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BEVEZETES

A boriink nélkiilozhetetlen kapcsolatot tart fenn a testlink és kdrnyezetiink kozott. A jol ismert
permeabilitasi barrier funkcidja mellett bortink aktiv immunologiai barriert is képez, amely
az immunolodgiai védelem elsd vonalat biztositja a fert6zésekkel szemben. Az epithelialis
sejtek ¢és immunsejtek kozott egy hatékony ,.crosstalk” all fenn, amely biztositja a
gazdaszervezet védelmét, €s a szoveti homeosztazis fenntartasat vagy helyreallitasat. Emellett,
a bor felszinét és fliggelékeit egy nagyon valtozatos mikrobialis kozdsség népesiti be
(mikrobialis barrier), mely szintén folyamatos kolcsonhatdsban van a szervezet epithelialis és
immunsejtjeivel, és ezaltal képes befolyasolni az immunmiikddést. A mikrobialis kozdsségen
tul egy szigoruian szabalyozott kémiai milié (kémiai barrier) is szerepet jatszik a bor barrier
funkciojaban. Az emlitett négy f0 barrier komponens (permabilitdsi, immunolégiai,
mikrobidlis, kémiai barrier) kozott 1étrejovo jol szabalyozott kdlesonhatasok finoman hangolt
egyensulya elengedhetetlen a bor barrier mikddéséhez, ami egyszerre kell, hogy biztositsa a
mechanikai (permedbilis) barriert, az immunologiai barriert, a mikrobidta kozosség és a kémiai

milio fennallasat.

Ha a négy komponens barmelyike kéarosodik, a kozottik 1éve egyensuly valamilyen oknal
fogva felbomlik, fert6z6, daganatos vagy immunmedialt gyulladdsos bdrbetegségek
alakulhatnak ki. Ezen betegségekre jellemzd tulajdonsag a barrier kérosodas altal inicialt
régidspecifikus megjelenés, mint példaul az atdpids dermatitis (AD) és rosacea.

Emellett ismert tény, hogy a boériink nem egységes, hiszen az anatomiai kiilonbségek alapjan
harom f6 régiot kiilonboztethetiink meg: faggytmirigyekben gazdag (zsiros, sebaceous gland
rich, SGR), apokrin mirigyekben gazdag (nedves, apocrine gland rich, AGR) és mirigyekben
szegény (szaraz, gland poor, GP) teriiletek. Az SGR régiohoz sorolhatjuk a hajas fejbort, arcot,
ful mogotti régiot, a mellkast €s vallakat, az AGR régidhoz tartoznak a hajlati tertiletek, mint
pl. a honalj és a glutedlis régid, mig a GP régidhoz a végtagok és a torzs also része tartozik. Az
utdbbi évek kutatasai fényt deritettek arra, hogy az anatémiai regionalis kiilonbségek mellett,
feltehetden azzal Osszefliggésben, a barrier komponensek tekintetében is regionalis eltérések
figyelhetdek meg, és ez fontos jelentdséggel birhat, hiszen magyardzatot adhat egyes
gyulladadsos bdrbetegségek, kiilonosen a barrier karosodds 4altal inicialt betegségek

tulajdonsagaira.



A kutatdcsoportunk legfobb kutatasi célja az egészséges borrégiok barrier egységeinek
vizsgalata, illetve a kiilonb6z6 borrégiokon kialakuld régid specifikus borbetegségek
megjelenésének hatterében all6 molekularis mechanizmusoknak a feltardsa. Munkdm soran
elészor a keratinocitak altal termelt foként citokin tipusi mediatorokat vizsgaltam a harom
eltérd borrégdkban, illetve a GP régidra lokalizal6do atopias dermatitis-ben. A disszertaciomat
képezd masodik tanulméanyban pedig mélyebben vizsgaltuk az atopias dermatitis-t, mely soran
az antimikrobidlis peptid tipust mediatorok expresszidjanak feltarasara fokuszaltunk, majd

Osszehasonlitottuk 6ket a psoriasisban (PsV) mért kifejezddési szintekkel.

CELKITUZES

A kutatécsoport korabbi kutatdsai soran az egészséges borrégiok keratinocita eredetii
antimikrobialis peptid és kemokin molekula mintazata mar feltarasra keriilt, azonban a
keratinocita eredetli citokinek vizsgalata még nem tortént meg. Emellett, eddig még senki nem
vizsgalta atfogdan az antimikrobidlis (AMP) tipusu epimmunom molekuldk expressziojat

atopids dermatitis-ben.

I. Jelenlegi kutatdsunkban célunk tehat az egészséges SGR, AGR és GP bdrrégiok citokin
tipusu epimmunom molekula profiljdnak 6sszehasonlitasa: 1.) mRNS szinten qRT-PCR-al, 2.)

fehérjeszinten immunhisztokémia (IHC) és 3.) immunfluoreszcencia (IF) modszerekkel.

II. Ezutan célul tiztik ki az egészséges GP boérre jellemzd citokin tipusi epimmunom
molekuldk vizsgalatat egy régiospecifikus immunmedialt gyulladasos borbetegségben, AD-
ben fehérjeszinten IF modszerrel, illetve elvégeztiik ezen citokinek expresszidjanak

Osszehasonlitdsat masik két gyulladdsos borbetegséggel, a rosaceaval (PPR) és PsV-al.

ITII. Végezetiil az AMP tipusi epimmunom molekuldk expresszios szintjeinek atfogd
vizsgalatat végeztiik el 1.) AD-ben mRNS szinten qRT-PCR-ral, ¢és 2.) fehérjeszinten IHC-val,
3.) illetve PsV-ban fehérjeszinten IHC-val, az sszehasonlithatd fehérje expresszios szintek

érdekében.



ANYAGOK ES MODSZEREK

Jelen tanulmanyokhoz az egészséges bormintak plasztikai miitéteken atesé egészséges
személyektdl, a betegekt6l szdrmazd borbiopszids mintdk pedig a Debreceni Egyetem
Boérgyogyaszati Klinika jarobeteg szakrendelésén megjelent betegektdl szarmaztak. A
vizsgalathoz sziikséges Helsinki nyilatkozat iranyelveinek megfeleld beleegyezo nyilatkozatok
minden esetben aldirdsra keriiltek. A tanulmanyt a Debreceni Egyetem helyi etikai bizottsaga

jovahagyta (engedély szam: 1V/2072-2/2020/EKU).

