIL peptid aranyat a harom (GP,
SGR, AGR) borrégioban (15. abra).
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15. abra. Reprezentativ PRM spektrumok. Az ’y’ tengely a kromatografias cstucsok intenzitasat, mig
az ’x’ tengely a retencids id6t (perc) mutatja. A kék vonal a szintetikus SIL peptidek, mig a piros vonal
az endogén peptid intenzitdsat mutatja. GP - apokrin és faggyumirigyekben szegény, SGR -
faggyamirigyekben gazdag, AGR - apokrin mirigyekben gazdag.

A kvantifikalas feltételeinek 6t fehérje hat peptidje felelt meg koeluciojuk alapjan (15.
abra). Az SI100A8 fehérje ALNSIIDVYHK peptidjét ¢és a LCN2 fehérje
VPLQOQNFQDNQFQGK peptidjét nem, mig a SIO0AS fehérje GADVWEFK peptidét alacsony
mennyiségben tudtuk GP borrégioban detektalni. Ezek a peptidek AGR teriileten
emelkedettebb, mig SGR bérteriileten szignifikansan nagyobb mennyiségben voltak jelen a
GP bortertilethez képest. A LACRT fehérje SILLTEQALAK peptidje és a LYZ fehérje
WESGYNTR peptidie AGR bdérben nem volt mérhetd. GP bdérben a LACRT fehérje
SILLTEQALAK peptidje alacsony mennyiségben, a LYZ fehérje WESGYNTR peptidje nem
volt detektalhat6. Ez a két peptid szignifikdnsan nagyobb mennyiségben volt jelen SGR bérben
a GP és az AGR boérrégiokhoz hasonlitva. A DCD fehérje ENAGEDPGLAR peptidje
mindhdrom bdrrégidoban detektalhaté mennyiségben volt jelen, viszont az egyes borteriiletek

DCD mennyiségében nem volt szignifikans kiilonbség (16. abra).
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16. abra. A vizsgalt AMP-K mennyisége kiilonboz6 borrégiok SC-ban. Az ’y’ tengelyen az endogén
és SIL peptid arany atlaga £ SEM lathat6, mig az ’x’ tengely a borrégiokat mutatja. * jeloli a
szignifikans kiilonbségeket (*p < 0.05; **p < 0.01; ***p < 0.001). GP - apokrin és faggytmirigyekben
szegény, SGR - faggyumirigyekben gazdag, AGR - apokrin mirigyekben gazdag.
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Megbeszélés

1. Az egészséges és a gyulladt teljes bor kiilonbségei

Munkacsoportunk jelentds eltéréseket talalt a topografiailag eltérd egészséges borrégiok
immunologiai és barrier sajatossdgai kozott, valamint a nedves bor és a nedves boron
lokalizalodo HS-as gyulladt bér immunparamétereiben. Nedves bérben egy nem gyulladasos
IL-17/IL-10 citokin kdrnyezet figyelheté meg szaraz borrel Gsszehasonlitva, szignifikansan
magasabb T- és DC szam jelenlétében. A sejtek aktivitasaban viszont nem tapasztaltunk
emelkedést, gyulladasos jelleget nem mutattak. A nedves bér nem gyulladasos 1L-17/I1L-10
mili¢jét IL-17-hez kdthetd kemokinek, AMP-k és barrier tulajdonsagok jelenléte egésziti ki.

crer

allapot el6zi meg, mely a follikulusok kommenzalis baktériumai ellen irdnyuld aberrans KC
valasszal kezdoédik [83][85]. Az egészséges nedves bor egy sajatos régid-specifikus mikrobiota
kornyezettel rendelkezik, az erre a teriiletre specifikus kémiai milidnek, pH-nak,
paratartalomnak ¢és hoémérsékletnek koszonhetéen. Ez a sajatos kommenzalis flora
homeosztatikus kapcsolatot tart fenn az AGR bdr régid-specifikus immun ¢és barrier

kornyezetével [75][77].

Hipotézisiink szerint a HS kialakulasa soran ez az ,,AGR-specifikus” homeosztatikus
szimbiozis modosul (vagy ki sem alakul teljesen), igy a nem gyulladasos IL-17/IL-10 kdrnyezet
karosodik. Ezek a folyamatok vezetnek az IL-17/IFN-y tipusu gyulladas kialakulasahoz HS-
ban (17. abra).

