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	Имя слайда 
	Заголовок слайда
	Комментарии

	1. 
	Forum
	Презентация проекта НИР1 
«Метагеномы фагоцитов крови и фагоцитов псориатической кожи».

	19.10.2017, секция «Новое в диагностике, лечении и профилактики заболеваний кожи»
Презентация проекта НИР1 
«Метагеномы фагоцитов крови и фагоцитов псориатической кожи».
Песляк Михаил Юрьевич, 

Антипсориатическая Ассоциация «ЕСТЕСТВЕННЫЙ ПУТЬ»,

Короткий Николай Гаврилович, 
ФГБОУ ВО Российский национальный исследовательский медицинский университет 
им. Н.И. Пирогова МЗ РФ,  ФГБУ Российская детская клиническая больница МЗ РФ

Проект будет реализован в сотрудничестве с РНИИМУ им. Пирогова, РДКБ 

и еще несколькими организациями под научным руководством профессора Н.Г.Короткого.
Все материалы проекта доступны на сайте Ассоциации. 

Перечень тем, которые будут затронуты в презентации.

Тонкокишечный СИБР (синдром избыточного бактериального роста) при псориазе.
PsB - бактерии предполагаемые псорагенными.

Две системные модели патогенеза псориаза (BF-модель и Y-модель).
Системный псориатический процесс и проверяемые гипотезы.


NET - нейтрофильные внеклеточные сети в крови и в псориатической коже.
Возможная новая роль нейтрофилов в Y-модели патогенеза псориаза.

Главные вопросы, на которые НИР1 должна дать ответы. 
(Слайды, отмеченные #, во время презентации были пропущены).

	2. 
	Patient_Stat-C
	Статистика заболеваемости псориазом по странам.
	Об актуальности проблемы говорит мировая статистика заболеваемости псориазом
(Michalek 2017, фрагмент Таблицы 3), (Знаменская 2012, Мишина 2015)


	3. 
	SIBO-3
	Тонкокишечный СИБР (синдром избыточного бактериального роста).  Просветная микрофлора проксимальной части.
	В таблице представлена информация по тонкокишечным бактериям (просветная микрофлора, аспират, зона связки Трейца) для псориатических пациентов (121 человек) и контрольной группы (43 человека).  Это культуральный посев.
В т.ч. по числу носителей и среднему уровню носительства.  
Уровень носительства представлен как логарифм от (КОЕ/мл). 
Обратите внимание на Enterococcus sp., Str.viridans и Str.pyogenes.

 
Почти все бактерии рода Streptococcus, а также Enterococcus faecalis далее предполагаются псорагенными.

Впервые исследования просветной микрофлоры проксимального отдела тонкой кишки были проведены у 121 пациента с псориазом (PASI >= 20) специалистами Ульяновского госуниверситета под руководством Н.И.Потатуркиной-Нестеровой в 2009-11 гг. В группу входило 52 пациента со средне-тяжелым псориазом (PASI 20-30) и 69 пациентов с тяжелым псориазом (PASI > 30).  Контрольная группа состояла из 43 здоровых человек. Для определения родов и видов бактерий использовался метод культурального посева на специальные среды. 
Среднее ОМЧ для пациентов с псориазом составило  3х106 КОЕ/мл, что существенно выше, чем в контрольной группе –  1,1x103 КОЕ/мл (lg(ОМЧ)=3,05). 
Обнаружена корреляция между уровнем СИБР и значением PASI (коэффициент корреляции R=0,46), между уровнем СИБР и стажем заболевания (R=0,43). 

Исследование было выполнено в России в 2009-11 гг. (Гумаюнова 2009a, Гумаюнова 2009b, Гумаюнова 2009c), оно является уникальным, что и было оценено в 2012 г. на всемирной конференции по псориазу в Стокгольме.
(Peslyak 2012)


	4. 
	SIBO_Moscow
	Микрофлора тонкой кишки псориатических пациентов в зоне связки Трейца, lg(KOE/мл). 
	Результаты исследований, выполненных в НМХЦ им.Н.И.Пирогова, которые поддержали гипотезу о роли видов предполагаемых псорагенными в патогенезе псориаза. (2013-6 гг., не опубликовано).
Эти виды выделены красным цветом. 

Это пристеночная микрофлора (аспират или биоптат, взятые в зоне связки Трейца).
Это культуральный посев.


	5. 
	BF-model
	BF-модель патогенеза (B.Baker & L.Fry, 
2006-7).
	Есть несколько основных моделей патогенеза псориаза (на данный момент шесть).   
Системные модели (BF-модель, Y-модель) описаны в (Baker 2006b, Песляк 2012-2), локальные GL-модель, GK-модель, N-модель и TC-модель) в (Gilliet 2008,            Guttman-Yassky  2011, Perera 2012, Tonel 2009). 
Сравнительный анализ перечисленных моделей выполнен в (Песляк 2012-2).


Ни одна из них не является общепризнанной.  