A bOrmintak gyiijtése soran minden mintat 2 darabra vagtunk, melynek egyik részét RN Alater-
be helyeztiik a késébbi RNS izolalashoz, majd -80°C-on taroltuk, masik felét pedig formalinos
fixalast kovetden paraffinba dgyaztuk a fehérjeszintii kisérletekhez. Az egészséges mintakat a
hematoxylin-eosin festést kdvetden csoportositottuk a faggyimirigyek €és apokrin mirigyek
szdma alapjan. Fénymikroszkop 10X-es nagyitasan, ha az egységnyi teriiletre jutd
faggyamirigyek szama meghaladta a harmat, akkor SGR; ha az apokrin mirigyek szama
meghaladja a kett6t, akkor AGR; ha pedig az apokrin ¢s faggytimirigyek szama kevesebb mint
egy, akkor GP mintdk kozé soroltuk az adott mintat. A beteg bérmintdk kozépstlyos-sulyos
allapotu betegektdl szarmaztak, akik szisztémas kezelés alatt nem alltak, vagy a kezelés

legalabb 3 héttel a mintavétel elott le lett allitva.

Mintagytijtés

Az citokin tipusu epimmunom molekulak vizsgalatahoz (els6 projekt) az egészséges bormintak
(n=10-10-10 db) SGR (atlagéletkor = SD: 63,4 + 15,43 év), AGR (atlagéletkor + SD: 63,3 +
10,48 év) és GP (atlagéletkor = SD: 48,1 + 15,94 év) borteriiletekrdl szarmaztak. Emellett 7 db
1éz16s AD (atlagéletkor = SD: 29 + 8,25) és PPR (atlagéletkor + SD: 53,3 + 14,70) mintat,
illetve 6 db PsV (atlagéletkor = SD: 68 + 15,52) és Scalp Ps (atlagéletkor + SD: 57 + 18,12)
betegmintat gytijtottiink.

Az AMP tipust epimmunom molekuldk expresszidjanak vizsgéalatdhoz 10 db stlyos AD-s
beteg 1¢z16s és nem 1€zi6s (atlagéletkor £ SD 34,3 + 10,06), illetve 5 db sulyos PsV beteg 1€z10s
(atlagéletkor = SD 47,8 + 14,3) teriiletérdl gylijtottiink bérmintakat. Egészséges kontrollként
10 db GP (atlagéletkor = SD 46,90 £ 7,95) bérmintat hasznaltunk.



RNS izolalas, reverz transzkripcios atiras és real-time kvantitativ PCR (QRT-PCR)

Minden mintat TriReagent (Sigma-Aldrich, Dorset, UK) oldatban homogenizaltunk Tissue
Lyzer (QIAGEN, Németorszag) hasznalataval, fémgyongyokkel t6ltott innuSPEED
liziscsovek segitségével (Analytik Jena, Németorszag). A borbiopszidkbol total RNS-t
(Thermo Fisher Scientific, Bioscience, Waltham, MA), az RNS mindségét pedig Agilent 2100
Bioanalyzer-rel (Agilent Technologies, Santa Clara, CA, USA) ellendriztiik. Az RNS-t a High
Capacity ¢cDNA Archive Kit (Invitrogen, Life Technologies, San Francisco, CA, USA)
segitségével irtuk at komplementer DNS-sé (cDNS) a gyartd utasitasait kovetve. A mintakat
DNase I-el (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA) kezeltiik el6. A reverz transzkripcios
real time kvantitativ PCR (qQRT-PCR) méréseket triplikatumban végeztiik el elére megtervezett
FAM-MGB probék, valamint TagMan® Gene Expression Master Mix (Applied Biosystems,
Life Technologies) haszndlataval. A mérések minden esetben a LightCycler® 480 (Roche)
miszer segitségével torténtek. A relativ mRNS mennyiséget a 2-AACt modszerrel szamoltuk

ki a PPIA mRNS expresszidjara normalizalva.

Immunhisztokémia (IHC)

Az THC vizsgalatokhoz paraffinba dgyazott blokkokbol metszett mintakat hasznéaltunk. A
deparaffinalas és a rehidratalds utdn endogén peroxidaz gatlast végeztiink 15 percig 3%-0s
H>0»-al. Ezutan kovetkezett a hdindukalt antigén feltaras. Az 1%-os Bovin Szérum Albuminos
(BSA) (Sigma-Aldrich kft.) blokkolds utan (1 ora) a metszeteket a kihigitott primer
antitestekkel nedves kamraban egy ¢éjszakan 4t 4°C-on inkubaltuk. Ezt kdvetden masnap anti-
egér/anti-nyul HRP konjugalt masodlagos antitestettel (Dako) inkubaltuk a mintakat 45 percig.
Az antitestekkel valo inkubalas el6tt és utdn a mintakat haromszor 5 percig mostuk TBST-vel.
Az el6hivast Vector® VIP ¢és ImmPACT™NovaRED™Kit (VECTOR Laboratories,
Burlingame, CA, USA) segitségével végeztilk, a hattérfestéshez pedig metil-zoldet
alkalmaztunk. Az egyes fehérjék kimutatdsit minden metszeten parhuzamosan, egyidejiileg
végeztilk, hogy az eredmények kiértékelésekor a detektalt fehérje expresszids szintek
Osszehasonlithatdak legyenek. A festések normalizalasara pozitiv, negativ és izotipus kontrollt

hasznaltunk.



IHC kvantifikalas

Minden vizsgalt molekula esetében a megfestett metszetek Whole Slide Imaging moddszerrel,
Zeiss Mirax Midi szkenner (Zeiss, Oberkochen, Németorszag) segitségével bedigitalizalasra
keriiltek. Ezutdn a metszeteket a Pannoramic Viewer szoftver (3DHistech, Budapest,
Magyarorszag) HistoQuant alkalmazasaval értékeltiik ki. Az alkalmazast minden molekula
esetében betanitottuk a pozitiv teriiletnek (pozitiv pixel), és a hattér elkiilonitésére. Minden
metszeten legalabb 3 db 500 um hosszisagl epidermalis teriiletetet tartalmaz6 régiot (Region
of interest - ROI) jeliiltiink ki. Ezt a betanitott algoritmust hasznaltuk minden metszet esetében
a ROI kiértékelésére. Végezetil meghataroztuk a teljes festddési intenzitdst és

Osszehasonlitottuk az értékeket a mintacsoportok kozott.

Pontozasi rendszer

Az citokin tipust epimmunom molekuldk vizsalatanal a metszetek kiértékelése utan célul
tlztiik ki az egyes régiokra jellemzO epimmunom-mintdzat meghatarozasat, és ehhez egy
egyszerlsitett, pontozasi rendszeren alapuldé megkozelitést alkalmaztunk. Minden molekula
esetében az Osszes mintacsoport egyéni (Pannoramic Viewerrel mért) értékeit novekvd
sorrendbe rendeztiik, és a legkisebb és a legnagyobb érték kozotti linearis skalat 3 egyenld
tartomanyra osztottuk. Ezeket az elére meghatarozott tartomanyokat (+), (++) vagy (+++)
jelekkel jeloltik. Minden molekula esetében az egyes tartomanyokat képviseld adatok
medianértékét rangsoroltuk ezekbe a tartomanyokba. Végezetiil azokat a molekuldkat

tekintettiik reprezentativnak egy adott régiora nézve, amelyek harom jelolést (+++) kaptak.