Kisérleti eredményeink szerint a HS pathomechanizmusa nagyon hasonlit a Crohn

betegségben leirt pathologias folyamatokhoz [107][108].
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17. abra. Az egészséges AGR és a HS-as bor immunstatuszanak sematikus képe. Az egészséges
apokrin mirigyben gazdag és a HS bor mikrobidta osszetétele Grice and Segre (2011) és Ring et al.
(2017) kozleményei alapjan lettek abrazolva [105][106]. AGR — apokrin mirigyekben gazdag, CCL —
kemokin (C-C motivum) ligandum, DC — dendritikus sejt, HS — hidradenitisz szuppurativa, Th17(B) —
nem gyulladasos T-helper 17, Th17(23) — gyulladasos T-helper 17, TLR — Toll-szertie receptor, TNF-a
— tumor nekrozis faktor-a.

Eredményeink arra utalnak, hogy az egészséges AGR borre jellemzé nem gyulladasos
IL-17 immunmili6 hajlamossa teheti ezt a teriiletet olyan IL-17 tipust gyulladasos betegségek
kialakulasara, mint amilyen a HS, mivel a nedves bér 6sszes jellegzetes adaptiv és velesziiletett
immun és barrier jellegzetessége HS-ban is megtalalhato, sot felerésodott formaban van jelen.
Emellett HS-ban ujabb aktivacios és gyulladasos markerek is megjelennek, létrehozva egy
gyulladasos kornyezetet. Tehat az egészséges AGR borben alacsony mennyiségben jelen 1€vd,
gyulladasos aktivitast nem mutaté T-sejtek, DC-k, kemokinek, AMP-k és barrier molekulak
egyensulyanak eltolédasaval kifejezddik egy IL-17 altal szabalyozott gyulladasos betegség,
melyet jelentds kemokin, AMP és barrier eltérések jellemeznek. Emellett magas IFN-y és TNF-
o expresszios szintet is detektaltunk HS 1€zids borben, mellyel kapcsolatban az irodalmi adatok

eddig ellentmondasosak voltak [85].
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2. Az egészséges bor stratum corneumanak antimikrobialis peptidosszetételének
kiilonbségei szaraz, nedves és zsiros borrégioban

Az AMP-k fontos szerepet jatszanak a bér homeosztatikus allapotanak fenntartasaban,
a bor felszinén elhelyezkedd normalflora optimalis kdrnyezetének biztositasaban, a pathogén
vagy csOkkenése a borbarrier egyenstlyi allapotanak valtozasat jelzo6 markerek lehetnek
[51[61[91[13][17][109].

Korabbi tanulmanyokban ugyanarrdl a helyrél 6 vagy tobb koronggal tavolitottak el SC-
ot, valamint az els6 korong fehérje tartalmat kizartak a vizsgalatbol. A SC mélyebb rétegei felé
haladva a korneocitak kozotti kohézios eré6 né [9][109][110], ennek megfeleléen a tape
stripping technikéaval eltavolithat6 fehérje mennyisége exponencialisan csokken a SC mélyebb
rétegei felé haladva [135]. Megfigyelték azt is, hogy a mintavételek soran a mintat ad6 személy
diszkomfort érzete n6, ha ugyanarrdl a helyrél tobb korongot tavolitanak el [9]. A SC legfelsé
rétege biztositja az elsd védelmi vonalat a szervezetet érd korokozokkal szemben, ezért a
borfelszinre szekretalt AMP-K dsszetételének meghatarozasa szempontjabol a SC vizsgalatanak
kiemelked6 jelentdsége van [6]. Vizsgalatainkhoz az elsé korong fehérjetartalmat hasznaltuk

fel és egy helyrdl csak egy korongot tavolitottunk el.

Az AMP 0Osszetételében bekovetkezd valtozasok prediktiv markerként a borfelszinen
megjelend, betegségre utald fizikai jelek megjelenése elétt bekovetkezhetnek. Bérgyulladas
esetén bizonyos AMP-k jelenléte vagy hianya, expresszios szintje a gyulladas sulyossagara

utalhat [57], igy vizsgalatanak klinikai relevanciaja lehet.