Ни одна из них не дает ответа на вопрос: 

Какой именно антиген презентируется зрелыми дендритными клетками Т-лимфоцитам? 
А ведь именно эта презентация неизвестного антигена вызывает и поддерживает псориатическое воспаление, включающее гиперпролиферацию кератиноцитов.

Все модели патогенеза признают и учитывают это.

Только две модели патогенеза являются системными.  
Они предполагают что основные причины псориаза находятся вне кожи и неизвестный антиген поступает из системного кровотока. 

На слайде представлена одна из этих двух моделей.

Это BF-модель, которая была предложена в 2006 г. Barbara Baker & Lionel Fry (Baker 2006b).

BF-модель не дает ответов на следующие вопросы:

1. Почему PG+Mo оказываются в коже, хотя PG захвачен Mo совсем в другом месте организма?

2. Почему PG+Mo становятся PG+MoDC и презентируют PG?


	6. 
	Y-model
	Y-модель патогенеза (М.Песляк, 2012).
	Другая системная модель – это Y-модель патогенеза, предложенная в 2005 г. мной и профессором Н.Г.Коротким (Короткий 2005), а затем уточненная в 2012 г. 
Ответы на эти и другие вопросы были даны в рамках более детальной Y-модели патогенеза. 

Монография, содержащая подробное описание Y-модели, опубликована на русском (Песляк 2012-1, Песляк 2012-2) и английском языках. 
Она также содержит подробный обзор всех моделей патогенеза псориаза. 
Рассказ об Y-модели не является предметом настоящей презентации. 

Однако суть НИР1 – это проверка нескольких гипотез, на которых она основана. 

Чтобы описать цели и задачи НИР1 эти гипотезы необходимо сформулировать. 


	7. 
	PG_PsB-1
	Структура пептидогликана и PsB. 
	В ВF-модели и в Y-модели неизвестный антиген - один и тот же. 

Это Y-антиген  - пептид, содержащий часть (или части) межпептидного мостика  пептидогликана пиогенного стрептококка. 
Y-антиген содержат все виды бактерий, имеющие такой же пептидогликан.
Впервые гипотеза о том, что межпептидный мостик beta-стрептококков является антигеном, вызывающим реакцию приобретенного иммунитета в псориатической дерме была сформулирована в 2006 году в статье Barbara Baker и Lionel Fry при описании BF-модели патогенеза. (Baker 2006b)
Красный знак вопроса здесь и далее означает гипотезу.

Межпептидные мостики пептидогликана Streptococcus pyogenes обозначены здесь и далее как IB-Y.  
IB-Y –  это (L-Ala)*(2-3) или (L-Ser)-(L-Ala), где L-Ala – аланин, L-Ser – серин.
Пептидогликан, содержащий межпептидные мостики типа IB-Y и Y-антиген, обозначен здесь и далее как  PG-Y. 

	8. 
	PG_PsB-3
	Виды Gram+ бактерий с межпептидными мостиками IB-Y.

IB-Y = (L-Ala)-(L-Ala) или (L-Ser)-(L-Ala). (База данных KEGG).
	Все штаммы каждого из этих видов имеют пептидогликан аналогичный пептидогликану Str.pyogenes. 
Все эти виды предполагаются псорагенными 
Наличие в системном кровотоке фрагментов их бактериальных продуктов (в первую очередь пептидогликана PG-Y) - является фактором инициации и поддержки псориаза. 

Это гипотеза H2.

	9. 
	SPP-ill
	Y-модель патогенеза. Системный псориатический процесс SPP 
	На этом слайде изображена схема системного псориатического процесса SPP 
(это основа Y-модели патогенеза). (Песляк 2012-1)
Системный псориатический процесс определяется совокупностью
взаимосвязанных подпроцессов.

Перечислим три из них, которые отображены на этой схеме.
((SP1) повышенная проницаемость стенок кишечника для бактериальных продуктов 
((SP2) специфический дисбиоз тонкого кишечника 
((SP3) нарушение производства и/или циркуляции желчных кислот (ЖК) 
((SP5) перегрузка и/или нарушение систем детоксикации 
((SP4) хроническая PAMP-немия 

Тяжесть SPP пропорциональна суммарному (PG-Y)-носительству Mo-R и DC-R в кровотоке (SP8). Каждый из подпроцессов может быть обусловлен или усилен генетическими и/или функциональными отклонениями.

Подпроцессы SP1 и SP2 предполагается изучать в рамках НИР2, которая состоится по завершении НИР1.

PAMP -  Pathogen-associated molecular patterns 
(Патоген-ассоциированные молекулярные структуры) – характерные фрагменты бактериальных, грибковых и вирусных продуктов, активирующих иммунную систему и  вызывающих врожденный иммунный ответ.
kPAMP – это LPS и PG.