Immunfluoreszcens (IF) festés és kvantifikalas

A citokin tipust epimmunom molekuldk vizsgalata esetén az IF festést az IHC festéshez
leirtakhoz hasonldoan végeztiik a masodlagos antitest alkalmazasdnak a pontjaig. A primer
antitestekkel valo inkubalast kdvetden Alexa FluorTM 555 kecske anti-egér IgG (H + L) és
Alexa FluorTM 555 kecske anti-nyal IgG (H + L) masodlagos antitesteket alkalmaztunk
(ThermoFisher Scientific). Az IF festddés értékeléséhez metszetenként legaldbb 3 képet
készitettlink 200x-os nagyitason. Fiji (ImagelJ) program segitségével meghataroztuk az

epidermalis teriiletenkénti teljes intenzitasértéket 8 bites sziirkedrnyalatos képeken. Mivel az



IL-33 molekula a sejtmagban lokalizalodik, a pozitivitast csak a nukledris teriileten mértiik

ezen citokin esetében.

Statisztikai analizis

A statisztikai szignifikancia kiszamol4dsahoz minden esetben One-way ANOVA-t, kiegészitve
Tukey post hoc tesztel (normal adateloszlas esetén) vagy Kruskal-Wallis tesztet, kiegészitve
Dunn post hoc tesztel (ha az adatok eloszlasa nem volt normal) alkalmaztunk. A grafikonok a
mért mRNS és fehérjeszintek atlagait, illetve a 95%-os konfidenciaintervallumok min és max
értekeit mutatja. Az IF-elemzéseinkhez a csoportok kozotti statisztikai szignifikancia
meghatarozasdhoz parositatlan t-probat hasznaltunk (*P <0,05; **P <0,01; ***P <0,001)
normal adateloszlas esetén, vagy Mann Whitney-tesztet, ha az adateloszlas nem volt normal. A
statisztikai elemzéseket a GraphPad Prism szoftver 8-as verzidjaval (GraphPad Software Inc.,

San Diego, CA, USA) végeztiik.

EREDMENYEK

1. Citokin tipusu epimmunom molekulak vizsgalata topografiailag eltéro egészséges

borteriileteken

1.1 mRNS szinten a kiilonb6zo borteriileteket eltéré epimmunom készlet jellemzi

Elséként az irodalombdl ismert citokin tipusii epimmunom mediatorokat vizsgaltuk meg
mRNS szinten RT-qPCR-ral: IL25, IL33,IL23A4,IL17C,IL36RA, IL37,1L38,IL18,IL1B, IL24,
IL6, IL1A4, C-X-C Motif Chemokine Ligand [CXCL] 8 és IL36A4. Mivel az AMP- és kemokin-
tipusu epimmunom molekulak regiondlis eltéréseit kordbbi kutatdsainkban mar vizsgaltuk,
ezek nem képezték ennek a tanulmanynak a részét. Eredményeink szerint az /.25, IL36RA,
IL37, IL38 ¢és IL18 mRNS szintje szignifikansan magasabb volt a GP régioban az SGR
terlilethez képest. Ugyanakkor az ILIB szignifikansan emelkedett szintet mutatott az SGR
borben. Az AGR teriilet GP régioval valdé Osszehasonlitasakor az IL36RA, IL38 és ILI1S
molekuldk mRNS szintje mutatott szignifikansan alacsonyabb expressziot az AGR bdérben. Az
AGR ¢és SGR régiok 0Osszehasonlitasakor az IL33 és IL6 molekuldk mRNS szintje
szignifikdnsan magasabb, az IL/B mRNS szintje pedig szignifikdnsan alacsonyabb volt az

AGR teriileten az SGR b6érhoz képest



1.2 A Kkiilonbozo bérteriileteket eltéro epidermalis epimmunom fehérjeszintek jellemzik

Kovetkezd 1épésként célul tliztiik ki a citokin tipusi epimmunom molekulak (IL-25, IL-33, IL-
23, IL-17C, IL-36RA, IL-38, IL-18, IL-la, IL-1B, IL-6, IL-8 és IL-24) vizsgalatat
fehérjeszinten IHC-val a harom egészséges borteriileten. Festddési mintazatuk alapjan az IL-
18, IL-1p, IL-23, IL-25, IL-33 és IL-17C epimmunom molekuldk homogén eloszlast mutattak
az epidermiszben, az IL-33 ¢és IL-18 molekuldk a sejtmagban expresszalddtak, mig a tobbi
citokin a KC-k citoplazmdjadban volt megfigyelhetd. Az IL-1a, IL-24, IL-36RA és IL-38
festddésének intenzitasa a stratum granulosum rétegben volt a legerdsebb, a bazalis réteg felé
csokkend intenzitast mutatva. Az IL-6 ¢és IL-8 festddése eldzokénél gyengébb volt, azonban
hasonl6 csokkend mintdzatot mutatott a bazalis KC-k felé. A festddési mintdzat minden
molekula esetében hasonld volt a kiillonb6zé régiokban. Az SGR és GP bdrteriiletek
Osszehasonlitadsakor az IL-25, IL-33, IL-36RA ¢és IL-38 fehérjeszintje szignifikdnsan magasabb
volt a GP régioban. Ezzel szemben az IL-17C és az IL-23 molekulak fehérjeszintje
szignifikdnsan magasabb volt az SGR régioban a GP-hez képest. Az AGR és GP teriiletek
Osszehasonlitdsakor az AGR teriileten szignifikansan magasabb IL-17C fehérjeexpressziot
mértiink. Az AGR és SGR bdrrégiok dsszehasonlitasakor pedig az IL-18, IL-24, IL-25 és IL-

33 fehérjeszintek szignifikansan magasabbak voltak az AGR régioban.

Az mRNS- és fehérjszintli vizsgalatok kozotti ellentmondas azzal magyardzhatd, hogy a
transzkripcid és a fehérjeszintézis kozott szamos 1épés van (RNS-feldolgozas, transzkripcids
¢s transzlacios modositasok), amely befolyasolhatja a termelt fehérje mennyiségét. Az eltérés
azonban abbdl is adddhat, hogy az mRNS szintli vizsgalataink soran teljes borbiopszias
mintakat hasznaltunk, ezzel szemben a fehérjeszintli eredmények elemzésekor viszont csak az
epidermalis festddést vettiik figyelembe, hiszen jelen kutatdsunk fokusza az epidermalis KC-k
altal termelt epimmunom molekuldk, igy a dermiszben 1évd mirigysejtek citokintermelése nem

lett szamszerusitve.

