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Bevezetés

A bor az emberi szervezet elsé védelmi vonala, véd a kiilsé 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 (Ssebaceous gland rich, SGR), az
apokrin mirigyekben gazdag, nedves (apocrine gland rich, AGR) valamint a mirigyekben

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

Korabbi kutatasok kimutattdk, hogy az egészséges bor topografiailag eltérd régioi
kiilonb6zé mikrobidta sszetétellel rendelkeznek valamint kutatécsoportunk igazolta, hogy az
SGR bdrteriilet immunoldgiai tulajdonsagaiban kiillonbséget mutat a GP bdrteriilethez képest.
Azt azonban eddig még nem vizsgaltdk, hogy az AGR bdrteriiletek is sajatos immunmiliével

rendelkeznek-e.

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

valtozik meg az ezekre a tertiletekre lokalizalodo HS kialakulasa soran.

A boér antimikrobialis peptid (AMP) profiljanak vizsgalata diagnosztikai és prediktiv
jelentdséggel bir. Az AMP-k, mint markerek informaciét adhatnak a borbetegségek
kialakulasarol, allapotarol és sulyossagarol. Munkacsoportunk korabbi mRNS és fehérje alapu
vizsgalatai soran szignifikans kiilonbséget azonositott bizonyos AMP-K tekintetében a GP, SGR

¢s AGR borrégiokat dsszehasonlitva.

Jelenlegi ismereteink szerint kevés olyan vizsgalati modszer van, mely alkalmas a
bérmintak gyors, minimalis invazivitassal jard és igy ismételhetd gytijtésére. Jelenleg az AMP-
ket antigén-antitest alapii ELISA és immunohisztokémiai moédszerrel (IHC) azonositjak invaziv
eljarassal nyert borbiopszids mintdkban. Mivel a biopszia fdjdalommal és hegesedéssel jard
folyamat, ezért nem alkalmas a mintavétel ismétlésére ugyanarrél a borteriiletrdl. 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
betegségek esetén is, emellett eldsegitheti profilaktikus terapiak kidolgozasat és alkalmazasat,

valamint a kezelések hatékonysaganak nyomon kovetését.

PhD munkdm sordn az egészséges nedves bor €s HS-s 1ézids bér immunologiai
sajatossagait, valamint a stratum corneum (SC) immunologiai statuszanak meghatarozasara
alkalmas diagnosztikai és prediktiv markerek 0j, nem invaziv kimutatdsi lehetdségét

vizsgaltam.



Célkitizés

Jelen doktori értekezés alapjaul szolgalo kisérletsorozatok céljai:

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

feltarasa.

I/2. Az apokrin mirigyekben gazdag borteriiletek sajatossagainak vizsgalata abbol a
szempontbo6l, hogy hogyan valtoznak meg a nedves bodrre lokalizalodd gyulladéasos

borbetegség, a HS kialakuldsa soran.

I1/1. Egy minimalisan invaziv, tape stripping technikaval torténé SC mintagyjtési

modszer beallitasa tomegspektrometrids analizishez.

II/2. A PRM alapu tomegspektrometridas mérés paramétereinek optimalizalasa SC

mintara.

11/3. Egy ), hexanmentes fehérje kinyerési modszer kidolgozasa és dsszevetése a hexan

alapti médszerrel.

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

specifitassal rendelkez6 PRM alapu tomegspektrometrias modszer segitségével.



Anyagok és modszerek

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

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

1. Mintagyiijtés

1.1. Bérbiopszias mintak gytijtése

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

nagyitasa soran meghaladja a kettot.

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 el6tt

leallitottak.

A begylijtott borbiopszias mintak egyik felébdl génszintii vizsgalatok torténtek RT-gPCR

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



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

Ebben az esetben a teljes bormetszeteket formalinban fixaltuk, majd paraffinba agyaztuk.

1.2. A stratum corneum minta gytujtése

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

Mivel a minta kinyeréséhez és analiziséhez egy olyan 0j modszert alkalmaztunk, mely
korabbi irodalmakban még nem volt leirva, ezért a begyiijtott mintak egyik felét a vizsgalati
modszer optimalizalasara hasznaltuk fel. Elsé 1épésként a mintagyiijtés metodikajat
optimalizaltuk (2 egészséges Onkéntes: 1 nd, kora: 41 év; 1 férfi, kora: 34 év), ezt kdvette a
PRM alapt tomegspektrometrids modszer bedllitdsa (egy stulyos 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.

crer

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).