PAMP-немия – это хроническое повышение kPAMP-нагрузки (связывание, эндоцитоз) на фагоциты крови, приводящее к 
a) формированию существенной доли толеризованных фагоцитов; 
b) повышению концентрации kPAMP в кровотоке; 
c)  повышенному kPAMP-носительству нейтрофилов, толеризованных 

моноцитов и дендритных клеток.

Определяющая роль PAMP-немии в системном псориатическом процессе составляет суть гипотезы H3. Предполагается, что уровень PAMP-немии коррелирует с тяжестью псориаза.
Фракция сегментированных (зрелых) нейтрофилов, которые являются (PG-Y)-носителями обозначена как Neu-Y.

Из тонкого кишечника Y-антиген (в составе фрагментов PG-Y) поступает в кровоток самостоятельно.
В кровотоке Y-антиген (в составе фрагментов PG-Y) эндоцитируется фагоцитами. 

Y-антиген остается недеградированным в нейтрофилах Neu-Y, а также в толеризованных моноцитах Mo-R и дендритных клетках DC-R.
Предполагается что именно эти фагоциты несут Y-антиген внутри себя в псориатическую кожу.

	10. 
	LPS_PG
	Определение концентрации LPS, PG и 1,3-beta глюкана в крови.

Определение уровня PAMP-немии - проверка гипотезы H3.


	На этом слайде перечислены стандартные тесты, с помощью которых будут определены концентрации LPS, PG и 1,3-beta глюкана в крови.

Выбор конкретных тестов будет сделан совместно с исполнителями проекта.

LPS.

Для группы из 16 пациентов, имеющих псориаз средней тяжести концентрация LPS  составила в среднем 7,2 Eu/мл, а для группы из 30 пациентов с тяжелым псориазом - 35,8 Eu/мл.  У пациентов с эритродермией и экссудативным псориазом она достигала от 1000 до 2800 Eu/мл. В группе контроля концентрация LPS в среднем составила 0,1 Eu/мл (Eu~0,1 нг). Концентрация LPS определялась с помощью модифицированного LAL-теста.  (Гараева 2007)

Альтернативным методом оценки концентрации LPS в крови является Endotoxin Activity Assay. Оценка концентрации LPS в крови пациентов с псориазом с помощью EAA никогда не проводились.(Ishihata 2013)
PG и 1,3-beta-глюкан.
Тест-система для оценки концентрации PG только одна:  SLP (silkworm larvae plasma). 

Концентрация PG в норме в среднем - 20 пг/мл (от 0 до 90), концентрация PG у пациентов с сепсисом от 50 пг/мл до 190 нг/мл. (Kobayashi 2000)

Оценка концентрации PG в крови ПП никогда не проводилась.

1,3-beta-глюкан. (Fitting 2012)
Fungitell (Cape Cod, Inc.) 

Endosafe-PTS glucan assay (Charles River Laboratories International, Inc.) 

Fungus (1-3)-β-D-Glucan Assay (Dynamiker Biotechnology Co., Ltd.) 

Goldstream Fungus (1-3)-β-D-glucan (Era Biology Group). 
Оценка концентрации 1-3-beta-глюкана  в крови пациентов с псориазом никогда не проводилась.

	11. 
	Local_process
	Y-модель патогенеза. Привлечение из крови и преобразование моноцитов и дендритных клеток в псориатической дерме. 


	На этом слайде изображено привлечение толеризованных моноцитов Mo-R и дендритных клеток DC-R в дерму из кровотока. Предполагается, что они несут недеградированный Y-антиген в себе.
Гипотеза H10+ заключается в том, что привлечение этих фагоцитов является необходимым звеном порочного цикла псориатического воспаления. 

Толеризованные фагоциты (на схеме в овале) оказываются под воздействием цитокинов-депрограммеров IFN-gamma, GM-CSF и быстро теряют толерантность, секретируют провоспалительные цитокины, что способствует созреванию дендритных клеток носителей Y-антигена DC-R и MoDC-R. 
Они превращаются в зрелые дендритные клетки maDC-Y, которые презентируют Y-антиген Y-специфическим T-лимфоцитам TL-Y.
Привлечение этих иммуноцитов из крови в дерму согласно Y-модели патогенеза – это локальный процесс LP1.1. (Песляк 2012-2)

	12. 
	NIR1_Hypo
	Три гипотезы (H2, H3 и H10+) на проверку.


	На слайде даны три гипотезы, сформулированные только что, которые предполагается проверить в рамках НИР1.

Гипотеза H2. PsB - это Enterococcus faecalis, beta-гемолитические стрептококки, VGS (зеленящие стрептококки) и некоторые другие (почти полный список определен по базе данных KEGG). Все PsB имеют PG-Y - пептидогликан с межпептидными мостиками IB-Y. PsB являются источником Y-антигена, который презентируется специфическим TL-Y в псориатической дерме, что и поддерживает псориатическое воспаление.
Определяющая роль PsB бактерий предполагаемых псорагенными.  

Наличие в системном кровотоке их бактериальных продуктов (в первую очередь пептидогликана) -  является фактором инициации и поддержки псориаза. 

