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1. Bevezetés

1.1. A bor

A bér a szervezet legnagyobb szerve, melynek teljes mérete koriilbeliil 20 m?.
Feladata rendkiviil 6sszetett. Védelmet biztosit a mikrobakkal szemben és a kiilonféle
kornyezeti hatdsoktol, segit a testhOmérséklet szabalyozasdban ¢€s lehetové teszi a

fajdalom, a meleg és a hideg érzékelését.
1.1.1. A bor anatomiai felépitése

A bér anatomiailag harom rétegre oszthato, a hamra (epidermis), az

irharétegre (dermis) és a béraljara (subcutis) (1.abra).

Melamocitak

Faggyumirigy
i Szor allito izom
(Dermisz)
Idegek
Ekrin verejtékmirigy
Béralja (Szubkutisz)

Zsirsejtek
Szortiiszo
Apokrin

verejtékmirigy

Vér erek

1. abra A human bor keresztmetszete.

A ham a legfelsd réteg, mely a testfelszint boritja és elvalasztja a belsd részeket
a kiilvilagtol. Vastagsaga atlagosan 0,2 mm, melynek tilnyomé részét a hamsejtek
(keratinocitak) adjak, emellett melanocitak, Langerhans-sejtek és Merkel-sejtek is
talalhatoak itt. A hamot a keratinocitak differencialodasa alapjan 5 részre lehet osztani
(2. abra). Az also rétege a stratum basale, melynek sejtjei folyamatosan osztodnak és
ezaltal kialakitjak a tobbi réteget. Ezt koveti a stratum spinosum (tiiskéssejtes réteg),
ahol a keratinocitdk strukturdlis valtozasokon mennek keresztiil, laposabba és

poligonalissa valnak. Itt kezdédik meg a differencialodas is, és a felsd sejtsoraiban mar



megjelennek a keratinosomdk, azaz a granulumok. A kovetkezd réteg a Stratum
granulosum, amely altalaban 2-3 sejtsorbdl all, a sejtek nagy szamban tartalmaznak
keratinohialin ~ granulumokat, = melyek  hisztidinben = gazdag  fehérjékbol,
tonofibrillumokbol és lipidekbdl allnak. A stratum granulosum-ot kdveti a stratum
lucidum, mely egy sejtrétegli. A sejtek laposak, de tartalmaznak még
sejtorganellumokat. A legfelsé réteg a stratum corneum, amely mar csak elhalt,
elszarusodott sejteket tartalmaz, melyek mar nincsenek sejtorganellumok, azonban nagy
mennyiségben talalhatdoak benniik hidrolitikus és katabolikus enzimek.[Dobozy, 2004;
Braun-Falco, 2000]

2. abra Az epidermisz mikroszkopos felépitése. A keratinocitak differencialédasa soran alakul ki az 5 réteg.

A ham alatt taldlhaté az irharéteg, mas néven a dermisz. Ez képezi a bor
legjelentdsebb részét, vastagsaga valtozo, altaldban 3 mm. Az itt taldlhatd sejtek a
fibrocitak, hisztiocitdk, és a masztocitak, valamint a vérpalyabodl kilépd limfocitak,
granulocitak és plazmasejtek. Az irhaban a sejtes elemek mellett egy Kiterjedt
rostrendszer is talalhat6, melyet kollagén-, elasztikus-, és retikulum- vagy racsrostok
alkotnak. A matrix és a rostok kozotti teriileteket az alapallomany tolti ki, mely neutralis
¢és savanyl mukopoliszacharidakat, hialuronsavat, kondroitin-kénsavat, valamint nagy
mennyiségll elektrolitot és vizet tartalmaz. Az irha 6 feladata a mechanikai védelem, a
borfiggelékek hordozasa, tovabba vér-, elektrolit-, és vizraktarként is funkcional.

A bor legalsd rétegét a boralja (subcutis) alkotja, melynek tilnyomé részét a
zsirszovet teszi ki. Ezeket kotdszoveti gerenddk osztjdk lebenykékre, melyek kozott

erek és idegek futnak. A bor alatti zsirszovet és az irha kozotti hatar altaldban élesen
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elkiiloniil. A boralja fo6 feladata az energiatermelés, hdszigetelés és a mechanikai
ingerek tompitasa.

A bor szamos egyéb fliggelékkel is rendelkezik. Ilyenek példaul a haj, a szdrzet,
a verejték- és faggyuamirigyek. [Dobozy, 2004; Braun-Falco, 2000]

1.1.2. A bor funkcioja

A bor hatarfeliiletként funkcional testiink és a kornyezet kozott, ezaltal biztositva
az onnan ¢érkez6 karos hatasok kisziirését (UV, hdingadozas, vegyi artalmak)[Jensen,
2009]. A mechanikai, kémiai és immunologiai védelem mellett fontos érzékszervként is
viselkedik, részt vesz a kiilvilag ingereinek észlelésében, mely egy Osszetett feladat. Ezt
a borben talalhato idegek és a nagy variacidt mutatd specializadlodott receptorok végzik,
ezaltal a bor képes a tapintds, a nyomas, a fdjdalom és a hdmérséklet érzékelésére. Idegi
szabalyozas alatt 4ll még a bor vérellatisa, valamint a verejtékmirigyek mitkédésének
szabalyozédsa is, melyek az allando testhdmérséklet kialakitasdban jatszanak fontos
szerepet.

A vegyi anyagokkal szembeni védelmet a bor barrier funkcidja biztositja, amely
részben a viz és az elektrolitok elvesztésének akadalyozasat, részben pedig kiilonféle
anyagoknak a felszivodas-gatlasat jelenti. Ezen funkciok kialakitasaért foként a
szaruréteg ¢s a hamsejtek aktivitdsa felelds, melynek hatdsara a vegyi anyagok ¢&s
korpuszkularis részek a fiziologias hamlas révén eliminalodnak [Dobozy, 2004; Braun-
Falco, 2000].

A bér azonban képes kiilonféle anyagok felszivasara is, tehat a barrierhatas
részleges ¢€s szelektiv. Kiilonb6z6 anyagok oldott formaban harom féle utvonalon
keresztiil juthatnak be:

-szOrtiiszOkon €s a hozza kapcesolodo faggytimirigyeken keresztiil,
-a verejtékmirigyeken at,

-a szarurétegen keresztiil torténd penetracidval.

A szervezetre a napfény UV sugarai koziil legnagyobb bioldgiai hatast az UV-B
(280-320 nm hullamhossz) sugarzas gyakorol. Ezek a sugarak a hamba érve
szétszorddnak és elnyelddnek, ezaltal csak nagyon kis mennyiségiik éri el az irha
rétegét. A sugarzas hatdsara kémiailag aktiv gyokok keletkeznek a hamban, melyek az

irhaba diffundalnak és ott gyulladast keltenek. A bdr anyagcseréje soran azonban
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fényvédo anyagok is keletkeznek, amelyek koziil a legfontosabb a melanin és a hisztidin
dekarboxilacidja soran keletkezd urokéansav.