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
koncentraciojanak ellenérzése 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 megfeleléen, hdéindukalt enzimmel Kkeriilt 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 expressziés Master Mix hasznélataval

(Applied Biosystem, Life Technologies).

A mérések minden esetben a LightCycler® 480 System (Roche Magyarorszag Kift.,
Budadrs, Magyarorszag) miiszerrel torténtek a Debreceni Egyetem Genomi Medicina és
Bioinformatikai Szolgaltat6 Laboratoriumaban. A célgének relativ mRNS mennyiségét a
komparativ AACt modszer hasznalataval hataroztuk meg a standard gorbéhez viszonyitva. A

mérések PPIA mRNS expresszios szintjéhez lettek normalizalva.

3. A teljes bormetszetek rutin festése és immunohisztokémiai jelolése

Els6 1épésben a teljes bormintakat az apokrin mirigyek szama szerinti osztalyoztuk. A
szoveti részletek pontos meghatarozasa May-Griinwald-Giemsa festéssel tortént. A HS
16zi6kbol szarmazo bérmintak pathologiai silyossagat haematoxylin-eosin (H&E) festés utan
hataroztuk meg. A metszetek pathologiai vizsgalatat a DE Borgyogyaszati Klinika pathologusa
végezte. A bormintak osztalyozasa utan a célfehérjék mennyiségének meghatarozasa IHC-i

jeloléssel tortént.

3.1. 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 bekotodéseket 1 %-0S szarvasmarha szérum
albuminnal (bovine serum albumin - BSA) (Sigma-Aldrich Kft.) blokkoltuk, majd a

metszeteket nedves kamraban, 4 °C-on, egész éjszakan at inkubaltuk a primer antitestekkel.

Ezt kdvetden az anti-egér/anti-nyul HRP-konjugalt masodlagos antitestet (Dako) 15 percig,

nedves kamraban a gyart6 ajanlasanak megfeleléen hasznaltuk. Az antitestekkel val6 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-z61d oldattal tortént.

Annak érdekében, hogy a kiilonb6z6 borteriiletek mintdiban egy adott fehérje mennyiségét
Ossze tudjuk hasonlitani, a jelolés idejét standardizaltuk. Egy fehérje jelolését minden esetben
egymassal parallel, ugyanabban az id6ben végeztiikk. Minden fehérje jelolés alkalmaval a
normalizalast pozitiv, negativ és izotipus kontroll hasznalata mellett végeztiik [egér és nyul IgG

(Covalab), nyal immunoglobulin frakcié (Dako)].

4. A stratum corneum eltavolitasa a borfelszinérol

A SC-t az irodalomban leirt, bérgyogyaszati mintavételre kifejlesztett D-Squame korongok
segitségével gyijtottik 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 6raval nem mostak
meg detergenssel a mintavétel helyét, nem hasznaltak semmilyen kozmetikumot. Kozvetleniil
a mintavétel eldtt a borfelszint nem tisztitottuk le alkoholos fertétlenitdvel. A D-Squame
korongokat 10 masodpercig, kozepes erdvel nyomtuk a bor felszinére. Ezt kovetden a SC-ot
tartalmaz6 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 technikaval eltavolitott fehérjéket hexan
alapti modszerrel nyerték ki a korongok felszinérél. Ezt a mddszert hasznalva a korongokat
szilan boritasu targylemezekre (Sigma-Aldrich Kft.) ragasztottuk, majd egy éjszakan at,
szobahdmérsékleten hexanban aztattuk. A metszeteket 8 M-os ureaban denaturaltuk 30 percig,

szobahomérsékleten, nedves kamraban.

A SC-bdl kinyerhet6 AMP mennyiségének ndvelése érdekében a hexan alap extrakcios

modszert a kdvetkezOk szerint modositottuk. A D-Squame korongokat a bor felszinérdl valod
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eltavolitasa utan nedves kamraba helyeztiik tigy, hogy a korong mintat tartalmaz¢é oldala felfelé

nézzen, majd kdzvetleniil a korongra helyeztiik a 8 M-0s ureat, ami denaturalta a fehérjéket.