Проверяется косвенно – путем определения концентрации bacDNA, принадлежащей PsB в фагоцитах крови.
  

Гипотеза H3. PAMP-немия и (PG-Y)-немия – это главные подпроцессы SPP.  Ключевые PAMP –  это LPS и PG. 

Определяющую часть kPAMP-нагрузки создают LPS от Gram(-) TLR4-активных(*) бактерий и PG от Gram+ NOD2-активных бактерий.
Определяющая роль PAMP-немии в системном псориатическом процессе SPP  ) составляет суть гипотезы H3.

PAMP-немия является главной причиной появления Neu-Y, а также Mo-T и DC-T в крови.


С помощью стандартных тестов будут выявлены концентрации LPS, PG и 1,3-beta глюкана в крови. Концентрация PG-Y может быть определена через концентрации bacDNA от PsB и bacDNA всех Gram(+) бактерий. 

Гипотеза H10+. Привлечение нейтрофилов Neu-Y, а также толеризованных моноцитов Mo-R и дендритных клеток DC-R в дерму из кровотока – необходимое звено порочного цикла. Существование и тяжесть любого пятна определяется интенсивностью поступления в дерму Y-антигена, несомого этими фагоцитами крови.

Проверяется косвенно (через проверку гипотезы H10-S).

	13. 
	Biotransfer
	Схема присутствия и перемещения нехозяйского биоматериала между органами
	Гипотеза H10-S представляет собой расширение гипотезы H10+. 

Она предполагает, что любой недеградированный нехозяйский биоматериал перемещается в псориатическую кожу внутри фагоцитов крови.

Доказательство гипотезы H10-S будет основано на комплексном изучении метагеномов фагоцитов крови и метагеномов псориатической кожи. 

Обнаружение в метагеноме псориатической кожи nhDNA, имеющей нерезидентное происхождение, т.е. поступившей в кожу внутри фагоцитов крови, будет прямым доказательством гипотезы H10-S и серьезным фактом в поддержку гипотезы H10+. 

	14. 
	Works
	Все метагеномные исследования крови и кожи при псориазе
	В таблице перечислены все метагеномные исследования крови и кожи при псориазе.

Их всего 12: 4 по крови (Wang 1999, Okubo 2002, Munz 2010, Ramírez-Boscá 2015) 

и 8 по коже: (Gao 2008, Фомина 2009, Fahlen 2012, Statnikov 2013, Alekseyenko 2013, Jagielski 2014, Takemoto 2015, Tanes 2015). 
Не было выполнено:
ни одного исследования с WMS-тестом (полногеномное секвенирование), 
ни одного исследования с комплексным изучением крови и кожи. 

Только одна работа (Okubo 2002), в которой был изучена bacDNA моноцитов (интегрально по 16S, без определения родов) и только одна работа, в которой был изучена bacDNA биоптатов кожи (Fahlen 2012).

Предстоящая НИР1 -  исследование псориаза, в котором впервые будут

·  применены WMS-тесты (полногеномное секвенирование) 

·  определен (до видов и при необходимости до штаммов) метагеном фагоцитов крови 

·  определена концентрация nhDNA в фагоцитах крови

·  определен (до видов и при необходимости до штаммов) метагеном фагоцитов псориатической кожи
·  выполнено комплексное изучение этих двух метагеномов  

	15. 
	Okubo
	Суммарная bacDNA в моноцитах крови ПП и ЗП  (16S-тест, Okubo 2002)
	На этом и следующих слайдах будут представлены результаты нескольких ключевых метагеномных исследований крови и кожи.

(Okubo 2002) 
По нескольким праймерам для 16S определялось присутствие bacDNA внутри моноцитов крови у 15 ПП и 12 ЗП. Было обнаружено, что у ПП оно существенно выше (в 1,5-2 раза), чем у ЗП (bacDNA была обнаружена у всех). 
Метод не позволял определить принадлежность bacDNA конкретным бактериям. Авторы предположили, что основным источником bacDNA является кишечная микрофлора.
Уровень 16S в моноцитах крови представлен в виде отношения к уровню человеческого гена GAPDH. 

	16. 
	Blood_Psor
	BacDNA в плазме крови псориатических пациентов (16S-тест, Munz 2010)
	Munz 2010 
В этой работе с помощью 16S-теста определялось присутствие bacDNA в плазме периферической крови 20 ПП и 12 ЗП, она была обнаружена у всех ПП и ни у одного ЗП.  Обратите внимание на bacDNA Streptococcus sp. 

	17. 
	Blood-bacDNA
	BacDNA в крови здоровых персон (Païssé 2016)
	(Païssé 2016)
В работе французских исследователей были выполнены 16S-тесты цельной крови, а также ее фракций у 30 ЗП (доноров). 
Применен метод, разработанный и опробованный авторами ранее (Lluch 2015). 
bacDNA обнаружена у всех ЗП, большая ее часть содержится в лейкоцитарной пленке, т.е. во фракции лейкоцитов и тромбоцитов (93.7%) (на слайде),
 меньшая - в эритроцитах (6.2%) и плазме крови (0.03%). 
Главным образом это bacDNA Gram(-) бактерий типа Proteobacteria (87%) и Bacteroidetes (классы Sphingobacteriia, Bacteroidia и Flavobacteriia) (2,5%), но также Gram+ бактерии типов Actinobacteria (6,7%), Firmicutes (класс Bacilli) (3%). 

