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1. Bevezetes

1.1 Az emberi bor

A bor az emberi test legnagyobb szerve, koriilbelil 15%-a egy feln6tt ember teljes
testtomegének. FO funkcidja a szervezet kornyezettdl vald elhatarolasa, védelme a kiilso,
behatdsokkal szemben. Specialis szerkezetének és a felépitésében résztvevd sejtek
funkcidjanak eredményeképpen fizikai, kemiai, bioldgiai és immunologiai értelemben egy
komplex barriert hoz 1étre. Emellett érzékeld funkcioja is jelentds, valamint szerepe van a
vizhaztartas és az alland6 testhomérséklet fenntartasaban. Ezt a sokrétii funkciot a rendkivdl
kidolgozott komplex strukturaja és a kiilonb6z6 eredetli szovetek (epitélialis-, vaszkularis-,

izom, ideg-, kotdszovet) haldzatos Gsszekapcesolodasa teszi lehetdvé (Kanitakis, 2002).
1.1.1 Anatdmiai viszonyok

A borben a kiilonb6zdé ektodermalis és mezodermalis eredetli szovetek harom rétegbe
rendezddnek. Kiviilrdl befelé haladva megkiilonboztetjiik az ektodermadlis eredetii
epidermiszt (ham) a vele asszocialt fiiggelékekkel (szor, korom, mirigyek), a dermiszt (irha),
valamint a hipodermiszt (béralja) (1. kép).

Az epidermisz a bor kiilsé rétege, tobbrétegli elszarusodd lapham, mely foként
keratinocitakbol épil fel. Részei az alapréteg (stratum basale), a sokszogletli sejtek
rétege (stratum spinosum), a szemcsés réteg (stratum granulosum), a fénylé réteg (stratum
lucidum) és a szaruréteg (stratum corneum). Az alapréteg sejtjei folyamatosan osztdédnak, és
az altaluk termelt sejtek differencialodasuk soran egyre tavolabb kerllnek a taplald dermisz
rétegétdl. Ennek soran fokozatosan ellaposodnak majd elhalnak, és szaruréteget képeznek,
mely véd a kiilsé behatdsokkal szemben. Az epidermiszben festéktermeld sejtek, melanocitak
is taldlhatdak, melyeknek fontos szerepe van a bér szinét meghatarozo pigmentszemesék
létrehozasaban. Ezek fontos feladata a szervezet védelme a karos sugarzasok ellen (Bressler,
1989; Elias, 2008).

A bor kozépsé rétege a dermisz, melynek alapja lazarostos kotdszovet. Két f6 rétege
van, a stratum papillare és a stratum reticulare. Itt talalhatok a hdmot taplalé erek, valamint
az érzékeld funkciot lehetové tevo (ho-, fajdalom-, nyomas- és tapintas érzékeld) receptorok.
A dermiszben szamtalan ér is fut, melyeknek a tapanyagellatason kivil az allando

testhémérséklet fenntartasaban is szerepe van.



A hipodermisz a bor legmélyebb rétege, melyet zsiros kotdszovet alkot (Kanitakis, 2002).
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Hipodermisz

1. kép. A bér szerkezete. (Forras: Biology of Aging - Integumentary System / Structure of Human
Skin Various Overheads 2/20/2003)

A boriinkon kiilonféle fliggelékszervek is talalhatoak, ezek:
e aszorés ahaj,
e a kulonféle mirigyek (faggyu- es verejtékmirigy, apokrin illat, és az
emlOmirigy),
o akorom.

A faggyUmirigy a boérben talalhato follikulusok, vagy mas néven a piloszebaceus egység
(PSU) egyik fontos része. A PSU részei a szOrtlisz0, a proximalis rész (“hajhagyma”), a
disztalis rész a faggyumirigy csatlakozésa alatti dudor (bulge) régidig a faggyumirigy, és a
sz6rszalmerevito izom (erector pili muscle) (1. kép).

A szértiisz6k a bor felszinére kiemelkedé hajszalbol, matrix keratinocitdkbdl és a
fibroblasztokat tartalmazd dermalis papillabol, kiils6-, és belsé gyokérhiivelybdl, valamint
kotészovetes allomanybol épulnek fel (Alberts, 2008).

A faggyumirigyek a bor kozépsé rétegében a dermiszben helyezkednek el, melynek
specialis, valadékot termeld epidermalis sejtjei, a szebocitdk. Ezek egy vékony kivezetd
csovon keresztiil vagy a bor felszinére, vagy a szOrtliszOkbe iiritik valadékukat, mely védi azt

a kiszaradastol (Harrison, 2007).