Az THC méréseink eredményeinek tovabbi megerdsitése érdekében IF festést végeztiink azon
molekuldk esetében, amelyek jelentdsen eltértek a harom boérrégdban, hiszen a fluoroférok
intenzitdsa linedrisan ardnyos a fehérjetartalommal. Ezt a megkdzelitést alkalmazva azt
talaltuk, hogy az epidermalis IL-17C, IL-23, IL-25, IL-33, IL-36RA ¢és IL-38 fehérjeszintek

minden esetben dsszhangban alltak az IHC mérésekkel.
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1.3 Kiilonb6zo6 bérteriiletek eltéré epimmunom profiljainak funkcionalis karakterizalasa

Mivel jelen tanulmanyunkban egészséges borrégiokat vizsgaltunk, nem tudtunk hagyomanyos
moédon kontroll bdérmintdkat alkalmazni. Ezért az egyes régiok egyedi epimmunom-
mintazatdnak meghatarozasat tliztiik ki célul, amihez egy leegyszertsitett pontozasi rendszert
dolgoztunk ki. Minden molekula esetében az egyes régidkat reprezental6 adatok medianértékét
harom eldre meghatarozott tartomany alapjan rangsoroltuk, amelyeket (+), (++) vagy (+++)
jelekkel abrazoltunk. Azokat a molekuldkat tekintettiik egy régiora jellemzd molekuldknak,
amelyek harom jel6lést (+++) kaptak. Eredményeink szerint az SGR tertiletet az IL-23, az IL-
17C és az IL-18 jelenléte, a GP régiot pedig az IL-25, IL-33, IL-36RA, IL-38 és IL-18
molekulak jelenléte jellemzi. Az AGR régiot pedig az 1L-25, 1L-33, IL-23 ¢és IL-18 jelenléte
reprezentalja, igy mind az SGR mind a GP teriiletek jellemz6it hordozza. Ezutan, hogy feltarjuk
az egyes régidkra jellemzd epimmunom molekuldk szerepét, attekintettiik az azonositott
molekuldk homeosztatikus és gyulladdsos funkcidira vonatkoz6 szakirodalmat. Az irodalmi
adatok alapjan a GP teriiletre jellemzd epimmunom molekuldk homeosztatikus koriilmények
kozott Treg sejteket indukalnak, mig gyulladdsos allapotban eldsegitik a Th2-es és/vagy
gatoljak a Thl7-es valaszokat. Az SGR teriiletre jellemzé medidtorok homeosztatikus
kortilmények kozott segitenek fenntartani a bort kolonizald mikrobakkal valé egyensulyt egy
nem gyulladasos Th17-es immunmili6é fenntartdsaval, mig gyulladas soran gyulladasos Th17-
es valaszokat inditanak el. Az AGR régi6 mind az SGR, mind a GP régié jellemzdivel

rendelkezik.

2. Citokin tipusi epimmunom molekulak vizsgalata atopias dermatitisben,

osszehasonlitva rosacea-val és psoriasis-sal.

Az irodalmi analizis alapjan a kiilonbozd régiokat vagy pro-Th2-es vagy pro-Thl7-es
epimmunom profil jellemzi. Ezért kovetkezOnek arra voltunk kivancsiak, hogy az epimmunom
molekuldk expresszidja gyulladdsos koriilmények kozott hogyan valtozik meg. Kutatasaink
soran a legfontosabb KC altal termelt Th2- és Th17-hez kapcsolddo citokineket (Th17: 1L-23
¢s IL-17C; Th2: IL-33, IL-25, IL-36RA ¢és IL-38) vizsgaltuk immunfluoreszcens festéssel AD-
ban és PPR-ban, amelyek a GP és SGR régidkra jellemz6 ,,epidermalis challange™ altal kivaltott
outside-in bdrbetegségeknek tekinthetéek. Tovabba, betegségkontrollként ugyanezen GP és
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SGR régidkra jellemzé PsV és Scalp Ps mintakat is vizsgaltunk, hogy egy inside-out
borbetegségben szintén kimutassuk az epimmunom molekulakkal kapcsolatos valtozasokat.

AD-ben a GP régiot jellemzd IL-33, IL-25, IL-36RA és IL-38 citokinek epidermalis
fluoreszcencia-intenzitdsa jelentésen megnétt, mig az IL-23 és IL-17C szintje nem valtozott.
Ezzel szemben PPR-ben az egészséges SGR régiot jellemzd IL-23 és IL-17C citokinek
intenzitasa er6sen megemelkedett, mig az 1L-33, IL-25, IL-36RA és 1L-38 expresszidja nem
nétt. Ezek az eredmények azt sugalljak, hogy a kiilsé epidermalis challange altal kialakult
outside-in borbetegségben (AD és PPR) a gyulladasos epimmunom termelés nagy mértékben
hasonlit a homeosztatikus régié specifikus epimmunom mintdzathoz, azonban -eltulzott
mértékben. Ezzel szemben, psoriasisban, amely egy inside-out bdrbetegség, a kialakuld
gyulladdsos epidermalis citokin milid fiiggetlen az adott borteriillet homeosztatikus

epimmunom millidjétol.

3. Az antimikrobialis peptid tipusu epimmunom molekulak vizsgalata atopias

dermatitisben

3.1 Az antimikrobiilis peptid tipusi epimmunom molekuldk mRNS expressziojanak

vizsgalata 1€zios (AD L) és nem 1€zios atopias dermatitis (AD NL) borben

Els6ként az AD NL és a GP teriiletrdl szdrmazo egészséges kontroll (HC) bdrmintaknal
hasonlitottuk Ossze a vizsgalt AMP-k mRNS expressziojat. Szignifikans valtozas alig volt
kimutathatd; mindossze 2 AMP esetében talaltunk szignifikansan eltérd6 mRNS expressziot,
nevezetesen az enzimatikus aktivitast RNASE7 szintje csokkent, mig az SLPI magasabb
szinten fejezddott ki az AD NL mintdkban az egészséges kontrollokhoz képest. A tobbi AMP
hasonld szinten volt jelen ebben a két mintacsoportban. Ezutan az AD L mintakat hasonlitottuk
0ssze a HC mintacsoporttal. A klasszikus AMP-k koziil, a hBD-2-t kddold béta defenzin
(DEFB)4B, illetve a hBD-4-et kédol6 DEFB104A molekuldk expresszioja szignifikansan
magasabb volt az AD L bdrben a kontroll borhoz képest. Ezzel szemben a hBD-1-et kddolo
DEFBI ellenkez6 tendenciat mutatott, szignifikans kiilonbségekkel az AD L és a kontroll bor
kozott. A hBD-3-at kodolo DEFB103A/DEFB103B és a katelicidint/LL-37-et kodolo CAMP
génexpressziods szintje nem kiilonbozott szignifikansan a mintacsoportok kozott. A proteaz
inhibitor és enzimatikus aktivitassal rendelkez6 AMP-k esetében azt talaltuk, hogy a P13 és a
LYZ szignifikdnsan magasabb, mig az RNASES5/ANG ¢és az RNASE7 mRNS szintje

szignifikansan alacsonyabb volt az AD L bdérben az egészéges kontroll borhoz viszonyitva. Az
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SLPI génexpresszios szintje hasonld volt az AD L és az egészséges borben. Ami a kemokin
aktivitasu AMP-ket illeti, az S100A molekulak mRNS-expresszios szintje szignifikansan
magasabb volt az AD L bdérben, mint a kontroll bérben. A CCL20 tekintetében nem volt
szignifikans kiilonbség a mintacsoportok kozott. A neuropeptid aktivitassal rendelkez6 ADM
génexpresszios szintje szignifikansan alacsonyabb volt az AD L bérben a kontrollokhoz képest,

mig az LCN2 szintje szignifikansan magasabb volt az AD L borben.