Egészséges koriilmények kozott a borfelszin nem alkalmas arra, hogy korokozo
baktériumok telepedjenek meg rajta. Ez az antimikrobidlis aktivitds a bdrfelszin tobb
tulajdonsagan alapul. A patogén baktériumok tulnyomoé tobbsége ligos kdzegben ¢l és
szaporodik. A borfelszin azonban savas kémhatasi (pH 4,0-6,0), melynek
kialakitdsaban példaul a verejték tejsav-, valamint a faggyu- és az elhaldé hamsejtek
zsirsavtartalma jatszik fontos szerepet. Emellett a szaraz szarurétegben a patogén
korokozok kiszaradnak, elpusztulnak, és a fiziologias hamlas soran lelokédnek a
borfelszinrdl. Azokat a korokozokat, melyek még is atjutnak a hamon, a kotdszovet
granulocitai és makrofagjai elimindljak. Specidlis anatomiai helyeken, mint példaul a
follikulusokban = azonban  megfeleldek az  ¢életkorilmények  kiilonbdzd

mikroorganizmusok megtelepedéséhez [Dobozy, 2004; Braun-Falco, 2000].

1.1.3. A bor mikroflordja

A bor természetes mikrofloraval ugynevezett normal fléraval rendelkezik,
melyet elsésorban Staphylococcus-, Micrococcus-, és Propionibacterium torzsek
alkotnak. Ezek ugynevezett kommenzalis baktériumok, melyekrél azt feltételezziik,
hogy a gazdaszervezetre gyakorolt hatasuk nem jelentds, a kommenzalista populacio
szamara pedig a gazda jelenléte pozitiv hatast. Ez utobbi ugyanis megfelel6 életteret, és
tapanyagokat biztosit a mikrobak szamdara. Ezen fajok jelentésége azonban igen nagy,
hiszen azzal, hogy példaul megtelepszenek a follikulusokban 6kolégiai kdlcsonhatasuk
révén kiszoritjak az esetlegesen odakeriild egyéb patogén fajokat [Rioux, 2006].
Emellett egyes fajaik anyagcseretermékeik, ¢és aktivan szekretalt, mas fajokra
antimikrobidlis hatdsu anyagok termelésével aktivan is képesek a patogén korokozokat

elpusztitani.[Gallo, 2011]
1.2. Az acne patogenezise
Az acne vulgaris (pattanasos betegség) egyike a leggyakoribb borbetegségeknek,

mely a pubertasban kezdddik és altalaban a 20-30. életév kdzott spontan megsziinik. A

betegség mindkét nemet egyforman érinti, de a férfiaknal sokkal gyakrabban fordulnak



elé a sulyosabb formak, valdszinlileg a hormonalis hatdsok, kiilonds tekintettel az
androgének magasabb szintje miatt. [Zouboulis, 2007]

Az acne a faggyumirigyekben gazdag teriileteket érinti, a fokozott faggyu
(szébum) termelés (szeborrea) eredményeképpen, komedok, gyulladasos pusztulak és
papulak, valamint sulyosabb esetekben akar nodulusok és cisztak kialakulasa jellemzi
(4. 4bra). Az acne kialakuldsdban kiillonboz6 faktorok jatszanak szerepet, ilyenek a
hormonalis hatasok, abnormalis keratinocita funkciok, és mikrobidlis tényezok, mint
példaul a P. acnes hiperkolonizacidja a bor follikulusaiban (3. abra). Emellett az acnéra
valé hajlam 6rokolhetd, de a betegség poligénes multifaktorialis jellege miatt ennek

pontos mechanizmusa jelenleg még nem ismert. [Szabo és Kemény, 2011]

Patogén faktorok

/\

Kornyezeti faktorok Egvyéni faktorok

*a Propionibacterium acnes *hormonalis valtozasok
baktérium tulszaporodasa
*megnovekedett sebum
*egyéni életmodbeli faktorok szekrécio
(pl. étkezés, dohanyzas, stressz)
*az epidermalis keratinocitak
abnormalis proliferacioja €s

*egyeni genetikai hajlamosito
faktorok

3. abra Az acne kialakulasaban szerepet jatszo patogén faktorok.

A tiinetek kialakulasa a serdiilékori hormonalis valtozadsokhoz kothetd, amikor a
kialakulé androgén tulsuly eredményeképpen a faggyutermelés fokozodik. A human
bdrben az arcon, a flilek mogott, a mellkas és a hat felsd részén és bizonyos mértékig a
felkar kiils6 részén (ahol altaldban az acnés 1éziok is eldfordulnak) specialis szerkezetli
faggyamirigyek talalhatoak (faggyuszortiiszok), melyekben a szOrtiisz6 mellé egy
nagyméretti faggyamirigy is kapcsolodik. Igy épiil fel az igynevezett piloszebaceus
egység. [Dobozy, 2004; Braun-Falco, 2000]



4. abra Acne vulgaris klinikai képe. Piros nyilak jelolik a komeddkat (nyitott és zért), a kek nyilak pedig a
jellegzetes gyulladasos papulakat és pusztulakat mutatjak). A felvételek az SZTE, AOK Borgyogyészati és
Allergologiai Klinika gytijteményébdl szarmaznak.

A faggyustiisz négy részbol épiil fel, a keratinizalt infundibulum tiisz6bol, a
szOrbol, a faggyumirigybdl és a faggyuvezetékbdl, amely Osszekdti a mirigyet az
infundibulummal. A nagy, karfiolszer(i, kiirtosen csavart faggyimirigy valasztja ki a
faggylt, ami a kivezetd csovon keresztiil jut a tiiszObe, majd a bor felszinére. A faggyu
vilagos sargaszinli viszkézus folyadék, ami glicerineket ¢és szabad zsirsavakat,
szkvaléneket, viaszt és szterolésztereket, valamint szabad szterolokat tartalmaz és
mennyisége egyénenként valtozd. A faggyu termelése holokrin, ami azt jelenti, hogy a
faggyamirigy sejtjei a mirigy kozepe felé haladva fokozatosan szétesnek, és ily médon
bocsajtjak ki a faggyut.