1.1.2 A bor specialis mikrofloraja

A hideg, savas, szaraz, egészséges bor nem kedvez a mikrébak megtelepedésének és
novekedésének. A bér felsé rétege erds fizikai barriert teremt, mely megakadalyozza a
mikroorganizmusok szervezetbe jutasat (Madison, 2003). Mindemellett a bér folyamatosan
megujul, igy az elhalt hamsejtekkel egylitt a mikrobak is lesodrodnak a felszinérdl (Elias,
2005). Ezzel szemben példaul a follikulusokban idealis kornyezetet talalunk a kiilonb6z6
mikrobak megtelepedéséhez, hiszen itt kedvez6ek a hoémérsékleti viszonyok és a
nedvességtartalom, valamint a termel6do faggya fontos tdpanyagforras lehet egyes mikrobak
novekedéséhez. Grice és munkatéarsai becslései szerint 1 cm®nyi bérterilleten 1 milliard
baktérium él (Grice, 2008).

Boriinkben az itt €16 baktériumok és gombak egyttesen alakitjak ki a b6r mikrobiomjat.
Ezeket a mikrobdkat az irodalom tobb szempontbol csoportositja, példaul eléfordulasuk
szerint tranziens/ rezidens, vagy hatasuk szerint jotékony hatasu/ patogén mikrobak
csoportjaira. Ezen mikrobak tenyésztése és szekvenaldsa soran bebizonyosodott, hogy a bor
kiilonb6z6 részein egyedi populacidik vannak jelen.

A bor rezidens mikrdbait az itt altalaban jelenlévé mikroorganizmusok meghatarozott
csoportja alkotja. Gyakran ezek a mikrobdk kommenzalisak, tehat nem veszélyesek, hanem
jelenlétilk egyenesen hasznos a gazdaszervezet szamara. Azzal, hogy megtelepednek a
boriinkben, felhasznaljdk a rendelkezésre allo tapanyagforrasokat 6koldgiai kompeticio révén
passzivan akadalyozzak mas, esetlegesen patogén fajok megtelepedését. Emellett (j kutatasi
eredmények alapjan az is napvilagot latott, hogy egyes fajok képesek olyan anyagok aktiv
szekréciojara is, melyek bakteriosztatikus, illetve antibakterialis hatasiak mas fajokra nézve.
Ezaltal aktivan is hozzajarulnak a bor homeosztazisanak fenntartasahoz (Schroder és Harder,
2006).

A rezidens, kommenzalis fajokkal ellentétben a tranziens mikrébak nincsenek
folyamatosan jelen a béron, néhany ordig/napig maradnak. Ilyenek példaul a patogén fajok.

Az egészséges borben a bdrsejtek és a kommenzalis flora egyensulyban vannak. Ha
azonban valamely koriilmény nem megfeleld, vagy nem kielégitd a szervezet immunvalasza,
akkor mind a tranziens, mind a rezidens baktériumok képesek lehetnek a tdlzott mértéki
elszaporodasra, ami kiilonboz6 betegségek kialakulasahoz vezethet (Otto, 2009).

A bor rezidens florajanak legfontosabb tagjai: Saccharomyces epidermis, Treponema
pallidum, kolonizaciora hajlamos Micrococcus nemzettség és az Actinobacteria torzs,

melyhez a Corynebacterium és a Propionibacterium acnes-t (P. acnes) magaba foglald



Propionibacterium genus tartozik. A leggyakrabban izolalt gombafaj a Malassezia spp
(Frederick, 2001).

A mikrobiom pontos Osszetétele eltér a bér egyes teriiletein (Grice, 2009), melyet bels6 és
kiils6 faktorok is befolyasolnak. A belsé faktorok kozil a legfontosabbak a kor, az egyéni
genetikai hattér, mely meghatarozza példaul az immunrendszer sajatsagait. A Kkiilsé
kornyezeti tényezok kozil ismert a klima, és a személyes higiéné szerepe, melyek szintén
hatnak az adott mikrobialis kozosség Osszetételére. A bor egyes részeit és fliggelékeit
(verejtékmirigy, piloszebaceous egység) egyedi mikroba Osszetétel jellemzi. Ennek
kialakitasaban példaul az is kozrejatszik, hogy a faggyumirigy lipid-gazdag szébumot
szekretal, és a benne levé trigliceridek hidrolizalasaval a kommenzalis P. acnes baktérium
szabad zsirsavakat szabadit fel, ami kedvez a baktérium adhézidjanak, és a PSU-ban vald

kolonizaciojanak) (Marples, 1971).
1.2 Az acne vulgaris (pattanasos borbetegség)