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 gyarté altal meghatarozott
protokollt kovetve 96 lyuku mikrotiter lemezen. Negativ kontrollként a 0.1%-0s SDS oldat
szolgalt. A fehérjetartalmat 570 nm hullamhosszon mértiikk le a Labsystem Multiskan MS

spektrofotométer segitségével (ThermoFisher Scientific, Waltham, Massachusetts).

7. A stratum corneum fehérjetartalmanak proteolitikus emésztése

A tripszines emésztés elott 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 elétt az oldat urea tartalmat 1 M
koncentraciora higitottuk 25 mM-os ammonium-bikarbonat oldattal. A fehérjéket 37 °C-on egy
¢éjszakan at emésztettiik stabilizalt, MS tisztasaglh TPCK vizsgalt szarvasmarha tripszinnel
(Sigma-Aldrich Kft.). A tripszin:fehérje arany 1:25 volt. Emésztés utan 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
eluatumokat beszaritas utan -20 °C-on taroltuk a tomegspektrometrias analizisig. Mérés elott a

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



8. A PRM assay tervezés

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

borbetegségek jellemzésére.

A fehérjék aminosav szekvencidit az UniProt adatbazisbol letoltottiik, és az ExPaSy
PeptideCutter szoftver (https://web.expasy.org/peptide cutter/) segitségével in silico tripszines
hasitast végeztiink. A 100% hasitasi valoszinliséggel keletkezd 5-14 aminosav hosszusagi
triptikus peptid szekvenciakkal 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 s

a késobbiekben mindségi €s kvantitalasi kontrollként hasznaltuk.

9. Tomegspektrometrias vizsgalat

A tripszinnel emésztett SC mintak tomegspektrometrias vizsgalatat randomizalds utan
duplikdtumban végeztiik el azonos mérési feltételek mellett. A tomegspektrometrias analizis

el6tt minden mintahoz a korabbi beallitasoknak megfelelé SIL peptid-mennyiséget adtuk.

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

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 porusatmérd, Thermo Scientific) segitségével egy Acclaim PepMap RSLC (150 mm X
50 um, 2 um részecskeméret, 100 A porusatméré, Thermo Scientific) elététoszlopon tortént
somentesités utan. Az A’ puffer LC mindségii viz volt 0,1 % hangyasavval (VWR), miga ’B’

puffer LC minéségii acetonitril 0,1 % hangyasavval. A elvalasztas soran a ’B’ puffer aranya 5
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% -161 20 % -ra nott 5 perc alatt, majd 45 % -os 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 moddban végeztiik el. A prekurzor ionok kivalasztasat
kovetden 30 % normalizalt CID energiaval fragmentéaltuk a peptideket, majd a fragmens
ionokat az Orbitrap analizatorban (50000 felbontas, AGC cél: 1,0e4, centroid modd)
regisztraltuk 114-1000 m/z tartoméanyban.

10. Az adatok Kiértékelése, statisztikai analizise

A teljes bor THC és RT-QPCR vizsgalatit 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 also és fels6 értékét, valamint az atlagértékeket abrazoltuk, amit a

Panoramic Viewer szoftverrel értékeltiink ki.

A SC fehérjéinek kvantitalasahoz a Skyline szoftvert hasznaltuk. 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 korabbi vizsgélatai soran kimutatta, hogy a
faggyumirigyekben gazdag bort eltéré immun és permeabilitasi barrier sajatossagok jellemzik,
mint a mirigyekben szegény boérrégiokat, igy jelen munkank soran elészor a harmadik
borrégionak, az apokrin mirigyekben gazdag, nedves bor jellegzetességeinek vizsgalatat tliztiik
ki célul, majd azt vizsgaltuk, hogy az AGR bér immunkarakterisztikaja fogékonnya teheti-e

ezen terlileteket egy IL-17 medialta gyulladas kialakuldsara.