A faggyu a faggyustiiszOben és a kivezetd csdben steril €s nem tartalmaz szabad
zsirsavakat, az infundibulumba érve azonban jo kdzeget biztosit a P. acnes és a
Staphylococcus epidermidis novekedésének. Ugyan mindkét baktérium része a
természetes, kommenzalis mikrofléranak, de specialis koriilmények kozott

hozzajarulhatnak az acnés 1éziok kialakulasahoz is (5. abra).



epidermisz faggyimirigy
eltomodatt
follikulus

8 nyitott komedo | Zirt komedoé : papula/pusztula ® nodulus/ciszta

Gyulladas

5. abra Az acne vulgaris kialakuldasa. A komedok kialakulasanal az elhalt epitélialis sejtek és a keratin elkezd
felhalmozodni. Az igy kialakuld siirti dugd elzarja a szébum aramlasanak utjat, mely kedvezd feltételt nytjt a P.
acnes baktérium novekedéséhez. A fokozodd nyomas miatt a follikulus fala megsériil, igy a P. acnes, a képz6dé
irritativ szabad zsirsavak és a sejttormelék kapcsolatba keriilhet a mélyebb szovetrétegekkel. A kornyezd szovetek
gyulladasa miatt papulak, pusztulak, stlyosabb esetekben nodulusok és a cisztak alakulnak ki.

1.3. A tiinetek kialakulasanak hatterében allo molekularis folyamatok

A professziondlis immunsejtekhez hasonléan az epidermadlis keratinocitak is
képesek a kornyezetiikben taldlhaté patogének felismerésére, elleniik aktiv
védéfolyamatok inditasara, amely folyamatokban a patogénfelismeré Toll-like receptor
(TLR) csalad tagjai is részt vesznek. [Pivarcsi 2003; Takeuchi 1999; Miller, 2008;
Terhorst, 2010].

1.3.1. A P. acnes adltal inditott jelatviteli folyamatok keratinocitiban

A P. acnes felismerésében a TLR2 és 4 receptorok vesznek részt, melyek
aktivacidjanak hatasara jelatviteli folyamatok indulnak a bdrsejtek citoplazmdjaban.
[Nagy, 2005] Ezen folyamatok kozponti 1épése az NF-xB transzkripcios faktor
aktivacidja, melynek eredményeképpen szdmos, a velesziiletett immun-, és a vele
parhuzamosan indulé gyulladdsos folyamatok kialakitasaban és szabalyozasaban fontos
szerepet jatszo gén kifejezOdése megvaltozik. Ezek kozott talalunk példaul gyulladasos
citokineket (TNFa és IL-1a), kemokineket (CXCL-8), valamint antimikrobialis hatasa
fehérjéket kodold géneket (6. abra). [Pivarcsi, 2003; Nagy, 2005]
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6. abra A P. acnes altal inditott jelatviteli utak keratinocitakban. (A részletes leirast 1d. a szovegben.)

kemokinek (IL-8)

1.3.2. Keratinocita aktivdacios hipotézis

Az egészséges borben a keratinocitak folyamatosan differencidlodnak a bazalis
rétegtdl egészen a legfelsd szarurétegig. A kiilonbozOé kornyezeti hatdsoknal vagy
patologias eseteknél ezek a természetes folyamatok azonban felborulhatnak, a
keratinocita sejtek aktivalodhatnak, ¢és ennek hatasara olyan alternativ folyamatok
indulhatnak el, melyek igazoltan fontos szerepet toltenek be szamos borbetegség
kialakulasa soran (sebgyogyulas folyamata, pikkelysomor) [Freedberg, 2001]. Erre az
aktivalt allapotra jellemz6, hogy a keratinocitakban szamos novekedési faktor, citokin
kifejez6dése fokozodik, melyek koziil a legfontosabbak a TNFa (tumor necrosis faktor
a), az IL-1a és B (interleukin-1 a és B), a TGFa és B (transforming growth factor a, p),
¢s az INFy (interferon y). Az aktivacids szigndl hatisira gyakran megfigyelhetd a
citoszkeleton atrendezddése, ezéltal a sejtalak valamint a sejtek vakuolarizaltsdganak
megvaltozasa is. A korabban mar emlitett novekedési faktorok valamint citokinek
hatasara szamos tovabbi adhézids molekula, sejtfelszini receptor €s keratin kifejez6dése
is fokozddhat. Jellemzé még a sejtek hiperproliferacidja, megndvekedett migracios
képessége valamint, hogy a bazalis membran komponenseit allitjak el6. [Barker, 1991;
Freedberg, 2001; Nickoloff, 1993]



Fiziologias
differenciacio

Keratinocita
aktivacio

7. abra A keratinocita aktivacios hipotézis. Az egészséges bérben jellegzetes fiziologias differenciacios folyamatok

zajlanak. Kiilsé kornyezeti hatasok eredményeképpen a sejtek aktivalt allapotba keriilhetnek, melynek soran

alternativ folyamatok zajlanak, Ennek az atmeneti allapotnak fontos szerepe lehet kiilonféle borbetegségek (pl.
pikkelysomér, vagy a sebgyogyulas) kialakulasa soran.

Az epidermalis keratinocitdk differencidlodasa tehat két eltérd utvonalon
haladhat (7. abra). Ezek elkiilonitésére gyakran alkalmazzak a specifikus keratin gének
kifejez0désének vizsgalatat. A K5 (keratin 5), K14 (keratin 14) a bazalis rétegben
fejezddik ki, mig a K1 (keratin 1), K2 (keratin 2) és a K10 (keratin 10) a differencial6do
sejtekben jelenik meg. Az aktivacios utvonal markereként a K6 (keratin 6, KRT6), K16
(keratin 16, KRT16) és K17 (keratin 17) szolgal. [Freedberg, 2001]

A keratinocita aktivacids ciklus kezdd Iépése, amikor a sejtek aktivalodnak az
IL-1 citokin hatasara. Az aktivalt allapot fenntartasat proinflammatoérikus és proliferativ
szignalok autokrin termelésével érik el. Az aktivalt keratinocitak parakrin szignalokat is
termelnek, melyekkel a szomszédos keratinocitak mellett a fibroblasztokat,
endothelialis sejteket, melanocitakat valamint limfocitakat riasztjak. A limfocitaktol
érkez6 jel az INFy, mely indukdlja a K17 kifejezodését és emellett a keratinocitak
kontraktilitasat is fokozza. Az aktivalt allapot megsziinésekor a fibroblasztokbol érkezd
TGEFp jel indukalja a keratinocitdkban a K5 és K14 kifejez0dését, ezaltal a keratinocitdk

visszaalakulnak az egészséges bazalis/ differencidcios fenotipusra.
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2. Célkituzések

Munkank soran célul tliztiik ki annak megismerését:
-hogy a boéron megtaldlhatdé kommenzalis P.acnes baktérium milyen sejtbiologiai
valtozasokat idéz el in vitro tenyésztett immortalizalt keratinocita sejtekben (HPV-
KER),