3.2 Az antimikrobialis peptidek fehérje expressziojanak vizsgalata AD L és AD NL

borben

Ezt kovetden fehérjeszinten is meghatdroztuk a kiilonbdz6 funkcionalis csoportokba tartozo
AMP-k expressziojat IHC segitségével, melyek kiértékelésre keriiltek. Az AD NL és a kontroll
csoportok Osszehasonlitdsakor az mRNS szintli eredményekkel 6sszhangban szinte minden
AMP (hBD-k, RNase7, CCL20, S100A8, ADM, LCN2) esetében hasonld fehérjeszintet
mutattunk ki, kivéve az LL-37 esetében, ahol az AD NL borben szignifikdnsan alacsonyabb
szintet mértiink a kontroll bérhoz képest. Az AD L és az egészséges kontrollok
Osszehasonlitdsakor a legtobb vizsgdlt AMP (9-bdl 6) szignifikdnsan magasabban
expresszalodott az AD L bdrben az egészséges kontroll borhoz képest, 6sszhangban az mRNS
szintli eredményekkel. Két AMP hasonl6 szinten volt jelen, mig csak egy AMP expresszidja
volt szignifikdnsan alacsonyabb az AD L bdrben a kontroll borhoz képest. Ami a klasszikus
AMP-ket illeti, a hBD-k szignifikansan magasabb szinten voltak jelen, mig az LL-37 esetében
egy tendenciozus csokkenést tapasztaltunk az AD L bdrben a kontrollhoz képest. A CCL20 és
az S100A8 molekulak fehérjeszintje szignifikdnsan magasabb volt az AD L bdrben az
egeészséges kontroll bérhoz képest. Az RNase7 ¢és az ADM molekulak kifejezdédésének
tekintetében nem mutattunk ki szignifikans kiilonbséget az AD L és az egészséges bormintak
kozott, az LCN2 szintje azonban szignifikansan magasabb volt az AD L bdrben a kontrollhoz

képest.

A vizsgalt AMP-k festddési mintazatat tekintve azt talaltuk, hogy az LCN2, a hBD-4, az ADM
molekuldk expresszidja az epidermiszben homogén eloszlast mutat. Az LCN2 és a hBD-4
festddése erds, mig az ADM festddése gyenge volt az AD L mintakban, az LL-37 festddése
viszont alig volt kimutathatdé az AD csoportokban. A hBD-1, hBD-2, S100A8 ¢s LCN2

molekulak az §sszes mintacsoportban féként az epidermisz apikalis részén lokalizalodtak, a
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bazalis keratinocitak felé csokkeno tendenciaval. Az RNase7 a stratum corneum, illetve a felsé

granularis epidermalis rétegben volt megfigyelhetd az 6sszes mintacsoportban.

Osszefoglalva tehat csak az LL-37 szintje csokkent szignifikdnsan az AD NL bérben a
kontrollhoz képest. Az mRNS szinten szignifikdns csokkenést mutato6 AMP-k nem mutattak
csokkenést fehérjeszinten az AD L mintdkban. Fehérjeszinten az AMP-k expresszioja legtobb
esetben szignifikdns emelkedést mutatott, két esetben hasonld expressziot mértiink, mig
egyetlen molekula, az LL-37 esetében detektaltunk csokkenést az AD L boérben a kontrollhoz

képest.

3.3 Az antimikrobialis peptid fehérjeszintek dsszehasonlitisa AD L és 1ézids psoriasis

vulgaris (PsV L) bormintak kozott

Feltételezéseink alapjan a szakirodalomban taldlhaté ellentmondasos eredmények abbol
adodhatnak, hogy az AMP szinteket az egészséges bor helyett PsV borrel hasonlitottdk dssze.
Ezért célul tiiztiik ki az AMP molekuldk fehérjeszintli kimutatasat PsV L mintdkban, hogy ezt
az ellentmondast tisztdzzuk. A legtobb AMP esetében a PsV L borben szignifikdnsan magasabb
fehérjeexpressziot detektaltunk az egészséges borhoz képest. Az ADM ¢és az RNase7
kiemelkedd festddést mutattak, azonban a szintjeik nem kiilonboztek jelentdsen a PsV L bérben
az egészséges kontroll borhoz képest. Az AD L és a PsV L csoportok Osszehasonlitasakor
érdekes modon a legtobb AMP esetében hasonld volt az expresszio az AD L és a PsV L
csoportok kozott. Ezzel szemben az LL-37 és a CCL20 AMP-k szignifikansan magasabb
szintet mutattak a PsV L boérben az AD L csoporthoz képest, mig az ADM hasonlo6 tendenciat
mutatott, azonban egy kisebb emelkedést ennél a molekuldnal is megfigyelhetiink a PsV L

mintacsoportban.

MEGBESZELES

1. A citokin tipusu epimmunom molekulak vizsgalata topografiailag eltérd egészséges

borteriileteken

Tanulmanyunk sordn a citokin tipust epimmunom mediitorok Osszehasonlité elemzését
végeztiik el mRNS (RT-qPCR) és fehérje (IHC és IF) szinten a harom egészséges bortertilet

kozott. Tovabba, egy egyszerlsitett pontozasi rendszer segitségével meghataroztuk ezen
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tertiletek abszolut homeosztatikus epimmunom profiljat is. Eredményeink szerint a kiilonb6z6
egészséges borteriiletek eltérd homeosztatikus epidermalis epimmunom profilokkal
rendelkeznek. Fehérjeszintli eredményeink alapjan a GP bérre az IL-25/1L-33/IL-36RA/IL-
38/IL-18 epidermalis epimmunom milid jellemzd, az SGR régi6é egy 1L-23/IL-17C/IL-18
epimmunom-mintazatot mutat, az AGR régio pedig egy IL-25/IL-33/IL-23/IL-18 mili6t
hordoz. Az mRNS szintli eredmények is hasonlé tendenciat mutattak, azonban a fehérje szinti
eredményeket tartjuk fontosabbnak, hiszen a fehérjék a molekuldk funkcionalis formai.