1.1. Immunsejtek vizsgalata nedves bérben és hidradenitisz Szuppurativaban

Az AGR borteriilet sejtes Osszetételét elsoként 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
borteriilethez hasonlitva, mig a LC-k (CD1a") és a makrofagok (CD163") szamaban nem
detektaltunk szignifikdns kiilonbséget a két borrégid kozott. Vizsgaltuk a DC-k érési és
amelyek a vizsgalatok tobbségében nem mutattak jelentds kiilonbséget a két egészséges
borrégid kozott. Egészséges nedves bor és 1¢€zios HS boérmintak fehérje szinten torténd
osszehasonlitdsa soran azt tapasztaltuk, hogy a HS bérmintdkban a CD11¢" DC-k és a CD4" T-
sejtek szama szignifikansan tovabb nétt az AGR bormintakhoz képest, a DC-k aktivalt
allapotba kertiltek, valamint szignifikans mennyiségii CD163" makrofag jelent meg. A DC-k

magasabb aktivaltsagi fokat a génexpresszios vizsgalatok is alatamasztottak.

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
12



IL10" sejtek szignifikdnsan nagyobb szamban jelentek meg az egészséges AGR bdrteriileten a
GP borrégiohoz képest, st ez utobbi régioban ezek a sejtek majdnem teljesen hianyoztak.
Kvantitativ RT-qPCR moédszerrel a fent emlitett T-sejtekhez kapcsolddo faktorok expresszioja

nem mutatott szignifikans kiilonbséget a vizsgalt egészséges borrégiok (AGR, GP) kozott.

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 detektalhatd. Th2, Th22
¢s Treg sejtekhez kothetd molekuldk tekintetében nem taldltunk jelentds eltéréseket a két

egészséges borrégio kozott.

Egészséges AGR és 1ézi6s HS mintak dsszehasonlitasakor azt tapasztaltuk, hogy a Th17
sejtekhez kothetdé molekulak (IL-1B, IL-17A, IL-23A, TGF-B), valamint a Thl sejteket
jellemzd 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-17%, IL-10" sejtek szama szignifikansan tovabb ndvekedett és nagy mennyiségii
TNF-a" és az IFN-y* sejt jelent meg a HS-as bérmintakban az egészséges AGR bérteriiletekhez

képest.

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 1ézi6s HS

borben.

Osszehasonlitva az egészséges AGR borteriiletet a GP bdrteriilettel. 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 jellemzé molekuldja mutatott szignifikans
eltérést AGR boérben GP borhoz képest.

A 1éziés HS és az AGR bérmintakat Osszehasonlitva azt tapasztaltuk, hogy a HS
bérmintakban a CCL3, CCL19, CCL20, CCL23 kemokinek, a DEFB4B, S100A7, S100A8,
S100A9 és a LCN2 AMP-k, valamint a KRT17 barrier molekula génexpresszios szintje
szignifikansan magasabb volt, mint az egészséges AGR borben. A Th17-hez k6tdd6 kemokinek
kozil a CCL2, CCL20, az AMP-k koziil az S100A8, LCN2 és a barrier molekulak koziil a
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KRT17 szignifikdnsan emelkedett mennyisége fehérje szinten is kimutathat6 volt, mig a LOR
molekula fehérje mennyisége szignifikansan csdkkent a HS borben az AGR mintdhoz képest.

Mindez azt jelzi, hogy a HS 1€ézids bérben az 1L-17 altal szabalyozott immunvalasz van jelen.

A proinflammatorikus molekuldk vizsgalata soran megallapithat6, hogy sem fehérje, sem
génexpresszios szinten nem tapasztalhato jelentds eltérés az egészséges GP és az AGR borrégio

kozott, HS borben mennyiségiik szignifikdnsan megemelkedett.

ATLR2, TLR4, NLRP3, IL-1B és a TNF-a komponensek fehérje és génexpresszios szinten
egészséges AGR és GP boérben alacsonynak mutatkoztak, mig HS boérben szignifikansan

nagyobb mennyiségben voltak jelen az AGR bérrégidval dsszehasonlitva.

2. Egészséges borrégiok stratum corneumanak vizsgilata tomegspektrometrias

modszerrel

2.1. Az AMP tartalom vizsgalatiahoz sziikséges modszer optimalizalasa

Masodik kutatasi projektink célja a kiilonb6z6 borrégiok SC-ban jelen levd AMP-k
azonositdsa, expressziojuk Osszehasonlitisa. A SC AMP tartalmdnak meghatdrozasahoz
vizsgalataink elsé részében optimalizaltuk a minta gy(jtését, a fehérje kinyerésének
metodikdjat és az PRM alapti tomegspektrometrias modszert egészséges, valamint gyulladt
bérben. A fehérjét specialis D-Sgame adhézids koronggal gylijtottiik be az egészséges,
kezeletlen és tisztitatlan boérfelszinr6l. A SC mintakat egészséges egyének homlokarol,

valamint arcarol gytjtik.