Для цельной крови концентрация 16S составила 4*107 шт/мл в среднем. 

От 1.8*107 до 7.6*107 шт/мл в зависимости от ЗП. 
Это соответствует 106-107 шт/мл bacDNA (ибо в геноме одной бактерии содержится от 1 до 15 копий гена 16S).  
На один лейкоцит приходилось в среднем около 5 копий гена 16S (конечно они преимущественно содержались в фагоцитах).
Высокая концентрация bacDNA определялась тем, что перед забором крови доноры (как и положено) принимали пищу. 
Именно такой подход (забор крови после приема пищи) предполагается применить в НИР1. 
Это позволит существенно повысить соотношение между nhDNA и hDNA, и, как следствие, качество и достоверность WMS-тестов.

	18. 
	Blood-Germany
	Характеристики плазмы крови 
(7 пациентов с сепсисом, 12 ЗП, WMS-тест)
	#
В работе (Grumaz 2016)  были обследованы следующие три группы: пациенты с сепсисом (n=60), пациенты, перенесшие полостную операцию (n=30) и ЗП (n=30). Изучалась DNA, свободно находящаяся в плазме крови (cellfree DNA). Ее концентрация была определена с помощью Qubit dsDNA HS Assay Kit (LifeTechnologies). Затем выполнялся WMS-тест, аналитически исключались риды, принадлежащие hDNA, остальные риды картировались с точностью до вида с применением NCBI RefSeq (референсной геномной БД) (на слайде инфо для части пациентов). В результате были получены как относительные, так и абсолютные значения (концентрации) присутствия nhDNA.
Этот способ картирования будет применен в НИР1. 

	19. 
	Skin-bacDNA
	Бактериальная ДНК в псориатической и здоровой коже (16S-тест, Fahlen 2012)
	(Fahlen 2012)
Группа исследователей во главе с Lionel Fry в 2012 впервые применила 16S-тест  для исследования биоптатов псориатической кожи (переменные области V3-V4). 
Они (диаметр 2 мм) были взяты у 10 ПП и у 12 ЗП. ПП не получали местное лечение в течение двух недель, а также ультрафиолет или системное лечение в течение месяца до этого. Результаты сгруппировались в 19 типов, 265 таксонов и 652 OTU с 97%-идентичностью.  Тремя наиболее распространенными типами у ЗП и ПП были Firmicutes (39% у ПП, 43% у ЗП), Proteobacteria (38% у ПП, 27% у ЗП) и Actinobacteria (5% у ПП, 16% у ЗП). 
Как видно по результатам Streptococcus sp. (голубой цвет) оказался хорошо представлен у ПП (в среднем 32%, обнаружен во всех биоптатах) и у ЗП (26%), 
Staphylococcus sp. был менее представлен у ПП (5%), чем у ЗП (16%). 

Концентрация bacDNA не определялась.
Это подход (подготовка пациентов и забор биоптатов кожи) будет применен в НИР1.

	20. 
	Derm-16S-1

	Бактериальная ДНК в эпидермисе и дерме непсориатических пациентов (16S-тест)
	#
В работе (Nakatsuji 2013) исследовалось присутствие bacDNA в кожных биоптатах (n=11).  Биоптаты были получены следующим образом. Постхирургическая здоровая кожа очищалась стерильным скальпелем, а затем стерилизовалась тампоном. После этого с помощью 6 мм панча осуществлялся забор биоптата на глубину 2-3 мм  - так, чтобы в него попадали эпидермис, дерма и часть жировой ткани, расположенной под дермой.

После чего биоптат в стерильных условиях был разделен на слои толщиной 30-50 микрон, которые затем по отдельности прошли 16S-тест. Результаты были сгруппированы по 4-м отделам: эпидермис, фолликулярная дерма, дерма и жировая ткань (adipose tissue). Оказалось, что bacDNA присутствует не только в эпидермисе и фолликулярной дерме, но в нижележащих слоях дермы (которые не содержат фолликулы и потовые железы) и в жировой ткани (слайд Derm-16S-1). 

Относительное присутствие bacDNA представлено c точностью до порядка (order) в таблице (в дополнительных материалах к статье) и с точностью до класса (class) на диаграмме (слайд Derm-16S-2). Определение абсолютного присутствия (концентраций) было выполнено для нескольких характерных бактерий (Propionibacterium acnes, Staph. epidermidis и Pseudomonas sp.) в дополнительных 16S-тестах со специфическими праймерами. Бактерий рода Pseudomonas sp. (входит в семейство Pseudomonadaceae) было обнаружено в среднем в фолликулярной дерме - 4200 КОЕ/мм3, а в дерме, которая не содержит фолликулы, - 500 КОЕ/мм3.