Ezutan, hogy jobban megértsikk a kiillonbozd egészséges borrégiok eltéré epimmunom-
profiljanak szerepét, egy atfogd irodalmi analizist végeztiink. Az irodalmi adatok alapjan
feltételezziik, hogy a harom bdrteriilet jellegzetes epimmunom készletei kiillonboznek a
homeosztazis fenntartasanak mechanizmusaiban, mivel ugy tiinik, hogy a GP tertiletre jellemzd
mediatorok a Treg sejtek miikodését tamogatjak, az SGR teriiletre jellemzo citokinek pedig
nem gyulladasos Th17-es sejteket indukalnak, mig az AGR teriilet mind az SGR ¢és GP teriiletek
jellemzdit hordozza. Gyulladasos koriilmények kozott pedig tigy tlinik, hogy az SGR teriiletre
jellemz6 epimmunom molekulék a 3-as tipusu (Th17-hez kapcsolddo), a GP tertiletre jellemzé
molekuldk meg a 2-es tipust (Th2-h6éz kapcsolddd) adaptiv immunfolyamatokat tdmogatjak,

mig az AGR teriilet mindkettd jellemzdit hordozza.

Ezekkel az eredményekkel 6sszhangban Del Duca és munkatarsai magasabb CXCLS, ILIB,
IL6 és IL23 mRNS szintet mutattak ki az SGR teriileten (hat), mig a GP régiot (kar, kiils6 comb
¢és has) magasabb /L33 és IL37 mRNS szint jellemezte. Egy masik tanulményban a Treg szdmot
illetden talaltak eltéréseket a kiillonbozd borteriileteken, és a szerz6k véleménye szerint a
kiilonb6z6 Treg-mennyiségek feleldsek lehetnek a bdOrmetasztazisok kialakuldasanak eltérd
valoszinliségéért a kiilonbozo régiokban. Ezek az eredmények 6sszhangban vannak kordbbi
vizsgalatainkkal is, ahol leirtuk, hogy a nem gyulladdsos Th17(B) sejteknek kiemelkedd
szereplik van a Th17-hez kapcsoloddé AMP-k (LCN2 ¢és S100A8) ¢és kemokinek (CCL2)
jelenlétével egyiitt az egészséges SGR és AGR régidkban.

Szamos tényezd, mint példaul a mikrobidta, a lipidosszetétel, a nedvesség és a pH, mind
felelosek lehetnek az egészséges régiokban detektalt eltérden kifejez6dé epimmunom
molekuldkkal kapcsolatos kiilonbségekért. Azonban ugy gondoljuk, hogy ezek koziil a bor
mikrobiota diverzitadsa nagyon fontos tényezd, és nagy mértékben hozzajarul ezekhez a
tapasztalt kiilonbségekhez, hiszen a mikrobidta folyamatos kdzvetlen kapcsolatban van a KC-

kal, és a regionalis eltérésiik miatt mashogy hathatnak ezekre a sejtekre. Az egyedi bakterialis
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osszetétel mellett az SGR és AGR borteriiletek kiilonbozé gombakozosségek kolonizacidjanak
is kedveznek. A legujabb szekvendlason alapuld vizsgalatok kimutattak, hogy a Malassezia
gombafaj domindns az emberi borfeliileten, és abszolut gyakorisaga rendkiviil magas az SGR
régioban, azonban az AGR teriileten is kiemelkedd a jelenléte. Ennél is fontosabb, hogy a
Malassezia fajokrol megallapitottdk, hogy Thl7-es valaszokat valtanak ki, ami szerepet
jatszhat a Th17-es utvonalhoz kapcsol6do epimmunom termelés beinditasaban az SGR és AGR

régiok epidermiszében.

2. A citokin tipusi epimmunom molekulak szerepének feltarasa gyulladasos

borbetegségekben

Kovetkezd 1épésként meghataroztuk a GP és SGR régiok epimmunom termelésének valtozasait
a rajuk jellemzd6 outside-in tipusu gyulladasos borbetegségekben (AD és PPR). Megvizsgaltuk
a legjelentdsebb KC-eredetli epimmunom molekulakat, koztiik az 1L-17C, IL-23, IL-25, IL-33,
IL-36RA ¢és IL-38 molekuldk expressziojat 1ézios AD ¢és PPR bdérmintdkon. Emellett
psoriasisos betegek SGR (Scalp Ps) és GP (PsV) régidibol szdrmazo 1€zids bérmintakat is
vizsgaltuk annak érdekében, hogy meghatirozzuk az epimmunom molekuldk expresszidjanak
valtozasait egy inside-out tipust borbetegségben is. Eredményeink szerint, amikor egy outside-
in, azaz epidermalis challange altal kivaltott borbetegség alakul ki a GP régioban, az IL.-33, IL-
25, IL-36RA ¢és IL-38 (a GP homeosztatikus citokinjei) molekuldk szintje jelentdsen
emelkedik, mig az IL-23 és IL-17C (kis mennyiség a GP-ben steady-state alatt) szintje nem
valtozik, kovetkezésképpen egy 2-es tipusu (Th2 medialt) gyulladas alakul ki, akarcsak az AD-
ben. Az SGR régidban, amikor a kiilvilagbol érkezd epidermalis challange gyulladast indukal,
az IL-23 és IL-17C (az SGR homeosztatikus citokinjei) medidtorok szintje jelentdsen megnd,
mig az IL-33, IL-25, IL-36RA és IL-38 (alacsony a mennyiségiik az SGR-ben homeosztatikus
koriilmények kozott) nem indukalodik, és ez eldsegitheti a 3. tipusu (Th17 medialt) gyulladas
kialakulasat, mint példaul a PPR esetében. De Benedetto és munkatarsai a jelenlegi
eredményeinkkel Osszhangban leirtdk, hogy a barrier kédrosodas okozta epidermalis milid
bizonyos szoveti kornyezetben eldsegitheti az adaptiv immunaktivacié kiilonbozé tipusait,
ezaltal 2-es vagy 3-as tipusi immunvalaszt indukdlva. Ezzel szemben psoriasisban, mind a GP
(PsV) és az SGR (Scalp Ps) teriiletek hasonldan viselkednek, egy erdsen upregulalt IL-23 és
IL-17 mili6 van jelen, amelynek hatterében inkdbb a DC-k altal bemutatott autoantigének
allhatnak, mintsem az ,,epidermalis challange”. Ezen eredmények alapjan tehat az epimmunom

molekuldk altal kivaltott borbetegségekben azon KC-eredetli epimmunom mediatorok
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expresszioja emelkedik meg, amelyek mar homeosztatikus koriilmények kozott is magasabb
szinten voltak jelen az adott borteriileten. Fontos megjegyezni, hogy nem csak a bor sajatossaga
a régio-specifikus epimmunom termelés homeosztatikus és gyulladasos koriilmények kozott.
ATSLP, az IL-25 és az IL-23 eltér6 szintjét mutattak ki a vékonybélben és a vastagbélben, ami
befolyasolhatja bizonyos gyulladdsos bélbetegségek, példaul a Crohn-betegség (Thl/17-

vezérelt) és a colitis ulcerosa (Th2-vezérelt) jellegzetes lokalizacidjat.