2.1.1 A mintagyiijtés optimalizalasa

A SC-r6l D-Squame koronggal eltavolithatd 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
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korongot az adott borrégion beliil kiilonb6z6 teriiletre ragasztottuk, majd a mintak teljes fehérje

c sy

A SC-bdl nyerhet6 teljes fehérje mennyisége inkabb egyénekre specifikus tulajdonsag,
nem fligg attol, hogy melyik borrégiorol 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 kiillonbozo helyre ragasztott korongot hasznaltunk.

2.1.2. A PRM alapu tomegspektrometrias modszer tervezése és optimalizalasa

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

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

tomegspektrometrias analizis soran.

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 retencids id6ben azonosithatd volt (koeliciot
mutatott), a vizsgalt peptidet azonositottként fogadtuk el. Amennyiben az endogén peptid
spektruma nem mutatott koeluciot a neki megfeleld szintetikus SIL peptid spektruméval, ki lett
zéarva a tovabbi analizisbdl. Az endogén ¢€s a szintetikus SIL peptidek aranyat a Skyline szoftver
segitségével hataroztuk meg. Az igy meghatdrozott aranyok lettek felhasznalva a vizsgélati
csoportok esetében a kivalasztott AMP-k komparativ analizisére.
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Annak érdekben, hogy a SC mintdkban jelen 1év6é konstitutiv és indukalt AMP-k
azonosithatdsagarol megbizonyosodjunk egészséges, valamint gyulladdsos bdrbetegségben
szenvedd onkéntesektdl gyljtottiink SC mintat. Négy gyulladasos borbetegségben szenvedd
beteg (HS, Ps, PPR, AD), valamint egy 6nkéntes egészséges résztvevo lett bevonva a vizsgalat
ezen részébe. A HS mintdkat honalji régidbol, a Ps mintakat az alsé végtagrol, a PPR mintakat
arcrol és az AD mintakat combrol gytijtottiik be, mig az egészséges kontroll mintak homlokrél
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 ¢s GADVWFK peptidjét, az LCN2 fehérje VPLQQNFQDNQFQG peptidjét,
a DCD fehérje ENAGEDPGLAR peptidjét, a LACRT fehérje SILLTEQALAK peptidjét és az
LYZ fehérje WESGYNTR peptidjét. Az SI00A9 fehérje DLYNFLK peptidje, az LL-37 fehérje
LLGDFFR peptidje és a LCN2 fehérje TFVPGCQPGEFTLGNIK peptidje csak a gyulladasos
bérben volt jelen. Az SI00A7 fehérje SIGMIDMFHK peptidje, a hBD1 fehérje IQGTCYR
peptidje, a hBD2 fehérje GIGDPVTCLK peptidje, a hBD3 fehérje GIINTLQK peptidje, a
hBD4 fehérje ICGYGTAR peptidje, a LCN2 fehérje SYNVTSVLER 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 detektalhatd mennyiségben jelen.

2.1.3. A fehérje elucio optimalizalasa

Egészséges és gyulladt borben a vizsgalt 18 peptidbdl 9-et lehetett detektalni (DLYNFLK
peptid az  SI100A9  fehérjebdl, 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 fehérjébdl, 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 eliciés eljaras-e az oka, a

kovetkezd 1épésben a hexan alapu elucids eljarast 6sszehasonlitottuk a hexanmentes eliicios
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eljarassal. Tiz koronggal gyiijtottiink SC mintat egy egészséges felnétt férfi homlokarol, amit

két részre 0sztottuk a hexan alapu és a hexanmentes peptid kinyerési modszerhez.

A korongrol kinyert fehérjéket tripszines emésztése utan tomegspektrométer segitségével
vizsgaltuk meg. A hexan alapu 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. 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 eliicios moddszerrel szignifikansan nagyobb
peptidmennyiséget lehet kinyerni a korongokrol, mint a hexan alapti eljarassal. Ezért a tovabbi

vizsgalatokhoz a hexanmentes elucids eljarast hasznaltuk.

