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Streszczenie

Keratynocyty sa glownymi komoérkami wchodzacymi w skiad naskérka — najbardziej
zewngtrznej warstwy skory. Atopowe zapalenie skory (AZS) to przewlekla choroba zapalna
skory, w ktorej integralno$¢ naskorka jest naruszona w wyniku czynnikéw genetycznych i
stanu  zapalnego. @~ W  efekcie  patogeny, alergeny, promieniowanie @ UV
i zwiazki chemiczne, majace kontakt z naskorkiem, wnikaja w glebsze warstwy skory
1 aktywuja odpowiedz ukladu odpornosciowego oraz powoduja uszkodzenia tkanki.
W AZS dominuje odpowiedz immunologiczna typu 2, ale towarzysza jej rowniez czynniki
prozapalne charakterystyczne dla odpowiedzi typu 17 1 22. W AZS keratynocyty wplywaja
na aktywno$¢ komorek ukladu odpornosciowego i przyczyniaja si¢ do stanu zapalnego w
skorze. Skora pacjentow z AZS jest podatna na infekcje patogenami, takimi jak bakteria
gronkowiec ztocisty (Staphylococcus aureus, S. aureus) czy grzyb Candida albicans (C.
albicans), ktére zaostrzaja stan zapalny. Gen FLG koduje profilagryne, ktorej ekspresja
zachodzi prawie wylacznie w keratynocytach obecnych w naskorku. Profilagryna jest
niezbe¢dna do prawidlowego roznicowania keratynocytow 1 utrzymania integralnosci naskorka.
Ponadto badania wskazuja, i1z profilagryna bierze udzial w regulacji odpowiedzi
odpornosciowych. Mutacje utraty funkcji (LoF) genu FLG sa najwi¢kszym genetycznym
czynnikiem ryzyka wystapienia AZS. Mutacje te zwigkszaja rdéwniez ryzyko wystepowania
u pacjentow z AZS roéznych chorob o podtozu alergicznym juz po ustgpieniu objawoéw AZS.
Zjawisko to jest znane jako ,,marsz alergiczny” i dotyczy tez tkanek, w ktorych nie wystepuje

ekspresja genu FLG.

Egzosomy to mate, otoczone dwuwarstwg lipidowa pegcherzyki wydzielane przez wszystkie
komorki jadrzaste. Posredniczg one w komunikacji migdzy komoérkami i tkankami zar6wno
sasiadujacymi ze soba, jak i tymi, ktére sg znacznie od siebie oddalone. Egzosomy moga by¢
izolowane z pozywki pochodzacej z hodowli komoérek lub ptynéw ustrojowych i znajdujg si¢

we frakcji malych pecherzykow zewnatrzkomorkowych (sEVs). Liczne badania wykazuja,



ze sEVs produkowane przez rozne komorki/tkanki wptywaja na odpowiedz immunologiczng,
ale rola sEVs wydzielanych przez keratynocyty (KCsevs) w AZS nie zostala jeszcze

poznana.

Celem badan, ktorych wyniki zostaly zaprezentowane w rozprawie, byto poznanie czy sEVs
produkowane przez keratynocyty poddane czynnikom charakterystycznym dla AZS
wykazuja funkcje zwiazanie z regulacja ukladu odpornosciowego. W przeprowadzonych
badaniach zrodtem sEVs byly ludzkie keratynocyty pierwotne, unieSmiertelnione linie ludzkich

keratynocytow oraz ludzkie osocze.

Pierwsza czg$¢ badan wykazala, iz poddanie keratynocytow dziataniu prozapalnego
srodowiska charakterystycznego dla AZS i patogenu C. albicans zwigksza interakcje KCsgvs
z komorkami dendrytycznymi. Wynikalo to ze wzbogacenia powierzchni KCsgvs roznymi
glikanami, rowniez tymi zawierajacymi kwasy sjalowe. Przeprowadzone zostaly
eksperymenty, w ktorych blokowane byly poszczegodlne receptory obecne na powierzchni
komorek prezentujacych antygen (APCs); wykazaty one, ze receptory Siglec-7 i Siglec-9, ktére
wigza kwas sjalowy 1 wyciszaja odpowiedz immunologiczng biorg udzial w interakcji KCsevs
z APCs. Ekspresja enzyméw  o2,6-sjalotransferaza-1 (ST6GALI) 1 beta-1,3-
galaktozylotranferaza rdzeniowa (CIGALTI1) byta zwigkszona w keratynocytach
stymulowanych cytokinami AZS, natomiast naskorek pacjentow z AZS charakteryzowat si¢
podwyzszong ekspresja ST6GAL1. Oba enzymy moga wigc przyczynia¢ si¢ do zmienionego
profilu glikozylacji powierzchni KCsevs, wywotanego stymulacja keratynocytow cytokinami

AZS 1 C. albicans.