-hogy a P. acnes baktérium képes-e a keratinocitak aktivaciojara,

-fligg-e az aktivacid mértéke a keratinocitak kornyezetében talalhatdo baktériumok

mennyiségeétol,

-ezeknek a folyamatoknak szerepe lehet-e az acne molekularis patogenezisében?
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3. Anyagok és modszerek

3.1 Humadn immortalizalt HPV-KER keratinocita sejtvonal tenyésztése

A HPV-KER immortalizalt keratinocita sejtvonal elallitasahoz az SZTE AOK
Borgyogyaszati és Allergologiai Klinikdn plasztikai miitéten atesett egészséges donor
bérmintajabol szarmazé masodik passzazsban levo normal human keratinocita sejteket
(NHEK) humdan papilloma virus E6/16 fehérjét kifejezd plazmid segitségével
transzformaltdk, majd stabil sejtvonalat hoztak létre (az elkésziilt sejtvonal Tubak
Vilmos ajandéka). Laboratériumunkban a HPV-KER keratinocita sejtvonalat
szérummentes, 1% antibiotikum/antimikotikum-ot (AB/AM, Sigma-Aldrich; St. Louis,
USA) ¢és szupplementet tartalmazo Kkeratinocita tapoldatban (KCSFM, Life
Technologies, Carlsbad, USA) standard laboratoriumi koriilmények kozott (5% (v/v)
CO,-t tartalmazo légkorben, 37 °C-on) tartottuk.

3.2 A felhasznalt P. acnes torzs és tenyésztése

A P. acnes baktériumtorzseket standard mikrobiologiai eljarasok alkalmazasaval
tenyésztettiik és taroltuk [Nagy, 2005]. Roviden, a baktériumokat 5% (v/v) borjavérrel,
K1 vitaminnal ¢és haeminnel kiegészitett pre-redukalt Columbia agar (Oxoid, UK)
taptalajon novesztettiik. A baktériumok anaerob koriilmények (anaerobic chamber;
Bactron Sheldon Man, Oregon, USA) kozott, 37 °C-on ndttek. A P. acnes
izolatumokbol szarmazd egysejt koloniakat BHI (pH 7.4, Oxoid) tapoldatba oltottuk,
majd 37 °C-on inkubaltuk 48 oran keresztiil. A baktériumszuszpenziok centrifugalasa
(2600 x g-n 10 perc) utan a feliiluszot eltavolitottuk. Harom 10 perces PBS-EDTA-S
mosas utan a sejteket 5 ml PBS-EDTA-ban felszuszpendaltuk, ezutan a sejtszamot
spektrofotométerrel mért optikai denzitas értékek alapjan (OD = 600 nm) becsiiltiik. A
baktérium sejtszam 1x10° cfu/ml-re allitottuk PBS-EDTA-oldatban, és felhasznalasig-
80°C-on taroltuk.

Harom kiilonb6z06 baktérium torzset hasznaltunk, ezek a P.acnes 889, 6609 és az

ATCC11828 jeltiek voltak. Ezek jellegzetességeit az 1. tablazat foglalja dssze.
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Filogenetikai

Név Eredet Patogenicitas
csoport
endokarditises
889 ) 1A patogén
betegmintabol
egészséges borfelszinrdl
6609 IB. nem patogén
késziilt torésbol
ATCC11828 talyogbol 1. patogén

1. tablazat A munkak soran felhasznalt P. acnes torzsek jellegzetességei.

A baktériumtdrzsek fenntartdsa valamint tenyésztése az SZTE, AOK, Klinikai

Mikrobioldgiai Intézetében, Dr. Urban Edit vezetésével tortént.

3.3 A HPV-KER sejtek kezelése P. acnes 889 baktériummal

A HPV-KER sejtek P. acnes kezeléséhez 300.000 sejtet tettiink 6-0S
szovettenyésztd edénybe, majd ezeket 24 o6ran keresztiil antibiotikum/antimikotikum
mentes (AB/AM-) KCSFM tapoldatban inkubaltuk. A sejteket él6 P. acnes
baktériummal kezeltiik elézetes Kkisérleteinkben meghatarozott Keratinocita sejt:
baktérium aranyt hasznalva (multiplicity of infection = MOI: 25, 50, 100, 200, 300). A
ko-kulttrakat normal tenyésztési koriilmények kozott 0, 6, 24 oraig inkubaltuk, ezekbol

mintat vettiink, melyeket tovabbi felhasznalasig -80°C-on tartottunk.

3.4 Totdal RNS izoldlas

A kezeletlen kontroll és baktérium kezelt mintakbol TRI-Reagens (Molekular
Research Inc. Cincinatti, USA) felhasznalasaval RNS-t izolaltunk a gyartd utasitasai
szerint. Roviden, a mintak kiolvasztasat kovetéen kloroformos extrakciot végeztiink. A
fazisok centrifugélasos szétvalasztasa utan a vizes fazist 0j Eppendorf csdbe helyeztiik
at, majd az RNS tartalmat izopropanol hozzaadasaval lecsaptuk. Centrifugalast
kovetden (13.000 rpm, 10 perc, 4°C) a feliiluszot eltavolitottuk, majd nukleaz mentes

DEPC-es 70% (v/v) etanolos oldattal mostuk a csapadékot. Az RNS pellet szaritasat
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kdvetéen RN-4z mentes vizben feloldottuk, és tovabbi felhasznalasig azokat -80°C-on

taroltuk.

3.5 Reverz transzkripcio és valos idejii RT-PCR

crer

mérés) spektrofotométerrel elemeztiik. A mintdkat 0,2 pg/ul koncentraciora higitottuk,
majd cDNS-t allitottunk elé reverz transzkripcidé soran. Ehhez az iScript TM cDNS
Synthesis kitet (Bio-Rad, Hercules, USA) hasznaltuk, a gyartd utasitasainak
megfelelden, melynek sordn Osszesen 1 pg totdl RNS mintat irtunk at 20 pl

veégtérfogatban.

Komponens Mennyiség
(1 reakciora)

dH20 2,4 ul

Mastermix 10 ul

Forward primer (10 pmol / pul) 1,8 ul

Reverse pirmer (10 pmol / pl) 1,8 ul

Proba (10 pmol/ pl) 2 ul

2. tablazat A valés idejii RT-PCR reakciok osszetétele.