2.2. Kiilonb6zo egészséges borrégiok antimikrobiialis peptid mennyiségének

osszehasonlito vizsgalata

A modszer optimalizalasa utan az egészséges GP, SGR és AGR borrégiok AMP
mennyiségének 0sszehasonlitod vizsgalatat végeztiik el. A SC mintdkat 15 egészséges (10 nd és
5 férfi) résztvevoé GP, SGR, AGR borrégidjabol gyijtottiik. A SC mintak rendre az alkarrol, a
homlokrol és a honalji teriiletrdl lettek gytjtve, ami a GP, SGR, és AGR boérrégiokat
reprezentalja. A begylijtott mintdk fehérjemennyiségét az optimalizalt peptid elaciods
modszerrel nyertik ki a korongokrol, majd PRM alapi tomegspektrometrids modszer
segitségével meghataroztuk a vizsgalt 18 AMP endogén és SIL peptid aranyat a harom (GP,
SGR, AGR) bérrégidban.

A kvantifikalas feltételeinek ot fehérje hat peptidje felelt meg koeluciojuk alapjan. Az
S100A8 fehérje ALNSIIDVYHK peptidjét és a LCN2 fehérje VPLQQNFQDNQFQGK
peptidjét nem, mig a SI00AS fehérje GADVWEFK peptidét alacsony mennyiségben tudtuk GP
bérrégioban detektalni. Ezek a peptidek AGR teriileten emelkedettebb, mig SGR bérteriileten
szignifikdnsan nagyobb mennyiségben voltak jelen a GP bdrteriilethez képest. A LACRT
fehérje SILLTEQALAK peptidje és a LYZ fehérje WESGYNTR peptidje AGR bérben nem
volt mérhetd. GP bérben a LACRT fehérje SILLTEQALAK peptidje alacsony mennyiségben,
a LYZ fehérje WESGYNTR peptidje nem volt detektalhatd. Ez a két peptid szignifikansan
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nagyobb mennyiségben volt jelen SGR bdrben a GP és az AGR bérrégiokhoz hasonlitva. A
DCD fehérje ENAGEDPGLAR peptidje mindhdrom boérrégioban detektalhaté mennyiségben

voltjelen, viszont az egyes borteriiletek DCD mennyiségében nem volt szignifikans kiilonbség.
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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 figyelhetd meg szaraz borrel dsszehasonlitva, 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
milidjét IL-17-hez kothetd kemokinek, AMP-k és barrier tulajdonsagok jelenléte egésziti ki.

crer

allapot el6zi meg, mely a follikulusok kommenzalis baktériumai ellen irdnyuld aberrans KC
valasszal kezdédik. Az egészséges nedves bér egy sajatos régio-specifikus mikrobiota
kornyezettel rendelkezik, az erre a terilletre specifikus kémiai milidnek, pH-nak,
paratartalomnak és hoémérsékletnek koszonhetéen. Ez a sajatos kommenzalis flora
homeosztatikus kapcsolatot tart fenn az AGR bor régid-specifikus immun és barrier

kornyezetével.

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
kéarosodik. Ezek a folyamatok vezetnek az IL-17/IFN-y tipust gyulladas kialakulasahoz HS-

ban.

Kisérleti eredményeink szerint a HS pathomechanizmusa nagyon hasonlit a Crohn

betegségben leirt patholdgias folyamatokhoz.

Eredményeink arra utalnak, hogy az egészséges AGR borre jellemz6 nem gyulladasos
IL-17 immunmilié hajlamossa teheti ezt a teriiletet olyan IL-17 tipust gyulladasos betegségek
kialakulasara, mint amilyen a HS, mivel a nedves bor 0sszes jellegzetes adaptiv és velesziiletett
immun és barrier jellegzetessége HS-ban is megtalalhato, sot felerésodott formaban van jelen.
Emellett HS-ban wjabb aktivacids és gyulladasos markerek is megjelennek, 1étrehozva egy
gyulladasos kornyezetet. Tehat az egészséges AGR bdrben alacsony mennyiségben jelen 1évo,
gyulladasos aktivitast nem mutatd 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-
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o expresszios szintet is detektaltunk HS 1¢zi6s borben, mellyel kapcsolatban az irodalmi adatok

eddig ellentmondésosak voltak.