Osszefoglalva tigy gondoljuk, hogy homeosztatikus koriilmények kozott a kiilonbdzd
Htraining” miatt, az eltérd borrégiok sajatos epimmunom molekuldk termelésére
,szakosodnak”. Ez befolyasolhatja a KC-k mediator termelését patologids koriilmények kozott
is, és meghatarozhatja az olyan gyulladasos bdrbetegségek komplex immunoldgiai jellegét és
lokalizéciojat, mely betegség elinditasaban egy kiilsd epidermalis challange 4ll, mint pl. az AD
(Th2 gyulladas a GP-n) és a PPR (Th17 gyulladas az SGR-en) esetében. Ezzel szemben egy
inside-out borbetegségekben, mint pl. psoriasisban, a gyulladas fliggetlen a régi6
homeosztatikus epimmunom-profiljatol. Eredményeink alapjan javasoljuk a bdrrégiok

crer

megvalasztasakor.

3. Az AMP tipusi epimmunom molekuldk expressziojanak vizsgalata gyulladasos

borbetegségekben

Az AMP-k kiemelkedd szerepet jatszanak szamos immunmedidlt bdrbetegség
patogenezisében. A PsV és a PPR eset¢ben e molekulak termelddése erdsen indukalt a
keratinocitakban, és az is ismert, hogy egyes AMP-k iniciald szerepet jatszanak a betegség
patogenezisében. AD-ben a bér permeabilitasi barrier karosodasa bizonyitottan a betegséget
kivalto egyik f6 tényezd. A szakirodalom arra is utal, hogy a bor permeabilitds €és az
antimikrobialis barrier szabalyozasa szorosan Osszefiigg. Az AMP-k vizsgdlata AD-ben
azonban hidnyos, és az AMP-kifejezddés mértékét illetden szamos ellentmondas 4ll fenn. Ezek
részben azért lehetnek, mert az AMP-k expresszigjat gyakran inkabb a PsV-vel, mint normal
kontrollokkal hasonlitottak Ossze. Ezenkiviil sok esetben az AMP-ket csak mRNS-szinten
vizsgaltak, ami félrevezetd lehet, mivel a fehérjék a molekulak funkcionalis formai. A legtobb

esetben a vizsgalatok nem tartalmaztak AD NL bdérmintdkat, amelyek kritikus adatokat

crer

16



egyetlen tanulmany sem vizsgalta az AMP-ket az AD-ben azt figyelembe véve, hogy az egyes
AMP-k melyik funkcionalis alcsoportba tartoznak. Ebben a tanulmanyunkban atfogdan
vizsgaltuk az 5 funkcionalis AMP-csoportot, mind mRNS- és fehérjeszinten. A betegek AD NL
(klinikailag tiinetmentes) ¢s AD L (klinikailag tiinetes) borét hasonlitottuk &ssze a GP
tertiletekrdl szarmazo egészséges kontroll (HC) mintédkkal. A PsV egy kronikus gyulladésos
borbetegség, amelynek klinikai €és immunolégiai jellemzdi teljesen eltérnek az AD
jellemzditdl; a barrier karosodas feltehetden nem a betegség kivaltod oka, ezért PsV L mintdkat
is vizsgaltunk, mint betegség kontrollt. Az AD NL és a kontroll mintdk AMP-szintjének
Osszehasonlitasakor mRNS szinten nem taldltunk szembetlind kiilonbséget, és csak 2 AMP
mutatott szignifikdns valtozast. Fehérjeszinten csak az LL-37 kifejez6dése valtozott, mely az
AD NL bérben szignifikdnsan csokkent szintet mutatott. Az irodalomban korlatozott adatok
allnak rendelkezésre az AMP-k fehérjeexpressziojat illetden az AD NL bérben, ¢és egyetlen
tanulmany sem foglalkozott a legtobb AMP vizsgalatdval egyidejiileg egy tanulméanyban. A
jelenlegi eredményeinkkel dsszhangban nem mutattak ki kiugro6 kiilonbségeket az AD NL és a
kontroll mintak kozott.

Szamos AMP expresszioja jelentésen megvaltozott az AD L bérben mRNS szinten, és a legtobb
AMP szintje megemelkedett a kontrollhoz képest. Fehérjeszinten az AMP-k expresszidja
jelentdsen megnovekedett az AD L bdérben a kontrollokhoz képest, mig 2 AMP kifejezddése
nem valtozott, és az LL-37 volt az egyetlen AMP, amelynek szintje erdsen csokkent az AD L
boérben. A publikalt adatok a viszonylag nagyszamu vizsgélatok ellenére ellentmondasosak. Az
Osszefoglal6 cikkek hangsulyozzék, hogy az AMP-k kifejezOdése altalaban csokken az AD L
bdérben; azonban az eredeti tanulmanyok tulnyomorészt emelkedett vagy hasonlo AMP-
szintekrol szdmoltak be. A legtobb adat azonban csak mRNS-szinten all rendelkezésre, €s az
[HC-eredmények kvantifikalasa a legtobb esetben hianyzott vagy szubjektiv volt. Az akut AD
vizsgalatanak tekintetében korlatozott szdmu tanulmany &ll rendelkezésre, az eredmények
viszont arra utalnak, hogy az AMP-k (S100A7, hBD-2, RNase7) kifejezddése akut AD-ben mar
erdsen indukalt, és a kifejez6désiik az akut-kronikus atmenet soran nem fokozodik 1ényegesen.
Az AD L ¢és a PsV L mintak 0sszehasonlitasakor azt talaltuk, hogy a legtobb AMP mindkét
betegségben kiemelkedden indukalodott, hasonlo expresszids mintdzattal; azonban sok esetben
az adott AMP szintje AD-ben nem érte el a PsV-ben tapasztalt szintet. Az LL-37 mutatta a
legszembetlinObb  kiilonbséget a két betegség kozott, hiszen szintje szignifikdnsan
megnovekedett a PsV 1éziokban, mig AD-ben csokkent a kontrollokhoz képest. A jelenlegi
eredményekkel 0sszhangban a legtobb AMP emelkedett szintjét mindkét betegség esetében

mar kordbbi vizsgdlatok is kimutattdk. A szakirodalmat attekintve viszont az LL-37-tel
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kapcsolatos adatok AD-ben ellentmondasosak. Eddig csak egy tanulmany irta le, hogy az LL-
37 szintje magasabb az AD L bdrben a kontrollokhoz képest; a szerz6k azonban nem tudtak
detektalni a molekuldt szamos AD L-mintdban IHC-val, ami viszont egybeesik a sajat
eredményeinkkel. Emellett, néhany mas vizsgalat nem detektalt szignifikans kiilonbséget az
LL-37 fehérjeszintjében az AD L ¢€s a kontrollok ko6zott. Végiil, tobb kutatasban az LL-37 a

detektalasi hatar alatt volt, ami szintén 0sszhangban van a jelenlegi eredményeinkkel.