Eksperymenty wykonane w kolejnej czg$ci badan wykazaly, ze KCsevs sg Zrodlem lipidowych
ligandow dla biatka CDla. Ligandy te musialy jednak zosta¢ wcze$niej uwolnione z bton
KCsevs przez enzym fosfolipaze¢ A2. Po uwolnieniu, ligandy biatka CDla regulowatly
aktywno$¢ CD1a-zaleznych limfocytéw T. Wyciszenie genu FLG w keratynocytach (shFLG)
skutkowalo zmieniong zdolno$cia KCsevs do regulacji tej aktywnosci. Objawialo si¢ to
wzmocnieniem odpowiedzi odpornosciowej typu 2 i zahamowaniem odpowiedzi typu 1.
Wspomniane roznice wynikalty ze zmniejszonej ilosci lipidowych ligandow biatka CDla
stymulujgcych limfocyty T 1jednoczesnie zwigkszonej zawarto$ci tych, ktore je hamujg w sEVs
produkowanych przez komoérki shFLG. Na zmiany w sktadzie lipidomu KCsgvs po wyciszeniu
genu FLG wplyw miata zmniejszona w keratynocytach ekspresja enzymow odpowiadajacych
za metabolizm lipidow. Jeden z nich, syntetaza acyloCoA 3 (ACSL3), odpowiada za wlaczanie

dhugotancuchowych wielonienasyconych kwasow ttuszczowych do fosfolipidow znajdujacych



si¢ w blonach biologicznych. W skdrze pacjentéow z AZS zmniejszona byta rowniez ekspresja
innych izoform ACSL. Skora pacjentdw charakteryzowata si¢ tez spadkiem ekspresji enzymow
nalezacych do rodziny elongaz kwaséw ttuszczowych o bardzo dtugim tancuchu (ELOVL),

ktorych funkcjg jest wydtuzanie tancuchow kwasow ttuszczowych.

Jedna z obserwacji ostatniej cz¢$ci badan przeprowadzonych w ramach pracy doktorskiej byta
obecnos¢ produktow pochodnych profilagryny w KCsevs. SEVs pochodzace z osocza zardwno
pacjentow z AZS jak 1 zdrowych o0s6b rowniez zawieraty taki tadunek. Stymulacja
keratynocytow bakterig. S. aureus spowodowata zwigkszenie ilosci produktéow pochodnych
profilagryny w sEVs wytwarzanych przez te komorki. Efekt ten byt zalezny od stymulacji
receptora Toll-podobnego TLR2. TLR2 jest obecny w keratynocytach i rozpoznaje S. aureus.
Bakteria ta spowodowala réwniez rozregulowanie produkcji sEVs przez keratynocyty.
Objawiato si¢ to zwigkszonym wydzielaniem sEVs o charakterze egzosomalnym, jak rowniez

malych mikropecherzykéw (sMVs).

Podsumowujac, wyniki opisane w rozprawie doktorskiej wskazuja istotng role KCsgys
w odpowiedzi odpornosciowej] w AZS. Pecherzyki te moga zosta¢ wykorzystane przez
patogeny w celach ochronnych; C. albicans zwicksza interakcje miedzy KCsgvs
1 wyciszajagcymi odpowiedz immunologiczng receptorami Siglec, co moze utrudnia¢ eliminacje
tego patogenu. S. aureus, natomiast zwigksza tadowanie produktéw ciecia profilagryny do
KCsgvs, dzigki czemu eliminuje je z keratynocytow 1 unika ich mikrobojczych wiasciwosci. Co
wigcej, wzmozone usuwanie produktow pochodnych filagryny zmniejsza jej ilos¢ w naskorku,
przyczyniajac si¢ do pogorszenia stanu bariery skoérnej. sEVs produkowane przez komorki
shFLG zaostrzajg charakterystyczng dla AZS odpowiedZ odpornosciowa typu 2. Co za tym
idzie, moga one przyczynia¢ si¢ do stymulowania tego rodzaju stanow zapalnych nie tylko
w skorze, ale rowniez w innych tkankach, do ktorych dostarczane bylyby przez krwiobieg.
Wszystkie opisane mechanizmy moga nasila¢ stan zapalny w AZS poprzez przyczynianie si¢
do naruszenia integralno$ci bariery naskoérka oraz zwigkszenia ilo$ci czynnikoOw prozapalnych
w skorze. Mozna przypuszczaé, ze mechanizmy te moglyby tez wplywac¢ na inne, dotknigte

przez choroby ,,marszu alergicznego” tkanki i organy.