2. Az egészséges boOr stratum corneumanak antimikrobialis peptidosszetételének

kiilonbségei szaraz, nedves és zsiros bérrégioban

Az AMP-k fontos szerepet jatszanak a bér homeosztatikus allapotanak fenntartasaban,
a bor felszinén elhelyezkedd normalflora optimalis kornyezetének biztositdsdban, a pathogén

vagy csokkenése a borbarrier egyensulyi allapotanak valtozasat jelzé6 markerek lehetnek.

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 kohézids erdé nd, ennek megfelelen a tape stripping technikaval
eltavolithat6 fehérje mennyisége exponencidlisan csokken a SC mélyebb rétegei felé¢ haladva.
Megfigyelték azt is, hogy a mintavételek soran a mintat ad6 személy diszkomfort érzete nd, ha
ugyanarrdl a helyrdl tobb korongot tavolitanak el. A SC legfelsé rétege biztositja az elsé
védelmi vonalat a szervezetet éré korokozokkal szemben, ezért a bérfelszinre szekretalt AMP-
k 6sszetételének meghatarozasa szempontjabdl a SC vizsgalatanak kiemelked? jelentdsége van.
Vizsgalatainkhoz az elsé korong fehérjetartalmat hasznaltuk fel és egy helyrdl csak egy

korongot tavolitottunk el.

Az AMP 0sszetételében 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, igy vizsgalatanak klinikai relevanciaja lehet.

Az egészséges bor topografiailag eltérd teriileteinek és a gyulladasos bérbetegségek
pathomechanizmusanak vizsgalata szempontjabol a SC analizisének kiemelkedd jelentsége
van mind a kutatasban, mind a klinikumban. Jelenleg a borben lezajlé immunoldgiai valtozasok
vizsgalatahoz biopsziaval gyiijtenek mintat, mely egy invaziv, sebképzédéssel jaro eljaras. Epp
ezért felmeriilt az igény egy minimalis invazivitassal jaro, fajdalom és hegképzddés nélkiili

mintagytjtési modszer irant. A klinikai gyakorlatban ez a vizsgalati modszer kiegészitheti a
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korabbi protokollokat, segitheti a pontos diagndzis meghozatalat, valamint a megfelel6 terapias

lehetdség kivalasztasat.

Vizsgalataink soran kidolgoztunk egy, a korabbi tanulmanyokban leirt hexan alapt
elicios modszerrel ellentétben 0j, hexdnmentes eluciés moddszert. A mintagytlijtéshez D-
Squame korongot hasznaltunk. Mivel a D-Squame koronggal eltavolithato fehérje mennyisége
korlatozott, az volt a célunk, hogy a korongrol kinyerheté fehérje mennyiségét noveljik.
Osszehasonlitva a hexan alapt és hexdnmentes technikat, az utobbival szignifikansan nagyobb
mennyiségl fehérjét lehetett kinyerni a korongok felszinérél. A hexanmentes eltcids technika
esetén a fehérje denaturdlasa kozvetleniil a korong felszinérdl tortént, mig a hexan alapu
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 eldtt beiktatott hexannal torténd aztatds, méréseink szerint jelentds fehérje

vesztéssel jar, de ennek bizonyitasa tovabbi vizsgalatokat igényel.

Korédbbi irodalmakban a SC proteomikai vizsgalatahoz az altalunk is hasznalt tape
stripping mintavételi moddszert hasznaltdk, azzal a kiilonbséggel, hogy ugyanarrdl a
bérfelszinrdl tobb koronggal tavolitottak el a fehérjetartalmat. Ezt kdvetéen antigén-antitest
felismerésen alapuld (ELISA, THC) molekularis biologiai modszerrel kiilonbozé AMP-ket
detektaltak (hBD, LL-37, RNase 7, SLI00A7, DCD). 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
felbontast analizator (Orbitrap) segitségével végeztik el. A PRM MS nagy specifitasa,
érzékenysége, széles dinamikai tartomanya és multiplex tulajdonsdgai miatt alkalmas olyan
biologiai mintak vizsgalatara, amelyekben a minta fehérjetartalma alacsony. Mivel a SC kiilsé
rétegeibdl eltavolithato fehérje mennyisége tape stripping modszerrel korlatozott, ezért a PRM

alapt tomegspektrometrias modszer alkalmas a mintdk pontos analizisére.