Az acne az egyik leggyakrabban el6forduld borbetegség, mely a serdiilokori népesség
80-90 szézalékat erinti. Annak ellenére, hogy az elmult 30 évben nagy elérehaladas tortént a
betegség hatterében all6 molekularis folyamatok vizsgalatdban, a részletes molekularis

patogenezisének nagy része a mai napig ismeretlen (Zouboulis, 2005).
1.2.1 Az acne kialakulasa

Az acne kialakuldsa a serdilékori hormonalis valtozasokhoz, fOként az androgén
hormonok fokozott termelédése miatt induld megndvekedett szébum szekrécidhoz kothetd. A
bortlinetek kialakulasa soran a follikulusok kivezetd nyilasat elhalt keratinocitak, a szér és a

bestirtisodott szébum eltomitheti.
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2. kép. Az acnés lézidk kialakulasa. A: egészséges bor; B: fekete miteszer (nyitott komedd); C:
fehér miteszer (z&rt komedd); D: papulék és pusztulak; E: cisztak.
(Forras: http://www.hotelbenessere.it/dizionario-medico/lemmi/acne.htm)



A kialakult dugd megakadalyozza a szébum bér felszinére valé Urlilését a porusokon
keresztll. Ezzel parhuzamosan a dugé alatti anaerob korulmények kodzott a P. acnes
baktérium kedvez6 koriilmények kozé keriil, és ennek eredményeképpen jelentés mértékben
elszaporodhat. gy alakulnak ki a jol ismert komedok (miteszerek). A folyamatosan
termelddd szébum feszitd hatasa miatt az eldugult PSU fala felszakadhat, és az ott jelen 1évd
baktériumok, a szébum, a sejttormelékek, valamint a P. acnes baktérium altal termelt
enzimek, és a hatdsukra létrejovo irritativ szabad zsirsavak a kornyezd szovetekbe dmlenek,
mely gyulladasos léziok, vagyis papulak és pusztulak (pattandsok) kialakulasahoz vezetnek.
Az acne lehet felszines vagy mélyre terjedd, ez utdbbi esetben a bor mélyebb rétegei felé
hatol a gyulladas, melynek eredményeképpen talyogok és gyulladt csomok (nodulusok,
ciszték) alakulhatnak ki (2. kép) (Stathakis, 1997).

1.2.2 Epidemioldgia

Az acnés tunetek elsd kialakulasa a serdill6korban, 10-12 éves korban, a hormonalis
valtozasokkal egyutt torténik, majd 16-18 éves korig a tiinetek fokozddnak. 12 éves kor kordl
a betegség gyakorisaga nékben magasabb, de ez az arany késdbb megfordul. Sok esetben a
betegség kontrollalt, és a tlinetek 20 éves kor koril maguktol elmulnak, azonban a betegek kis

szazalékaban azok felnétt korban is megmaradnak (Szabd és Kemény, 2011).

1.2.3 Kilinikai kép

<«— Komedok
<— Papulak és pusztulak
<— Nodulusok és cisztak

3. kép. Az acne klinikai képe a karakterisztikus léziokkal. (Komedok, papulak és pusztulak,
nodulusok ¢és cisztak a gyulladasos folyamatok sulyossaganak mértékétdl fiiggben). (SZTE AOK
Szent-Gyorgyi Albert Klinikai Kozpont, Bérgydgyaszati és Allergologiai Klinika gytlijteményébdl).
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Amennyiben az érintett egyén borén (leggyakrabban az arcon) féleg komedodkat talalunk,
acne codedonica-rol beszéliink. Sulyosabb esetben, acne papulo-pustulosa diagnézisakor a
miteszerek mellett gyulladt, gennyes pattanasok (papulék és pusztuldk) is megfigyelhetéek. A
legsulyosabb esetekben fajdalmas csomdk és cisztak is jelen vannak az arcon, a mellkason,

vagy akar az egész torzson. Ekkor acne nodulocystica-rol beszélunk (3. kép) (Habif, 2009).
1.2.4 Patogén faktorok