Az egészséges bor topografiailag eltérd teriileteinek és a gyulladasos bérbetegségek
pathomechanizmusanak vizsgalata szempontjabol a SC analizisének kiemelkedd jelentOsége
van mind a kutatasban, mind a klinikumban. Jelenleg a borben lezajléo immunoldgiai valtozasok
vizsgalatahoz biopsziaval gytijtenek mintat, mely egy invaziv, sebképzédéssel jaro eljaras. Epp
ezért felmeriilt az igény egy minimalis invazivitassal jaro, fajdalom és hegképzddés nélkiili
mintagyijtési modszer irant. A klinikai gyakorlatban ez a vizsgalati modszer kiegészitheti a
korabbi protokollokat, segitheti a pontos diagno6zis meghozatalat, valamint a megfeleld terapias

lehetdség kivalasztasat.

Vizsgalataink soran kidolgoztunk egy, a korabbi tanulmanyokban leirt hexan alapt

elicios modszerrel ellentétben [7][108] 1), hexanmentes elticios modszert. A mintagytjtéshez
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D-Squame korongot hasznaltunk. Mivel a D-Squame koronggal eltavolithatd fehérje
mennyisége korlatozott, az volt a célunk, hogy a korongrdl kinyerheté fehérje mennyiségét
noveljiik. Osszehasonlitva a hexan alapu és hexdnmentes technikat, az utobbival szignifikansan
nagyobb mennyiségii fehérjét lehetett kinyerni a korongok felszinérél. A hexanmentes elacios
technika esetén a fehérje denaturalasa kozvetleniil a korong felszinérdl tortént, mig a hexan
alapti mintakinyerési modszer esetén a fehérjét tartalmazd korongokat eldszor egy szilan
boritasu targylemezre kellett ragasztani és a fehérjék denaturalasa csak a hexanos aztatas utan
tortént meg. A denaturalas el6tt beiktatott hexdnnal torténd aztatas, méréseink szerint jelentOs

fehérje vesztéssel jar, de ennek bizonyitasa tovabbi vizsgalatokat igényel.

Korabbi irodalmakban a SC proteomikai vizsgalatahoz az altalunk is hasznalt tape
stripping mintavételi moddszert haszndltdk, azzal a kiilonbséggel, hogy ugyanarrél a
borfelszinrdl tobb koronggal tavolitottak el a fehérjetartalmat. Ezt kovetden antigén-antitest
felismerésen alapuld (ELISA, THC) molekularis biologiai modszerrel kiilonboz6 AMP-ket
detektaltak (hBD, LL-37, RNase 7, S100A7, DCD) [1], [2], [5]-[8], [67], [70], [71], [132].
Ezzel ellentétben, mi a mintak analiziséhez a Parallel Reaction Monitoring (PRM) alapu
tomegspektrometrias modszert valasztottuk. A PRM egy célzott, hibrid tandem
tomegspektrometrias modszer, ahol az analizist egy nagy felbontasti analizator (Orbitrap)
segitségével végeztiik el [9][109][136]. A PRM MS nagy specifitasa, érzékenysége, széles
dinamikai tartomdnya és multiplex tulajdonsdgai miatt alkalmas olyan bioldgiai mintdk
vizsgalatara, amelyekben a minta fehérjetartalma alacsony [137]. Mivel a SC kiils6 rétegeibdl
eltavolithat6 fehérje mennyisége tape stripping modszerrel korlatozott, ezért a PRM alapu

tomegspektrometrias modszer alkalmas a mintak pontos analizisére.