	21. 
	Skin-AtD-WMS-genus
	Метагеном кожи (15 ЗП SPT(-), 19 AtD+, 5 ЗП SPT+, WMS-тест). 
Относительное присутствие нескольких родов.
	#
В работе (Chng 2016) были обследованы 39 человек (19 AtD+ - пациентов с историей атопического дерматита, 15 ЗП SPT(-) - с отрицательным скарификационным тестом и 5 ЗП SPT+  - с положительным скарификационным тестом). У каждого брались два мазка (с правой и левой локтевых складок - antecubital fossae) с применением D-Squame Standard Sampling Discs (метод tape-stripping). Результат двух WMS-тестов усреднялся. Для нескольких пациентов дополнительно был выполнен 16S-тест, что позволило сравнить его результаты с результатами WMS-теста и показать преимущества WMS-теста. 

Авторы отметили семь родов и девять видов, по которым отличия между группами обследуемых оказались наиболее значимыми. На слайде Skin-AtD-WMS-genus представлены результаты для родов Streptococcus sp. и Gemella sp. (повышенная представленнность по сравнению с контролем) и Dermacoccus sp. (пониженная представленность по сравнению с контролем). Среди девяти видов – три вида альфа-гемолитических стрептококков. Большинство видов, присутствие которых у AtD+ пациентов повышено, являются комменсалами или условными патогенами ВДП.

Для родов Streptococcus sp. и Staphylococcus sp. изучена представленность по видам (слайды Skin-AtD-WMS-Strep, Skin-AtD-WMS-Staph), а для патогенного вида Staphylococcus aureus по штаммам (слайд Skin-AtD-WMS-Strain). Авторы отметили, что Str. pyogenes не был обнаружен ни у одного из обследованных. Такая достоверная детализация по видам и любая детализация по штаммам возможна только по результатам WMS-тестов. На данный момент это первая и единственная работа, в которой WMS-тест выполнялся для дерматологических пациентов,  именно поэтому она важна для проекта НИР1. Основные исходные данные и итоговые результаты этой работы свободно доступны на NCBI. Sequence Read Archive и на сайте журнала Nature Microbiology.

	22. 
	Skin-AtD-WMS-Strep
	Метагеном кожи (15 ЗП SPT(-), 19 AtD+, 5 ЗП SPT+, WMS-тест). 
Относительное присутствие видов Streptococcus sp.
	

	23. 
	Skin-AtD-WMS-Staph
	Метагеном кожи (19 AtD+, 15 ЗП SPT(-), 5 ЗП SPT+, WMS-тест). 
Относительное присутствие видов Staphylococcus sp.
	

	24. 
	Skin-AtD-WGS-Strain
	Метагеном кожи  (19 AtD+, 15 ЗП SPT(-), 5 ЗП SPT+, WMS-тест). 
Относительное присутствие штаммов Staphylococcus aureus.
	

	25. 
	Netosis
	Нетоз – формирование нейтрофильной внеклеточной сети NET (neutrophil extracellular trap)
	В 2004 г. был открыт нетоз – новый механизм, посредством которого нейтрофилы осуществляют защитные функции путем формирования внеклеточной сети.  Нетоз является типом клеточной смерти нейтрофилов наравне с апоптозом и некрозом. 

Триггеры формирования NET из нейтрофилов.
LPS, fMLP (N-formyl-methionyl-leucyl-phenylalanine), PMA (phorbol myristate acetate), тромбоциты, цитокины (IL1-beta и др.),  IFN-alpha, бактерии, грибы, вирусы, аутоантитела, ROS (реактивные формы кислорода).

Взрывное формирование NET

Разрыв клеточной оболочки, и выброс DNA-сети, связанной с белками, антимикробными пептидами, цитокинами, миелопероксидазой и другими веществами, связывающими и разрушающими патогены. 

Состав NET
hDNA (хозяйская ДНК), MPO (миелопероксидаза),  NE (нейтрофильная эластаза), цитруллинированные гистоны, антимикробные протеины, LL37, цитокины  (IL-17 и др). Всего более 30 различных белков.
(Hasler 2016)

	26. 
	Net-blood-2
	NET в здоровой и псориатической крови (Hu 2016)
	# (Hu 2016). Число нетозных нейтрофилов (формирующих NET) в крови низкое в норме (a) и высокое при псориазе (b-d).  
Во время нетоза происходит расширение ядра и образование внеклеточной сети DNA (e, f).

	27. 
	Net-blood-3
	Корреляция между PASI и 
% нетозных нейтрофилов крови (Hu 2016)
	# (Hu 2016) 
(a) Корреляция между PASI и % нетозных нейтрофилов (формирующих NET) в крови при псориазе. 