A kapott cDNS mintdk felhasznalasaval valds ideji RT-PCR vizsgalatokat
végeztiink, melyhez az Universal Probe Library rendszert (Roche, Indiana, USA) és
FastStart TagMan Probe Master (Roche; Indiana, USA) hasznaltunk a gyartéd
utasitdsainak megfelelden. A reakciokat 20 pl végtérfogatban, a 2. tdblazatban jelzett
Osszetételben végeztik. A felhaszndlt primer szekvencidkat és az alkalmazott

reakciokoriilményeket a 3. tdblazat tartalmazza.
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Gén Primer szekvenciak UPL proba
f- forward primer, r- reverse primer szama

18S rRNS f: CGCTCCACCAACTAAGAACG3’ 77
r: 5>CTCAACACGGGAAACCTCAC3’

- f 5°CAGCCTCTTCTCCTTCCTGATS 2
¢ r: 5> GCCAGAGGGCTGATTAGAGA3’

L 5’ AACCAGTGCTGCTGAAGGA3® 25
¢ r: TTCTTAGTGCCGTGAGTTTCC3’

3. tablazat A valés idejii RT-PCR reakciok soran felhasznalt primerek és UPL probak.

3.6 A P. acnes dltal inditott sejtbiologiai folyamatok valos idejii vizsgalata
(xCELLIgence) HPV-KER sejtekben

In vitro tenyésztett sejtek sejtbiologiai folyamataiban bekovetkezd valtozasok
valds ideji kovetése az xCELLIgence (Roche) rendszer alkalmazaséaval tortént. Az
eljaras valos 1dejii ellenallds, impedancia (Z) mérésen alapul. Specidlis, arany
elektrodakkal ellatott 96-lyuku tenyésztd edények aljat 1 pg/cm? fibronektinnel (Sigma-
Aldrich; St. Louis, USA) vontuk be. 50 ul tapoldatot adtunk a lyukakhoz, majd
lemértiik az E-plate hatterét. Ezt kovetéen 10.000 HPV-KER sejtet helyeztiink ki
lyukanként 100 ul AB/AM mentes KC-SFM tapfolyadékban, melyeket kiilonb6z6
mennyiségii P. acnes 889, 6609 és ATCC11828 baktériumokkal kezeltiink eltérd sejt —
baktérium aranyok alkalmazasa mellett (MOI = 25, 50, 100, 200, 300). Az impedancia
értékeket 15 percenként mérte a rendszer 90 6réan at, melyekbdl a szoftver egy dimenzid
nélkiili Ci értéket hatarozott meg. A Ci fligg a tenyésztdedény felszinének fedettségétol,
igy ennek megvaltozasat a sejtek szamanak, alakjanak, méretének, €s a felszinhez valo

adhézidjanak modosulasa eredményezi.
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4. Eredmények és megvitatasuk

4.1 P. acnes dltal inditott sejtbiologiai folyamatok valos idejii vizsgalata
(xCELLIgence) HPV-KER sejtekben

Kontroll P. acnes 889
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8. abra A P. acnes hatasara indulé sejtbiolégiai folyamatok valés idejii vizsgalata. a Kiilonbozé P.
acnes torzsek eltérd hatassal vannak a HPV-KER sejtek sejtbiologiai folyamataira (a részletes leirast 1d. a
szovegben.) (A kisérletek Tax Gabor doktorandusz hallgaté eredményei.)

A sejtbiologiai folyamatok valos idejii kovetéséhez az XCELLIgence rendszert
alkalmaztuk, mely valtéaramu ellenallas, vagyis az impedancia (Z) mérésén alapul.
Ebbdl a rendszer egy dimenzio nélkiili értéket, az tigynevezett sejt indexet (Ci) szamol.
Elézetes kisérleteinkben 5.000, 10.000, 15.000 sejtet tettiink a specidlis
tenyésztdedénybe lyukanként, majd 15 percenként a Ci értékek valtozasat kovettik
Osszesen 72 Oran keresztiil.

A legkisebb kiindulasi sejtszamnal (5.000 sejt/lyuk) a mérés ideje alatt a Ci
értékek folyamatosan néttek, mig az ennél tobb sejtet tartalmazo mintakban (10.000
sejt/lyuk, 15.000 sejt/lyuk) a mért Ci értékek a mérés ideje alatt elértek egy plato
értéket, ahonnan tovabb mar nem valtoztak (8.abra). Ezen eredményekbdl arra lehet

kovetkeztetni, hogy az 5.000 sejt/ lyuk ardnynal a kulturdk a kisérlet teljes id6tartama
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alatt végig novekedtek, mig az ennél tobb kiindulasi sejtet tartalmazé lyukakban
(20.000 és 15.000) egy id6 utan konfluens allapot alakult Kki.

Ezt kovetéen a HPV-KER sejteket kiilonboz6 P.acnes torzsekkel (889, 6609,
ATCC11828) kezeltiik (8. abra). A P.acnes 6609-es nem patogén torzs esetében a
gorbék lefutasa nagyon hasonld volt a kontroll sejtek gorbéiéhez. A P.acnes 889 és az
ATCC11828 patogén torzseknél mar eltérés volt tapasztalhatd, a kisérlet 48-60 orai
kozott egy gyors Ci érték csokkenést detektaltunk. Ezek az eredmények arra utalnak,
hogy ezeknek a torzseknek hatasa van a keratinocitak sejtbiologiai folyamataira.

Az itt kapott eredmények lapjan a tovabbi kisérletek soran a 10.000 sejt/lyuk
kiindulasi sejtszamot alkalmaztuk, valamint a P.acnes 889-es baktérium torzs hatasat a
HPV-KER sejtekre részletesen vizsgaltuk. (Tax Gabor doktorandusz hallgato

kisérleti eredményei).

4.2 A kiilonbézo dozisu P.acnes 889-es kezelések hatisa a HPV-KER sejtek
sejtbiologiai folyamataira

R RAARAS AR AR RN
B HPV-KER
B MOI=1:25, HPV-KER : P. acnes 889 ‘
B MOI=1:50
B MOI=1:100
MOI=1:200
B MOI=1:300

e 1 T R LT T PP TR
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Normalizalt sejt index (Ci)
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111111111111111111111111111111111111111111111111

1d6 (éraban)
9. abra A kiilonb6z6 doézisa P.acnes 889-es kezelések hatisa a HPV-KER sejtek sejtbiologiai
folyamataira A diagramon piros nyil jelzi azt az idépontot, mikor a P. acnes 889 baktériumot
hozzaadtuk a sejtekhez. A kék nyil jelzi azt az id6pontot, ahol a sejtek Ci értékekgyors csokkenésnek

indulnak (részletes leirast 1d. a szovegben). (A kisérletek Tax Gabor doktorandusz hallgatd eredményei.)
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A kisérletek soran 10.000 sejtet inditottunk 96-0s E-szovettenyésztd edénybe
lyukanként AB/AM mentes KC-SFM tapoldatban. 24 o6ra elteltével a sejtekhez
kiilonb6z6 aranyokban P.acnes 889 baktériumot (MOI 1:25, 50, 100, 200, 300) adtunk,
majd 90 oran keresztiil 15 percenként mértiik az impedancia értékeket. A kiszamitott Ci
értékeket az id6 fliggvényében abrazoltuk (9. abra).