A SC mintakban 6 olyan AMP-t (S100A7, S100A8, S100A9, hBD2, LCN2, TSLP)
vizsgaltunk meg, aminek expresszios szintjét a teljes bOrmintaban is meghataroztuk a
munkafolyamat elsé szakaszaban. Ezen kiviil tovabbi 7 olyan AMP-t (hBD1, 3, 4, DCD,
LACRT, LYZ, LL37) is bevalasztottunk a vizsgalataink masodik szakaszaba, melyek
konstitutiv vagy indukalt AMP-ként jellemz6 markerei az egészséges vagy gyulladasos bornek.
A vizsgalt 13 AMP koziil 5 fehérje 6 peptidjét (az S100A8 fehérje ALNSIIDVYHK és
GADVWEFK peptidét, a LCN2 fehérje VPLQQNFQDNQFQGK peptidjét, a DCD fehérje
ENAGEDPGLAR peptidjét, a LACRT fehérje SILLTEQALAK peptidjét és a LYZ fehérje
WESGYNTR peptidjét) tudtuk detektalni az egészséges bor kiillonbozo régidiban.

A kimutathatd 5 fehérjébdl 4-et (S100A8, LCN2, LACRT ¢és a LYZ fehérjék)
szignifikansan nagyobb mennyiségben detektaltunk SGR borrégioban dsszehasonlitva a GP és
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az AGR borrégiokkal. Az S100A8 fehérje ALNSIIDVYHK és GADVWFK peptidjeit és a
LCN2 fehérje VPLQQNFQDNQFQGK peptidjét jelentdsen nagyobb mennyiségben tudtuk
detektalni AGR bdérben dsszehasonlitva a GP borrégioval, valamint szignifikdnsan nagyobb
mennyiségben volt jelen SGR bérteriileten, mint GP és AGR bdérben. Ezek az adatok

Osszhangban vannak a vizsgalataink els6 részében tapasztaltakkal.

Két, korabban nem vizsgalt AMP-t is azonositottunk SC-ban (a LACRT
SILLTEQALAK peptidjét és a LYZ WESGYNTR peptidjét), melyek szignifikansan nagyobb
mennyiségben voltak jelen SGR borteriileten, mint GP vagy AGR bérteriileten. A GP bérben a
LYZ és a LCN2 hianya, valamint az S100A8 alacsony szintje alatamasztja, hogy az egészséges
AGR és SGR borteriiletet egy nem gyulladasos, de ,,készenléti” immunstatusz jellemzi a GP
bérteriilethez képest [1][2][10].

Az ekkrin verejtékmirigyek altal termet DCD-t a harom egészséges borrégioban kozel
azonos mennyiségben tudtuk detektalni, mely 6sszhangban van az irodalomi adatokkal [70]. A
DCD az egészséges bor felszinén, néhany kivételtdl eltekintve mindenhol megtalalhaté az
ekkrin verejtékmirigy altal termelt €s a bor felszinére szekretalt verejték miatt. Mennyisége
jelentésen csokken vagy teljesen eltiinik gyulladasos bérbetegség kialakulasa soran az ekkrin
mirigyek miikddési zavara miatt. Vagyis a DCD mennyiségének valtozasa fontos indikator

lehet bizonyos gyulladasos bérbetegségek kezdeti stadiumaban [70][71][124].

Az AMP-k fontos szerepet jatszanak bizonyos bérbetegségek pathogenezisében,
mennyiségiik osszefiigghet a betegségek stilyossagaval. A tape stripping technikaval nyert SC
fehérje tartalmanak PRM alapt tomegspektrometrids analizise lehetdséget biztosit az AMP-k
vizsgalatara. Ez segitséget nyujthat a kiilonbozé borbetegségek (HS, AD, Ps, PPR)
pathomechanizmusanak kutatasaban, a klinikai gyakorlatban pedig a betegség sulyossaganak
monitorozasaban [133]. Hasznos lehet tovabba a terapias hatékonysag nyomonkovetésében,
mivel lehetdséget biztosit a borfelszin AMP Osszetételének meghatarozasara terapia elott és

utan.
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Osszefoglalas

Az emberi bor nem csak az anatdmiai, kémiai és mikrobidta Osszetételében mutat
kiilonbséget a topografiailag eltér6 harom f6 bérteriileten (mirigyekben szegény [GP],
faggyumirigyekben gazdag [SGR], apokrin mirigyekben gazdag [AGR]), hanem
immunstatuszukban és barrier tulajdonsagaikban is. Ez megmagyarazhatja azt a tényt, hogy
kiilonbozoé borteriileteken eltérd, az adott régidra specifikus gyulladdsos borbetegségek
alakulnak ki. Ilyen példaul GP bdrteriileten az AD, AGR régidoban a HS és SGR teriileten az
akné és a PPR el6fordulasa [2][115].