(b) Корреляция между % нетозных нейтрофилов (формирующих NET) в крови контроля под влиянием сыворотки крови псориатических пациентов с различным PASI. 

Всего 48 ПП.

	28. 
	Net-skin-1
	NET в псориатической коже (Lin 2011)
	# (Lin 2011)
А. Псориатический эпидермис содержит  IL-17+ нейтрофилы в микроабсцессах Мунро (MM) и в пустулах Когоя (SPK). 

B. Микроабсцесс Мунро (ММ). Формирование NET сопровождается выбросом ядерного материала (полые стрелки) и содержит MPO и IL-17. 

Обнаружилось много дермальных NET, а также отличные от нейтрофилов  IL-17+ клетки.

	29. 
	Net-skin-2
	NET в псориатическом эпидермисе (Hu 2016)
	# (Hu 2016)
NET часто находятся рядом с кератиноцитами 

	30. 
	Cross-pres
	Привлечение из крови, нетоз и апоптоз нейтрофилов в псориатической коже. 
Кросс-презентация Y-антигена.
	На данной схеме представлено дополнение Y-модели (в т.ч. гипотезы H10+).
Это возможная роль Neu-Y в качестве звена порочного цикла (наряду с толеризованными Mo-R и DC-R).

В рамках Y-модели патогенеза роль нейтрофилов крови предполагалась 

как посредников, отвечающих за костномозговую подготовку предшественников моноцитов и дендритных клеток на стадии гемопоэза.  
Роль нейтрофилов, привлеченных в псориатическую кожу, рассматривалась 

как активных участников врожденного иммунного ответа на инициирующий процесс LP2 (как и в других моделях патогенеза).

Привлечение нейтрофилов из крови в дерму согласно Y-модели патогенеза - это локальный процесс LP1.2.
Нейтрофилы составляют большую часть фагоцитов крови (> 85%) и ответственны за эндоцитирование (фагоцитоз) большей части бактериальных продуктов. 

Нейтрофилы привлекаются в псориатическую кожу на самой ранней стадии возникновения псориатического пятна (еще до точечного проявления).
Препсориатическая кожа, смежная с активными пятнами и ранними пятнами, характеризуется наличием CD15+Neu (Albanesi 2009). Привлечение Neu к месту воспаления осуществляется благодаря CXCR1 и CXCR2 (лиганды CXCL8 и CXCL1), но также и CCR2.

Нейтрофилы составляют существенный процент среди кожных фагоцитов (до 45% при средне-тяжелом псориазе), причем почти все имеют нерезидентное происхождение.

Триггером возникновения псориатического пятна может быть травма кожи или ожог, вирусная или бактериальная инфекция (инициирующий и усугубляющий процесс LP2)

В любом из этих случаев сразу же начинается локальный процесс LP3 – это врожденный иммунный ответ против LP2. 

В коже нейтрофилы претерпевают апоптоз и нетоз, секретируют Il-17, LL-37 и HBD-2.  
В результате формируются комплексы hDNA-LL37 и hRNA-LL37,  которые воздействуют на PDC (плазмоцитодные дендритные клетки).  
PDC активно секретируют IFN-alpha, что является триггером приобретенного иммунного ответа против LP2.  

Моноциты  Mo и дендритные клетки DC и MoDC  (независимо от происхождения) фагоцитируют нетозные и апоптозные тела нейтрофилов, включая недеградированные LPS, PG и PG-Y.

После такого фагоцитоза те из них, в которых оказался недеградированный PG-Y, могут быть обозначены как DC-Y = PG-Y(+)DC и MoDC-Y = PG-Y(+)MoDC. 

Те из них, которые содержат PG-Y, могут преобразоваться в зрелые дендритные клетки maDC-Y.
Которые в свою очередь могут презентировать Y-антиген специфическим T-лимфоцитам (TL-Y). 
Такая схема передачи антигена (через фагоцитоз фрагментов умерших нейтрофилов) для последующей презентации называется кросс-презентацией. (Schuster 2013)

	31. 
	Phagocytes-1
	Привлечение фагоцитов крови в кожу при средне-тяжелом псориазе (факты).
	#
На этом слайде собрана сводная информация о фагоцитах крови и фагоцитах псориатической кожи.  Количественные характеристики фагоцитов крови в норме и при псориатической болезни отличаются незначительно.  

Основные отличия имеют место в псориатической коже. 

В здоровой коже почти все фагоциты имеют резидентное происхождение, т.е. происходят от MoDP - предшественников моноцитов и дендритных клеток  - резидентных дермальных стволовых клеток. 

Но в псориатическом высыпании ситуация иная - до 80% фагоцитов имеют нерезидентное происхождение, т.е. либо они привлечены из кровотока, либо произошли от клеток, привлеченных из кровотока. 

Это почти все нейтрофилы и до 70% моноцитов-макрофагов и дендритных клеток.  

Как показывают расчеты, их концентрация в верхнем слое кожи толщиной 0,5 мм достигает ~ 41000 шт/мм3. 