A SC mintakban 6 olyan AMP-t (S100A7, S100A8, S100A9, hBD2, LCN2, TSLP)
vizsgaltunk meg, aminek expresszioés 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 bérnek.
A vizsgalt 13 AMP koziil 5 fehérje 6 peptidjét (az SI00A8 fehérje ALNSIIDVYHK ¢és
GADVWEFK peptidét, a LCN2 fehérje VPLQQNFQDNQFQGK peptidjét, a DCD fehérje
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ENAGEDPGLAR peptidjét, a LACRT fehérje SILLTEQALAK peptidjét és a LYZ fehérje
WESGYNTR peptidjét) tudtuk detektalni az egészséges bor kiillonbozo régidiban.

A kimutathatd 5 fehérjébol 4-et (S100A8, LCN2, LACRT ¢és a LYZ fehérjék)
szignifikansan nagyobb mennyiségben detektaltunk SGR borrégioban dsszehasonlitva a GP és
az AGR bérrégiokkal. Az S100A8 fehérje ALNSIIDVYHK ¢és GADVWFK peptidjeit és a
LCN2 fehérje VPLQQNFQDNQFQGK peptidjét jelentésen nagyobb mennyiségben tudtuk
detektalni AGR bérben 6sszehasonlitva a GP borrégidval, valamint szignifikansan nagyobb
mennyiségben volt jelen SGR bérteriileten, mint GP és AGR bdérben. Ezek az adatok

Osszhangban vannak a vizsgalataink elso 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 borben 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

borteriilethez képest.

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

bizonyos gyulladasos borbetegségek kezdeti stadiumaban.

Az AMP-k fontos szerepet jatszanak bizonyos bdérbetegségek pathogenezisében,
mennyiségiik Osszefligghet a betegségek sulyossagaval. A tape stripping technikaval nyert SC
fehérje tartalmanak PRM alapt tomegspektrometrias analizise lehetdséget biztosit az AMP-k
vizsgélatara. Ez segitséget nyqjthat a kiilonb6z6 bodrbetegségek (HS, AD, Ps, PPR)
pathomechanizmusanak kutatasaban, a klinikai gyakorlatban pedig a betegség sulyossaganak
monitorozasaban. Hasznos lehet tovabba a terdpias hatékonysdg nyomonkdvetésében, mivel

lehetdséget biztosit a borfelszin AMP Osszetételének meghatarozasara terapia eldtt €s utan.

22



Osszefoglalas

Az emberi bor nem csak az anatdmiai, kémiai és mikrobidta 6sszetételében mutat
kiilonbséget a topografiailag eltér6 harom f6 borteriileten (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 borteriileten az AD, AGR régioban a HS és SGR teriileten az

akné és a PPR el6fordulasa.

Elsdként fehérje és gén szinten vizsgaltuk az egészséges AGR bor és egy AGR borre
lokalizalodo gyulladdsos bdrbetegség, a HS immunoldgiai jellegzetességeit. GP bdrrel
Osszehasonlitva AGR bérben egy nem gyulladasos IL-17/IL-10 citokin kornyezet figyelhetd
meg, emelkedett CD4" Th sejt és gyulladasos aktivitast nem mutaté CD11c* DC szammal. Az
IL-17-hez kothetd kemokinek, AMP-k és barrier molekula szintje szignifikansan nagyobb
AGR-ben, mint GP-ben. HS-as bdrben 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 gyullad4sos markerek mellett ljabbak is megjelennek. Osszehasonlitva az egészséges
AGR bdrrel, HS-as bdrben szignifikdnsan megemelkedett az immunvalasz sejtes elemeinek
szama és aktivitasa, 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.
Vizsgalataink soran megfigyeltiik, hogy a koronggal eltavolithatd SC mennyisége az egyénekre
specifikus és nem fiigg a vizsgalt borrégiotol. Kimutattuk, hogy a hexdnmentes ellicios
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 Dborbetegségek pathomechanizmusdnak kutatasdban, a klinikai gyakorlatban a

gyulladasspecifikus AMP-k meghatdrozasaval képet kaphatunk a gyulladas mértékérdl.
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