Elsdként fehérje és gén szinten vizsgaltuk az egészséges AGR bor és egy AGR borre
lokalizalodo gyulladédsos borbetegség, a HS immunoldgiai jellegzetességeit. GP borrel
Osszehasonlitva AGR bérben egy nem gyulladasos IL-17/IL-10 citokin kornyezet figyelhetd
meg, emelkedett CD4" Th sejt és gyulladasos aktivitast nem mutatd CD11¢* DC szammal. Az
IL-17-hez kothetd kemokinek, AMP-k és barrier molekula szintje szignifikansan nagyobb
AGR-ben, mint GP-ben. HS-as borben ez az AGR-specifikus, nem gyulladasos 1L-17/IL-10
kornyezet gyulladasos IL-17/IFN-y tipusu kornyezetté alakul, valamint az AGR bérben mar
jelen levé gyulladasos markerek mellett Gijabbak is megjelennek. Osszehasonlitva az egészséges
AGR bdrrel, HS-as bdrben szignifikdnsan megemelkedett az immunvalasz sejtes elemeinek
szama ¢és aktivitdsa, a Th1l/Thl7 immunvalaszokhoz kotheté citokinek és transzkripcios

faktorok, kemokinek, AMP-k és barrier molekulak mennyisége.

Ezt kovetéen kidolgoztunk ¢és optimalizaltunk egy olyan PRM alapu
tomegspektrometrias modszert, mely soran egy minimalisan invaziv mintagytijtési és vizsgalati
technika segitségével az egészséges és gyulladasos bor SC AMP Osszetételét analizaltuk.
Vizsgélataink soran megfigyeltiik, hogy a koronggal eltavolithatdé SC mennyisége az egyénekre
specifikus és nem fiigg a vizsgalt borrégiotol. Kimutattuk, hogy a hexdnmentes elucios
technikaval szignifikdnsan nagyobb mennyiségii fehérjét nyerhetiink ki a korongokrol, mint a
hexan alapt eliicios mddszerrel. Osszehasonlitva az egészséges SGR borteriilet SC AMP
mennyiségét a GP vagy az AGR borteriilet SC-anak AMP mennyiségével, szignifikans
kiilonbséget detektaltunk 4 fehérje 5 peptidje (SI00A8, LCN2, LACRT ¢és a LYZ fehérjék
peptidjei) kapcsan. A kiilonboz6 borteriiletek SC-aban a DCD fehérje peptidjének
mennyiségében nem detektaltunk jelentds eltérést. Ezen vizsgalati modszer segitséget nyujthat
a borbetegségek pathomechanizmusénak kutatdsaban, a klinikai gyakorlatban a

gyulladasspecifikus AMP-k meghatdrozasaval képet kaphatunk a gyulladas mértékérdl.
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Summary

Based on our results, the three main topographically different skin regions (gland-poor
[GP], sebaceous gland-rich [SGR], apocrine gland-rich [AGR]) are equipped with a
significantly different immune and barrier supply, similarly to the previously reported
topographical distinctions of their microbiota and chemical milieu. The variances in immune
and permeability barrier characteristics among the skin regions may explain the fact that
different region-specific skin diseases localise to different skin areas. For instance, AD is
typical on GP, HS is common in AGR and acne or PPR occur on SGR skin regions. First, we
investigated the immune status of healthy AGR skin regions and that of HS, an inflammatory
skin disease specially localized to AGR areas. Our results revealed a non-inflammatory IL-
17/1L-10 cytokine environment on AGR skin compared with GP skin, with increased CD4" Th
and non-activated CD11c* DC counts. The expression of IL-17 related chemokines, AMPs and
barrier molecules were increased significantly in AGR skin, compared to GP skin. In HS, the
AGR specific non-inflammatory IL-17/IL-10 status turns to an inflammatory environment
characterized by IL-17/IFNy cytokine milieu supplemented with further inflammatory markers.
The amounts of cellular components associated with enhanced immune response and their
activation markers, Th1/Th17 related factors, chemokines, AMPs and barrier molecules were

increased significantly in HS compared with healthyAGR skin.