Az a tény, hogy az LL-37 volt az egyetlen AMP, amely csokkent szintet mutatott, felveti a
kérdést, hogy milyen szerepet jatszhat az AD patogenezisében. Az irodalmi adatok arra utalnak,
hogy az LL-37 Osszefiiggésbe hozhatdo az AD mindhdrom f6 patogenetikai jellemzdjével,
ideértve a barrier karosodast, a Staphylococcus hiperkolonizaciot és a Th2-es gyulladast.
Egészséges koriilmények kozott homeosztatikus egyensuly all fenn az LL-37, a permeabilitasi
barrier ¢és a mikrobidta kozott, amely egy gyulladdsmentes T-sejt (effektor és rezidens
memoria) €s Treg kornyezetet tart fenn. Az irodalmi adatok azonban arra utalnak, hogy a
permeabilitasi barrier karosoddsa szoros kapcsolatban all a LL-37 csokkenéssel és a
Staphylococcus tilszaporodasaval. Az LL-37 szintjének csokkenése a tight junction
gyengiiléséhez és a bor barrier funkcidjanak karosodasahoz vezet, hiszen az LL-37 kdztudottan
fokozza a bOr permeabilitasi barrierjét fenntartd tight junction molekulak (pl. claudinok)
expressziojat. Ezenkiviil a Staphylococcus baktérium tulzott jelenléte karosithatja mind az
antimikrobialis €s permeabilitdsi barriereket, hiszen az S. epidermidis cisztein-proteaz
aktivitasa in vitro bizonyitottan hasitja az LL-37-et és az egyik f6 deszmoszéma-komponenst,
a DSGl-et. Ezek az eredmények azért is nagyon fontosak, hiszen a Staphylococcus-slirliség
mar az AD NL bdron is jelentdsen megnovekszik. Ezenkiviil az LL-37 csokkenés tovabb
fokozhatja a Staphylococcus hiperkolonizaciora valod fogékonysagot AD-ben, mivel az LL-37
rendkiviil hatékony a Staphylococcus fajok és a biofilmek ellen, ellentétben mas AMP-kel, mint
pl. a hBD. Ezenkiviil a barrier kdrosodas soran a KC-k alarminokat termelnek; foként olyan
mediatorokat, amelyek a Th2-es sejtek promociojat inditjak el. Az AD-specifikus Th2 citokin
miliérdél ismert, hogy gatolja az LL-37 in vitro indukcidjat, ami Osszhangban van a

vizsgalatunkban tapasztalt csokkent LL-37 szinttel.

Osszefoglalva elmondhatd, hogy az AMP-k expresszidja 4ltalanossagban nem valtozik, vagy
megnovekszik az AD 1¢zios teriileteken. Az LL-37 indukcidjanak hidnya volt az egyetlen
csokkenés, amelyet AD-ben tapasztaltunk fehérje szinten. Az AMP molekulék kifejezddésének

mintdzata és mértéke figyelemre méltd hasonlosagot mutatott az AD és a PsV mintacsoportok
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esetében, mely alol az egyetlen kivétel az LL-37 volt. Az LL-37 kiemelked6 szerepe az AD
patogenezisében konnyen elképzelhetd, mivel az LL-37 az AD mindharom {6 patogenetikai
jellemzdjével, koztiik a barrier karosodassal, a Staphylococcus hiperkolonizacidval és a Th2-
es gyulladassal is 0sszefliggésbe hozhatd. Az LL-37 szignifikdnsan csdkkent szintje az AD NL
borben azt jelzi, hogy ez a molekula vezetd szerepet jatszhat az AD patogenezisében, és felveti

az LL-37 mint terapias célpont lehetdségét az AD kezelésében.

OSSZEFOGLALAS

Elsé 1épésként a citokin tipusu epimmunom molekuldk vizsgalatat végeztiik el az egészséges
SGR, AGR ¢és GP borrégiokban mRNS (RT-qPCR) ¢és fehérjeszinten (IHC). Eredményeink
alapjan a GP régiot az IL-25, 1L-33, IL-36RA, IL-38 és IL-18 molekulak jelenléte jellemzi, az
SGR tertiletetre az IL-23, IL-17C és IL-18 molekulak jellemzdek, mig az AGR régioban mind
az [L-25, IL-33, IL-23 és IL-18 jelen van, tehat az SGR ¢és GP teriiletek jellemzdit is hordozza.
Az irodalmi analizis alapjan arra kovetkeztethettiink, hogy a kiilonb6zo régidkat pro-Th2-es
vagy pro-Th17-es epimmunom profil jellemzi, igy gyulladdsos koriilmények kozott (AD-ben
¢s PPR-ben) is megvizsgaltuk a legfontosabb KC 4ltal termelt Th2- és Th17-hez kapcsolodo
citokinek jelenlétét. AD-ben a GP régiot jellemz6 1L-33, IL-25, IL-36RA ¢és IL-38 citokinek
magas expresszidja volt jellemzd, mig PPR-ben az egészséges SGR régiot jellemzd 1L-23 és
IL-17C citokinek intenzitasa volt er6sen megemelkedett. Ezek az eredmények arra utalnak,
hogy a kiils6 epidermalis challange altal kialakult outside-in bérbetegségben (AD és PPR) azon
citokinek expresszidja emelkedett meg, amelyek mar az adott borteriileten homeosztatikus
koriilmények kozott is jellemzd citokinek voltak. Ezzel szemben, psoriasisban, amely egy
inside-out borbetegség, a kialakuld gyulladdsos epidermalis citokin milid fiiggetlen az adott

borteriilet homeosztatikus epimmunom milligjétdl.

A masodik munkdmban az AMP tipusti epimmunom molekuldkat vizsgaltunk (6t funkcionalis
csoportban) AD-ben és PsV-ban mRNS (RT-qPCR) és fehérjeszinten (IHC) az egészséges GP
boérhoz viszonyitva. Eredményeink alapjan, az AD L és a PsV L mintak 6sszehasonlitdsakor a
legtobb AMP mindkét betegségben indukélodott, hasonld expresszids mintdzatot mutatva;
azonban sok esetben az adott AMP szintje AD-ben nem érte el a PsV-ben tapasztalt értéket. Az
LL-37 esetében talaltuk a legnagyobb kiilonbséget a két betegség kozott, hiszen mig PsV
lézidkban a szintje szignifikdnsan megemelkedett, addig AD-ben csokkent a kontroll

csoporthoz képest. A jelenlegi eredményekkel 6sszhangban a legtobb AMP emelkedett szintjét
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mindkét betegségben kimutattdk, azonban AD-ben a szakirodalmi adatok az LL-37-tel
kapcsolatban ellentmondasosak. E molekulanak kiemelked6 szerepe az AD patogenezisében
elképzelhetd, hiszen az LL-37 az AD mindharom f6 patogenetikai jellemzdjével 6sszefiiggésbe
hozhat6 (barrier karosodas, Staphylococcus hiperkolonizacio, Th2-es gyulladés). Az LL-37
szignifikansan csokkent szintje az AD NL borben azt is jelezheti, hogy a molekulanak inicialo
szerepe van az AD patogenezisében, igy felveti ezen molekulanak a terapias célpont

lehetdségét az betegség kezelésében.
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