Az acne tehat a PSU gyulladasos betegsége, melynek kialakulasaban, mind koérnyezeti,
mind belsd faktorok szerepet jatszanak (4. kép). A legismertebb endogén tényezok ezek koziil
a serdiilékori hormonalis hatasok, az ennek eredményeképpen kialakulé abnormalis
keratinocita és szebocita funkciok. Ismert, hogy a betegségben szenveddk egyéni genetikai
hattere is fontos szerepet jatszik a tunetek kialakulasaban és sulyossaganak
meghatarozasaban, azonban ennek poligénikus karaktere miatt kevés ismeret all rendelkezésre
ezen faktorok pontos természetérél (Szabo és Kemeény, 2011). A kiils6 kornyezeti faktorok
kozil a mikrobidlis komponens, vagyis példaul a bérben kommenzalisan is jelen 1évé P.
acnes hiperkolonizéaciodja a follikulusokban is fontos tényezd, bar ennek jelentségérél a mai
napig megoszlanak a vélemények. Ezen faktorok 6sszessége azonban még mindig nem ad
valaszt arra, hogy a népességnek miért ilyen nagy szazalékat érinti a betegség, foként a fejlett,
,hyugatias” tarsadalomban. Egyre elfogadottabb azonban az a nézet, hogy a kornyezeti
faktoroknak és az életvitelnek (dohanyzas, étrend, stressz) is nagy Szerepe van az acne

patogenezisében (Melnik, 2009; Berra és Rizzo, 2009).



Kérnyezeti faktorok Belsd faktorok

* Propionibacterium acnes % Serdiilokori hormonalis valtozasok
(P aches)felszaporodasa ,

mely keratinocitakban % Szehocitak abnormalis miikodése

elsddleges immunvalasz {szébumszekrécid fokozddasa)
indukalasahoz vezet

. * Epidermalis keratinocitak
* Egyeni eletvitel abnormalis miikddése
PL: étrend, dohanyzas, stress  Proliferacid, differencidcio fokozddas,
mely pl.; follikularis
hiperkeratinozoshoz vezet

% Egyéni genetikati hattér

4. kép. Az acne patogenezisében szerepet jatszo patogén faktorok.

1.3 A tiinetek kialakulasanak hatterében jatsz6d6 molekularis folyamatok

Ismert, hogy az epidermalis Keratinocitdk képesek a kornyezetikben taldlhato
mikroorganizmusok felismerésere, és elleniik aktiv védéfolyamatok inditasara, melynek soran
a mikroorganizmusok hatasara velesziletett immunfolyamatok aktivalédnak (Nagy, 2005) (5.
kép). Ez az els6dleges immunitas a szervezet elsé védelmi vonala, mely minden tobbsejtii
¢lélényben megtalalhato. Feladata a patogének felismerése és gyors eliminacioja,
immunsejtek és kémiai mediatorok toborzasa, gyulladasos valasz generalasa és az adaptiv
immunvalasz beinditisa. Ezekben a folyamatokban a csiravonalban kodolt mintazatfelismer6
receptorok (pattern recognition receptors: PRRs), mint példaul a Toll-like receptorok (TLR)
nélkiilozhetetlen szerepet jatszanak. Felismerik a veszélyt jelz molekulakat (danger
associated molecular patterns; DAMPSs) valamint a patogén konzervalt molekulait (patogen

associated molecular patterns; PAMPS).
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Kiils6 veszély szignal
(pl.: patogén)

y

Patogén felismerd receptorok
(pl.: TLR-2, TLR-4)

y

Egyéb molekulak »Korai vilasz citokinek” s, Kemokinek
(PI.: antimikrobialis peptidek) (pl.: TNFao, IL-1a) (PI.: IL-8)
Adhéziés molekulak Masodlagos citokinek
(PL.: I-CAML, V-CAM1) 1 >  Immunsejtek megjelenése
GYULLADAS

5. kép. Patogén hatéasara indulé immun és gyulladasos folyamatok epidermalis
keratinocitakban. (A részletes magyarazatot Id. a szdvegben.)