Next, we developed and optimised a PRM-based mass spectrometry method to detect
the AMP content of SC in healthy and inflamed skin using a minimally invasive sample
collection technique. We observed that the abundance of AMPs in the SC collected by D-
Squame discs was specific to the individual, but were independent from the skin regions.
Significantly higher AMP amounts could be extracted from the discs using our novel hexane-
free elution technique, compared with hexane-based methods. Comparing the AMP content of
healthy SGR skin with that of GP and AGR regions, we could detect significant differences in
the case of 5 peptides of 4 proteins (two peptides from S100A8, one from LCN2, LACRT and
LYZ). No significant differences could be detected in the case of the peptide of DCD protein
in the SC of different skin regions. Applying this method for the investigation of inflammatory
skin diseases may help us to better understand their pathomechanisms and may provide

information on disease severity (based on AMP quantitation) in the clinical practice.
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S2 D1 41 | nd H homlok 10 10 Mintagy{ijtés optimalizalasa
S3 D1 41 nd H orca 5 10 Mintagyijtés optimalizalasa
S4 D1 41 nd H orca 10 10 Mintagyijtés optimalizalasa
S5 D2 34 | férfi H homlok 5 10 Mintagy{ijtés optimalizalasa
S6 D2 34 | férfi H homlok 10 10 Mintagy{ijtés optimalizalasa
S7 D2 34 | férfi H orca 5 10 Mintagyiijtés optimalizalasa
S8 D2 34 | férfi H orca 10 10 Mintagyiijtés optimalizalasa
S9 D3 44 | no HS hoénalj 5 10 PRM alapti MS mddszer tervezése,
(stlyos) optimalizalasa
S10 D4 30 | férfi Ps labszar 5 10 PRM alapa MS moédszer tervezése,
(k6zépsulyos) optimalizalasa
S11 D5 40 | nd PPR orca 5 10 PRM alapi MS moédszer tervezése,
(stlyos) optimalizalasa
S12 D6 44 | férfi AD comb 5 10 PRM alapt MS moédszer tervezése,
(k6zépsulyos) optimalizalasa
S13 D7 34 | férfi H homlok 5 10 PRM alapa MS moédszer tervezése,
optimalizalasa
S14 D8 30 | férfi homlok 15 10 Fehérje elticio optimalizalasa
S15 D8 30 | férfi homlok 15 10 Fehérje eltcid optimalizalasa
S16 D9 43 | nd alkar 5 10 Egészséges borrégiok AMP
szintjének Osszehasonlito analizise
S17 D9 43 | nd H homlok 5 10 Egészséges borrégiok AMP
szintjének 6sszehasonlitd analizise
S18 D9 43 | nd H honalj 5 10 Egészséges borrégiok AMP
szintjének 6sszehasonlito analizise
S19 D10 | 35 | férfi H alkar 5 10 Egészséges borrégiok AMP
szintjének dsszehasonlito analizise
S20 D10 | 35 | férfi H homlok 5 10 Egészséges borrégiok AMP
szintjének Osszehasonlito analizise
S21 | D10 | 35 | ferfi H honalj 5 10 Egészséges borrégiok AMP
szintjének dsszehasonlito analizise
S22 D11 | 41 né H alkar 5 10 Egészséges borrégiok AMP
szintjének 6sszehasonlito analizise
S23 | D11 | 41 | nd H homlok 5 10 Egészséges borrégiok AMP
szintjének Osszehasonlitd analizise
S24 D11 | 41 né H hoénalj 5 10 Egészséges borrégiok AMP