A kapott gorbék elsé szakaszaban kezeletlen és a baktérium kezelt mintak
impedancia mértéke folyamatosan nétt, ami arra utal, hogy a sejtek ez id6 alatt
folyamatosan osztodtak. 24 ora elteltével a HPV-KER sejtekhez hozzaadtuk a P. acnes
889 baktériumokat (9. abra piros nyil). A kezelés utan a kontroll mintdk Ci értéke ~46
oraig folyamatosan nétt, itt elérte a platod fazist. A kisebb dozissal kezelt sejteknél (MOI
25, 50, 100) a kontrollhoz hasonl6 lefutast tapasztaltunk. Magasabb MOI-k esetében
(200, 300) azonban a kezelést kovetden fokozott Ci ndvekedést tapasztaltunk, majd
48-60 oraval a kezelést kovetden egy hirtelen csokkenést lattunk (9. abra kék nyil).

Ezen eredmények alapjan megallapithato, hogy alacsony MOI-k esetében (25,
50, 100) a P. acnes 889 torzsnek nem volt detektalhaté hatasa a HPV-KER sejtek
sejtbiologiai folyamataira a kisérlet idGtartama alatt. Ezzel szemben, magas MOI-k
esetében (200, 300) a baktérium hatasara a kontrolltol eltéré impedancia-valtozasok
torténtek. Mindezek alapjan megallapitottuk, hogy a kiilonboz6 dodzist baktérium
kezelések eltér6 modon befolyasoljak a HPV-KER sejtek sejtbiologiai folyamatait.

(Tax Gabor doktorandusz hallgaté kisérleti eredményei).

4.3 A P. acnes 889 kezelés hatdsa a keratinocita aktivdcios utvonalra

Ezt kovetden arra a kérdésre kerestiik a valaszt, hogy vajon a keratinocita
aktivacid szerepet jatszhat-e az el6z6ekben megfigyelt jelenségek soran. Ahhoz, hogy
erre a kérdésre valaszolni tudjunk az aktivalt allapotra jellemzé marker gének mRNS
szintli kifejezddésének valtozasat vizsgédltuk a P.acnes kezelés hatdsara valos idejii
RT-PCR modszerrel. Ezek az aktivalt allapot kialakitasaban sziikséges IL-la, a
fenntartasaért felelés TNFo, valamint az ICAMI és a KRT6 marker gének voltak.

Vizsgalataink soran 300.000 HPV-KER sejtet kezeltiink 6 lyukt szovettenyésztd
edényben a P. acnes 889 baktérium térzzsel (MOI = 100). A kezelést6l szamitott 3, 6,
12 és 24 6ra milva mintat vettiink, melyekbdl totdl RNS-t izolaltunk, és cDNS atirast

végeztiink.
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Eredményeink alapjan a TNFa mRNS szintje a kezelést kdvetd harmadik éraban
emelkedni kezdett, majd utana 6-12 dranal érte el a maximum értéket. Ezt kovetden
fokozatosan ujra csokkenni kezdett. Az IL-loa mRNS szintek a TNFo mRNS-hez
hasonlé valtozast mutattak. Az ICAM1 mRNS szintii kifejezddése enyhén emelkedett
értéket mutatott a baktérium kezelt mintdkban minden vizsgalt idépontban, mig a KRT6
szintje fokozatosan emelkedett az id6 elérehaladtaval (10. abra).

Ezen eredmények alapjan elmondhato, hogy a P. acnes szerepet jatszhat a

keratinocita aktivacio kialakitasdban és fenntartasaban.

50 TNFao s IL-1a

:SE ek :Eiés 4 1 T
< <
ZE 20 : E
g 2 23]
# o |5 - )
22 10 =
LE EE
%2 5 %g 1
0 : : - : 0 : : . :
3h 6h 12h 24h 3h 6h 12h 24h
1d6 (h) 1d6 (h)

30 ICAM1 4 KRT6
~g§ 2’5 | :EE _-]—_
| E NS 3
2 E 201 g E
= 9 - O
o = o =
5 qsf)‘ 1,5 7 5 q;-l_z 2 4
z & g2
Eg 10 52,

W = o = E
=2 % o
0,0 . ' . ; ~0 ' . : ;
3h 6h 12h 24h 3h 6h 12h 24h
1d8 (h) 1dé (h)

10. abra A TNFa, az IL-1a gyulladasos citokinek valamint a ICAM1 és KRT6 markergének mRNS
szintii kifejez6désének valtozasa P. acnes 889 kezelés hatdsara. Mindkét gyulladasos citokin mMRNS
kifejezddése gyors, tranziens valtozast mutat a baktériumkezelés hatdsara. Az ICAM1 markergén mRNS
kifejez6dése minden vizsgalt id6pontban emelkedett, mig a KRT6 mRNS szintjének kifejez6dése
folyamatosan emelkedik a P. acnes 889 kezelés hatasara. (Minden érték a sajat idejii kezeletlen
kontrollhoz lett viszonyitva. Az abrak 3 parhuzamos kisérlet eredményeinek atlagat mutatja (+/- standard
error), ahol kondiciénként 3-3 parhuzamos minta értékét atlagoltuk.)
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4.4 Kiilonbozo dozisu P. acnes 889 kezelés hatdsa a keratinocita aktivdcio mértékére

Ezt kdvetden azt vizsgaltuk, hogy a P. acnes 889 torzs kiilonbozé dozisokban
adva a HPV-KER sejtekhez milyen hatassal van azok aktivaciojanak mértékére. Ehhez
az aktivalt allapot kialakitdsdban és fenntartdsdban fontos két gyulladasos citokin
(TNFa és IL-1a) mRNS kifejezédésének valtozasat vizsgaltuk az eltérd dozisu P. acnes
889 kezelés hatasara.

Ehhez a HPV-KER sejteket kiilonboz6 sejt : baktérium aranyban €16 P. acnes
889 baktériummal kezeltiik (MOI 25, 50, 100, 200, 300), majd 6 és 24 ora elteltével
mintakat vettiink, melyeket valos idejii RT-PCR modszerrel elemeztiik.

Azt tapasztaltuk, hogy a 6 6ras mintdkban a TNFa mRNS szintli kifejezédésének
mérteke dozisfiiggést mutatott. A 24 6rds mintdkban alacsony MOI alkalmazasa esetén
(25, 50, 100) az mRNS szintek mar ujra a kezeletlen kontroll értékekhez kozelitettek,
mig magas MOI-k esetében még ebben az idépontban is enyhén emelkedettek voltak
(11. abra).

Az IL-1a esetében a TNFa mRNS kifejezddésének valtozdsahoz hasonlo
valtozast tapasztaltunk (11. abra).