Около 45% фагоцитов составляют нейтрофилы, около 35% - моноциты (макрофаги) и до 20% - дендритные клетки. 

Процентное соотношение между типами фагоцитов в псориатической коже (отличное от того же соотношения в крови) определяется увеличением среднего времени жизни макрофагов и особенно дендритных клеток по сравнению этими же величинами для фагоцитов крови.

	32. 
	Phagocytes-2
	Нехозяйский биоматериал поступает в псориатическую кожу внутри фагоцитов крови 
	Ключевой слайд  (гипотеза H10-S. Проверяем в НИР1).
На этом слайде представлена схема предполагаемого поступления нехозяйского биоматериала (в т.ч. nhDNA, LPS и PG) в псориатическую кожу внутри фагоцитов крови Neu-Y, Mo-T и DC-T. 

Фагоциты псориатической кожи (независимо от их происхождения) эндоцитируют nhDNA, LPS, PG и другой нехозяйский биоматериал резидентного происхождения (т.е. от любых микроорганизмов, живущих на коже и в коже). 

При этом внутри некоторых фагоцитов предположительно сохраняется недеградированный нехозяйский биоматериал ранее эндоцитированный в крови. 
nhDNA резидентного и nhDNA нерезидентного происхождения можно отличить с помощью комплексного изучения метагеномов фагоцитов крови и фагоцитов псориатической кожи. 

К сожалению это невозможно сделать для другого (отличного от nhDNA) нехозяйского биоматериала (если не навешивать на пептиды специальные метки). 

Предполагается определить концентрацию nhDNA (в том числе видов предполагаемо псорагенных) и оценить концентрацию другого нехозяйского биоматериала нерезидентного происхождения в псориатической коже (в первую очередь пептидов – предполагаемых Y-антигенов).

	33. 
	Phagocytes selection
	Отбор фагоцитов из крови и псориатической кожи иммуномагнитным методом
	#
Фагоциты (нейтрофилы, моноциты и дендритные клетки) крови иммуномагнитным способом выделяются из цельной крови (они составляют 65-70% от всех лейкоцитов).  

Псориатический биоптат в стерильных условиях преобразуется в клеточную суспензию, из которой иммуномагнитным способом выделяются все фагоциты (нейтрофилы, моноциты и дендритные клетки).

	34. 
	nhDNA-MPPS
	Предполагаемые фракции метагенома фагоцитов псориатической кожи MPPS
	#
На основе обработки информации по картированным ридам формируются два перечня видов nhDNA: MPB – метагеном фагоцитов крови и MPPS – метагеном фагоцитов псориатической кожи.

Простое сравнение с MPB сразу позволяет разделить MPPS на две фракции R – резидентную и M – общую. 
Если конкретной nhDNA из MPPS нет в MPB, то она сразу включается в фракцию R. Дальнейшее разделение общей фракции M на нерезидентную N и смешанную RuN происходит алгоритмически.

Перечислим возможные причины существования смешанной фракции RuN:

· контаминация биоматериала крови кожной микрофлорой во время венепункции;

· транспорт организма и/или его nhDNA из кожи в кровь во время травмы и/или инфекционного воспаления дермы;

· наличие в  микрофлоре кожи и ЖКТ (ВДП) идентичных штаммов;

картирование различных видов на один референсный;

	35. 
	MPPS-example
	Алгоритм разделения метагенома фагоцитов псориатической кожи MPPS на фракции и подмножества. Пример.
	#
В графическом виде приведен ожидаемый результат выполнения алгоритма разделения метагенома фагоцитов псориатической кожи MPPS на резидентную, нерезидентную и смешанную фракции на тестовом примере (значения и формулы для концентраций). 

	36. 
	Questions
	Главные вопросы и возможные ответы
	НИР1 должна дать ответы на следующие главные вопросы:

Вопрос 1. 
Коррелирует ли тяжесть псориатической болезни 
а) с концентрацией каких-либо nhDNA в фагоцитах крови?  
б) с уровнем PAMP-немии?

Вопрос 2. 
Недеградированная nhDNA поступает из крови в псориатическую кожу? Если да, то какая часть метагенома фагоцитов крови обнаружена в метагеноме фагоцитов псориатической кожи и в какой концентрации?

	37. 
	Main_Goals
	Главные цели НИР1
	#
На этом слайде перечислены главные цели НИР1.

Изучение подпроцессов, лежащих в основе системного псориатического процесса. Получение фактов в поддержку гипотез H2, H3 и H10+.

Обоснование целесообразности и подготовка к проведению НИР2.

	38. 
	NIR1-2-bio
	Пациенты, типы биоматериалов и число WMS-тестов
	На заключительном слайде приведена сводная таблица, в которой указаны количество пациентов, тип и количество биоматериалов, для которых будут выполнены 
WMS-тесты.  Сначала в рамках НИР1 (30 тестов), а потом в рамках НИР2 (142 теста). 



Полное описание проекта НИР1 онлайн.
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