szintjének Osszehasonlitd analizise
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S25 | D12 | 42 | férfi alkar 10 Egészséges borrégiok AMP
szintjének Osszehasonlitd analizise
S26 | D12 | 42 | férfi homlok 10 Egészséges borrégiok AMP
szintjének Osszehasonlitd analizise
S27 D12 | 42 | férfi hoénalj 10 Egészséges borrégiok AMP
szintjének Osszehasonlité analizise
S28 | D13 | 28 | nd alkar 10 Egészséges borrégiok AMP
szintjének Osszehasonlitd analizise
S29 D13 | 28 né homlok 10 Egészséges borrégiok AMP
szintjének Osszehasonlité analizise
S30 D13 | 28 né honalj 10 Egészséges borrégiok AMP
szintjének 6sszehasonlitd analizise
S31 D14 | 28 né alkar 10 Egészséges borrégiok AMP
szintjének Osszehasonlito analizise
S32 | D14 | 28 | nd homlok 10 Egészséges borrégiok AMP
szintjének 6sszehasonlitd analizise
S33 D14 | 28 né hoénalj 10 Egészséges borrégiok AMP
szintjének Osszehasonlito analizise
S34 | D15 | 46 | nd alkar 10 Egészséges borrégiok AMP
szintjének osszehasonlitd analizise
S35 | D15 | 46 | nd homlok 10 Egészséges borrégiok AMP
szintjének Osszehasonlito analizise
S36 D15 | 46 né hoénalj 10 Egészséges borrégiok AMP
szintjének 6sszehasonlitd analizise
S37 D16 | 44 | nd6 alkar 10 Egészséges borrégiok AMP
szintjének Osszehasonlito analizise
S38 D16 | 44 | nd homlok 10 Egészséges borrégiok AMP
szintjének 6sszehasonlitd analizise
S39 D16 | 44 nd honalj 10 Egészséges borrégiok AMP
szintjének 6sszehasonlitd analizise
S40 | D17 | 27 | nd alkar 10 Egészséges borrégiok AMP
szintjének 6sszehasonlito analizise
S41 D17 | 27 né homlok 10 Egészséges borrégiok AMP
szintjének dsszehasonlito analizise
S42 | D17 | 27 | nd honalj 10 Egészséges borrégiok AMP
szintjének Osszehasonlito analizise
S43 D18 | 27 né alkar 10 Egészséges borrégiok AMP
szintjének dsszehasonlito analizise
S44 | D18 | 27 | nd homlok 10 Egészséges borrégiok AMP
szintjének 6sszehasonlito analizise
S45 D18 | 27 né hoénalj 10 Egészséges borrégiok AMP
szintjének Osszehasonlitd analizise
S46 D19 | 30 | férfi alkar 10 Egészséges borrégiok AMP

szintjének Osszehasonlité analizise

80




S47 | D19 | 30 | feérfi homlok 10 Egészséges borrégiok AMP
szintjének Osszehasonlité analizise
S48 D19 | 30 | férfi hoénalj 10 Egészséges borrégiok AMP
szintjének Osszehasonlitd analizise
S49 D20 | 26 né alkar 10 Egészséges borrégiok AMP
szintjének Osszehasonlité analizise
S50 | D20 | 26 | nd homlok 10 Egészséges borrégiok AMP
szintjének Osszehasonlitd analizise
S51 D20 | 26 né hoénalj 10 Egészséges borrégiok AMP
szintjének Osszehasonlité analizise
S52 | D21 | 49 | feérfi alkar 10 Egészséges borrégiok AMP
szintjének 6sszehasonlitd analizise
S53 D21 | 49 | férfi homlok 10 Egészséges borrégiok AMP
szintjének Osszehasonlito analizise
S54 D21 | 49 | férfi honalj 10 Egészséges borrégiok AMP
szintjének 6sszehasonlitd analizise
S55 | D22 | 18 | nd alkar 10 Egészséges borrégiok AMP
szintjének Osszehasonlitd analizise
S56 | D22 | 18 | nd homlok 10 Egészséges borrégiok AMP
szintjének osszehasonlitd analizise
S57 D22 | 18 né hoénalj 10 Egészséges borrégiok AMP
szintjének Osszehasonlito analizise
S58 D23 | 21 | férfi alkar 10 Egészséges borrégiok AMP
szintjének 6sszehasonlitd analizise
S59 | D23 | 21 | ferfi homlok 10 Egészséges borrégiok AMP
szintjének Osszehasonlito analizise
S60 | D23 | 21 | férfi honalj 10 Egészséges borrégiok AMP

szintjének 6sszehasonlitd analizise

S — minta (sample); D —donor; H — egészséges (healthy)
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