Ezen eredmények alapjan arra kovetkeztethetiink, hogy a keratinocitdk
kornyezetében talalhaté P. acnes mennyiségének novekedésével a keratinocitak

aktivaciojanak mértéke fokozodik.
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11. abra TNFa és az IL-1o mRNS szintii kifejez6dése kiilonb6z6 dézisi P. acnes 889 baktérium
jelenlétében. A TNFa és az IL-1oo mRNS szintii kifejezédése gyors, dozisfiiggd, tranziens valtozast mutat
baktérium kezelés hatasara. (Minden érték a Oh kezeletlen kontrollhoz (pirossal jeldlve) lett viszonyitva.
Az abra 2-2 kisérlet eredményeinek atlagait mutatja, (+/- standard error) ahol a P. acnes kezelt mintakat a
kezeletlen 0 6ras kontroll mintdkhoz viszonyitottuk)
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5. Osszegzés

Az egészséges borben a keratinocitak lasst differencidlodason mennek keresztiil,
mig a bazalis epidermalis rétegtdl eljutnak a szarurétegig. A Freedberg és mts. altal
felallitott keratinocita akivacids hipotézisnek megfeleléen ezek a differencidlédasi
események megvaltozhatnak, ha valamilyen kiilsé zavard tényezd 1ép fel, melynek
hatasara az epidermalis sejtek aktivalodhatnak. Ebben az aktivalt allapotban egy
alternativ utvonal nyilik meg a sejtek eldtt, ami ezek utdn azok sejtbiologiai
folyamatainak zavarahoz, tobbek kozott fokozott sejtproliferacidhoz €s abnormalis
differencialodashoz vezethet. Ezt az allapotot jellemzi még a megvaltozott
citoszkeletalis szerkezet, és szamos gén eltéré kifejezodése melyek kozott talalunk pl.
citokineket, kemokineket, novekedési faktorokat, sejtfelszini receptorokat, adhézios
molekulakat. [Freedberg et al., 2001] A fenti folyamatok elinditasaért az IL-1 felel, mig
a fenntartasaban a TNFa jatszik fontos szerepet. [Barker et al., 1991; Freedberg et al.,
2000; Nickoloff and Turka, 1993; Freedberg et al., 2001].

Kisérleteinkben arra a kérdésre kerestiink valaszt, hogy szerepe lehet-e a
keratinocita aktivacidos folyamatoknak az acne patogenezise soran, van-e, ¢és ha igen,
akkor milyen hatdsa van a P. acnes baktériumnak az aktivaciés folyamatokra?
Befolyasolja-e a sejtek kornyezetében talalhatd baktériumok szdma, és az alkalmazott
P. acnes torzsek filogenetikai €s mikrobioldgiai sajatossagai az aktivacio mértékét?

Munkank soran megmutattuk, hogy a patogén P. acnes 889 és ATCC 11828
baktérium torzsek sejtbiologiai folyamatokat inditanak el in vitro tenyésztett HPV-KER
sejtekben magas sejt : baktérium arany alkalmazasa mellett (MOI 200, 300). Alacsony
MOI-k, valamint az egészséges borfelszinrdl szarmazo P. acnes 6609 torzs esetében
hasonl6 hatds nem volt megfigyelhetd kisérleteink idGtartama alatt. Ezek az eredmények
arra utalnak, hogy a kezelés sordn alkalmazott P. acnes torzsek filogenetikai és
mikrobioldgiai sajatossagai, illetve a kezelések soran alkalmazott baktérium ddzisok
nagyban befolyasoljak a HPV-KER sejtekre gyakorolt hatdsukat. Munkacsoportunk
tovabbi eredményei azt is igazoljak, hogy a patogén térzsek fokozott sejtproliferaciot,
majd ezt kovetden a HPV-KER sejtek pusztulasat okozhatjak [Tax Gabor személyes
kozlése alapjan].

Annak vizsgalatara, hogy milyen molekuldris biologiai folyamatok és

kiilonbségek allhatnak ezeknek a megfigyeléseknek a hatterében vizsgaltuk a P. acnes
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889 torzs hatasat a keratinocita aktivacios folyamatok szabalyozésaban szerepet jatszo
gének kifejezodésére (TNFa, IL-1a), illetve a folyamatok markergénjeinek (ICAMI, és
KRT6) expressziojara. A P. acnes 889 torzs az altalunk megvizsgalt O0sszes gén
kifejez0dését fokozta. Ezek az eredmények alatdmasztjak, hogy a baktérium szerepet
jatszhat a keratinocita aktivacios folyamatok kialakitasaban, valamint ezaltal

feltételezhetOen az acne molekularis patogenezise soran.

TNFa £

P. acnes IL-1o
TGFa

Fiziologias
differenciacio
TNFa £
IL-1a t

Keratinocita
aktivacio

13. abra A P. acnes baktérium feltételezett szerepe a keratinocita aktivaciés utvonalban.

Freedberg és munkatarsai szerint a Kkeratinocita aktivacio elsé 1épésekor
valamilyen kiils6, zavard hatasra a sejtekbdl felszabadul az 1L-1a citokin [Freedberg,
2001], mely az interleukin-1 receptoron (IL-1R) keresztiil parakrin médon aktivalhatja a
kornyez6 sejteket. Ennek az allapotnak a fenntartdsdban késébb az IL-1a mellett a
TNFa és TGFa jatszanak fontos szerepet. Sajat megfigyeléseink azonban azt mutatjak,
hogy P. acnes kezelés hatasara mind az IL-1o mind pedig a TNFa citokin mRNS
kifejezddése egy gyors, tranziens valtozast mutat, igy felveti annak a lehet0ségét, hogy
az aktivacio kialakitdsdban ez utdbbi citokin is fontos szerepet jatszik (13. abra).

A késobbiekben a TNFa ¢és az IL-la szamos egyéb gén kifejezddését
szabalyozza. Ez magyarazhatja azon eredményiinket is, mely azt mutatja, hogy a KRT6
mRNS szintll kifejezédése id6ben eltoltan jelentkezik az IL-1 mRNS expressziojahoz
képest. Az IL-1a szerepét a KRT6 kifejez6désének szabalyozasaban irodalmi adatok is
alatamasztjak [Komie; 2001; Freedberg, 2001].

A P. acnes dozisfiiggd aktivaciot okoz a HPV-KER sejtekben, hiszen mindkét
altalunk vizsgalt, az aktivacios folyamatok kialakitdsdban kulcsfontossagu gyulladasos

citokin mRNS kifejezddése parhuzamosan emelkedett az alkalmazott P. acnes 889
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baktérium dozis ndvekedésével a korai 6 6ras mintdkban. A HPV-KER sejtek valds
idejii sejtbioldgiai folyamatainak vizsgalatakor azt tapasztaltuk, hogy az alacsony MOI-
k (25, 50, 100) esetében nem tapasztaltunk a kezeletlen kontrollhoz viszonyitott eltérést
az XCELLIgence kisérleteinkben. Magas MOI-ban (200, 300) alkalmazva a patogén P.
tapasztaltuk. Erdekes, hogy ugyanezen kisérleti kondiciok (MOI 200, 300) mellett
mindkét citokin mRNS szintje még emelkedett értékeket mutatott a kontroll mintdkhoz
képest a kezelést kovetden 24 oOra elteltével. Ebben az idépontban alacsony MOI-k
alkalmazasa mellett a TNFa és IL-1oo mRNS-ek szintje mar Gjra a kezeletlen kontroll

értékekhez kozelitettek.
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14. abra A P. acnes baktérium feltételezett szerepe az acne patogenezisében. (A részletes leirast 1d. a
szovegben.)

A bemutatott eredmények alapjan a kdvetkez6 modellt allitottuk fel.
A szébum a follikulusokbdl folyamatosan, meghatarozott sebességgel aramlik a
borfelszin felé. Ez az aramlo szébum magaval sodorja a szabadon talalhato P. acnes
baktériumok egy részét, ezaltal fenntartva egy allando, alacsony baktérium szintet. Ez
az allapot felborul, ha valamilyen kiils6é hatdsra megvaltozik a keratinocitak
differenciacioja. Az abnormalis differenciacié eredményeként felhalmozodnak az elhalt
epitélialis sejtek, és egy dugo alakul ki a follikulus kivezet6 nyilasaban. Ez fizikailag
akadalyozza a folyamatosan termel6dé szébum, és a P. acnes baktériumok kiiiriilését. A
dugod kialakulasanak kovetkeztében emellett fokozottan anaerob kornyezet alakul ki,
mely kedvezé feltételeket biztosit a baktérium ndvekedése szamara. Mindez ahhoz
vezet, hogy az eldugult follikulusban megemelkedik a P. acnes lokalis mennyisége.

Késobb a felhalmozodo elhalt sejtek, a termelodd faggyu altal kifejtett nyomas,
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valamint a baktérium altal kivalasztott anyagok és enzimek hatdsara a follikulus fala
megsériilhet és felszakadhat. A sériilés eredményeként a baktérium és az egyéb anyagok
(szabad zsirsavak, elhalt sejtek) kapcsolatba 1éphetnek a mélyebb szoveti rétegekkel,
melyek hatasara lokalis gyulladas alakulhat ki.

Eredményeink arra utalnak, hogy a borsejtek és a kommenzalis flora kozott egy
rendkiviil komplex, dinamikus egyensuly all fenn, melynek egyensulya elengedhetetlen
az bor homeosztazisanak fenntartasahoz. Az eddig 6sszegylijtott kisérleti eredményeink,
¢s a rendelkezésre all6 irodalmi adatok felhasznalasaval felallitott modell pedig
magyarazatul szolgalhat annak megértésére, hogy hogyan valhat egy egyébként
veszélytelen, kommenzalis baktérium specialis koriilmények kdzott patogénné.

Osszességében alapkutatas jellegli vizsgalataink sok hasznos informaciot
szolgaltathatnak a humén sejtek ¢és a koriilottik ¢él6 kommenzalis flora
kolcsonhatasanak jobb megismeréséhez. Emellett klinikai jelent8ségiik is oridsi, hiszen
lehetové tehetik a serdiilékori populacié nagy szazalékat érinté gyulladasos bérbetegség

patogenezisének jobb megértését.
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7. Az altalam elsajatitott és alkalmazott kisérleti modszerek listaja

Munkdm sordn a kovetkez6 modszereket sajatitottam el, illetve ezeket Onalloan
alkalmaztam a dolgozatban bemutatott kisérletek elvégzése soran:

-eml0s sejtek tenyésztése, altalanos steril laboratériumi munkak

-a HPV-KER sejtek P. acnes baktériummal valo kezelése

-mintavételi eljarasok, RNS, fehérje kifejezddés-vizsgalatokhoz

-cDNS atiras

-val6s idejii RT-PCR

A dolgozatban bemutatott adatok részét képezik tobb, a munkacsoportunk altal

hazai ¢s nemzetkozi konferencidkon bemutatasra keriilé anyagnak:

1. Szab6 K, Tax G, Bolla B Sz, Erdei L, Urban E, Kemény L. Propionibacterium
acnes induces a dose-dependent activation of cultured human keratinocytes. 42nd
ESDR, Venice, Italy, 2012. (poszter, az Gsszefoglalo a Journal of Investigative
Dermatology folyodirat, 132:S2 p. S116, 2012 szamaban jelent meg) (Megjegyzés:
Erdei Lilla ¢és Bolla Beata Szilvia szerzok az absztraktban még nem szerepelnek, de
mivel a végsd poszter elkészitésekor az altaluk végzett kisérletek eredményei is
bemutatasra kertiltek, a poszteren a neviik a szerzok kozott keriilt feltiintetésre.)

2. Tax Gabor, Bolla Beata Szilvia, Erdei Lilla, Urban Edit, Kemény Lajos, Szabo
Kornélia. A keratinocitdk és a Propionibacterium acnes baktérium kolcsonhatasanak
szerepe az acne patogenezisében. Magyar Immunologiai Téarsasag XXXXI.
Vandorgyiilése. Debrecen, 2012. (szobeli eléadas)

3. Szabd Kornélia, Tax Gabor, Bolla Beata Szilvia, Erdei Lilla, Tabori Bettina,
Urban Edit, Kemény Lajos. Propionibacterium acnes indukalt dozisfiggd
keratinocita aktivaci6. Magyar Dermatologiai Tarsasdg Nagygyiilése, Budapest,
2012.
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munkam soran alkalmazott modszerek elsajatitasaban.
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9. Nyilatkozat
Alulirott Biologus Msc szakos hallgato, kijelentem, hogy a TDK dolgozatomban
foglaltak sajat munkdm eredményei és csak a hivatkozott forrasokat (szakirodalom,

eszk6zok, stb.) hasznaltam fel.
Nyilatkozat a palyazo6 egyéni hozzajarulasarol a palyamiiben leirt eredményekhez
Alulirott .....occvvvvieiieeieens a dolgozatban leirt munkafolyamatok koziil a:

e cmlds sejtek tenyésztése, altalanos steril laboratériumi munkak
e aHPV-KER sejtek P. acnes baktériummal valé kezelése

e mintavételi eljarasok, RNS, fehérje kifejezddés-vizsgéalatokhoz
e cDNS atiras

e valds idejii RT-PCR

végeztem el.

alairas

Szeged, 2012. november 5.
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