A TLR-aktivacio hatasara induld jelatviteli ut komponensei kdzott adapter molekulakat,
kinazokat, transzkripcids faktorokat és effektor molekuldkat talalunk. A szignaltranszdukcios
folyamat két fobb uton haladhat, a MyD88 (Myeloid differentiation primary response 88)
fliggd, és fiiggetlen utakon. A szignalizacios ut f6 mediatora a NF-xB (nuclear factor kappa
B) transzkripcios faktor, mely a citoplazmaban inaktiv formaban van jelen, itt az IxB
(inhibitor of NF-kB) nevii fehérjéhez kapcsolodik, mely komplexnek gatolt a nukleuszba valod
bejutasa. A TLR-ek liganddal val6 stimulalasakor az 1kB-t szerin oldallancain egy IKK nevii
komplex foszforilalja, ezzel kijeldlve ubiquitinaciéra, majd 26S proteoszémalis lebontasra.
Ezutan az NF-xB mér felszabadul a géatlas aldl, bejut a nukleuszba, ahol kildnféle target
gének transzkripcidjat inditd és represszaldé fehérjékhez kapcsolodik. A TLR aktivalas
végsbsoron citokinek, gyulladasos folyamatban szerepet jatszé enzimek, kemokinek, 1. tipusd

interferonok szintéziséhez vezet (Jeong és Lee, 2011) (6. kép).

11



TLRs Plazma membran
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Effektorok

6. kép. A TLR aktivacio hatasara induld jelatviteli folyamatok. A kilonféle TLR-ek liganddal vald
akivalasanak hatasara egy tobb 1épcsés jelatviteli Gt indul el kilonféle adapter molekulékon,
kinazokon keresztll, mely a gyulladdsos folyamatban szerepet jatsz6 fehérjéket kodolé gének
aktivaciojat eredményezi. (Forras: Jeong és Lee kozleményébdl).

A TLR-ek aktivacidjanak hatasara induld jelatviteli folyamatok erésen szabalyozottak,
hiszen ha ezek a gyulladasos folyamatok thlzott mértékiiek, az destruktiv jellegi
kontrollalatlan, kronikus gyulladas kialakulasahoz vezethet. Az irodalomban mar leirtak olyan
molekulakat és mechanizmusokat, melyek a bemutatott folyamatok szabalyozéasaban
jatszanak szerepet. Mindez tobb szinten, kilonféle gatlé molekuldkon keresztul valdsulhat
meg, mint példaul a SIGIRR, TOLLIP, IRAK-M, TNFAIP3 (A20), Nod2 és a PPARy (7.kép)
(Jeong és Lee, 2011). Munkam soran ezek kozll harommal (SIGIRR, TOLLIP, TNFAIP3)
foglalkoztunk részletesen.

A SIGIRR egy egyedi strukturaval rendelkez6 receptor, mely tartalmaz egy rovid, az
interleukin 1 receptor (IL-1R) immunoglobulin (Ig) doménjahoz hasonl6 extracellularis
régiot, valamint egy intracellularis domént. A SIGIRR mRNS-ének kifejezodését sokféle
sejttipusban  megfigyelték (Shibolet és Podolsky, 2007). Allatkisérletes modellben,
SIGIRR-deficiens egérben endotoxin hatasara hosszan elnytjtott, erételjesebb gyulladasos
valasz indukalddott, mely igazolja ezen receptor fontos szerepét a TLR indukcid hatasara
induld jelatviteli folyamatok kontrolljaban. Ezen kisérlet folyaman megvizsgaltak killonb6z6
szovetek SIGIRR expresszids mintazatat endotoxin kezelés utan. Azt tapasztaltak, hogy
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csontvel6bdl szarmazd makrofagokban nem fejez6dik ki, ami annak a lehetéségét veti fel,
hogy a SIGIRR funkciodja szovetspecifikus lehet (Wald, 2003).

A TNFAIP3 (kordbbi nevén A20) a citoplazmaban eclhelyezkedé fehérje, mely
kifejez6dése gyulladasos folyamatok soran fokozodik. Keét ellentétes enzimaktivitassal
rendelkezik, az N-terminalis részén elhelyezkedé OTU (ovarian tumor) domén altal medialt
de-ubiquitindz, és a C-terminalis cink ujj &ltal medialt ubiquitindz aktivitassal (Heyninck és
Beyaert, 2005). Gatolja a TLR receptor indukalt NF-xB aktivaciot a TRAF-6 molekula
de-ubiquitindcidja réven, mely fontos adapter molekuldja a TLR-aktivalta jelatviteli
folyamatoknak (Boone, 2004). Emellett hasonldan negativan szabalyozza a TNFa- és IL-1a
medialta NF-xB aktivaciot is (Heyninck és Beyaert, 1999).

Egy masik negativ szabalyozé molekula a TOLLIP, mely az IRAK autofoszforil4cidjanak
és kinaz aktivitasanak gatlasan keresztul gatolja az NF-xB aktivaciot (Zhang és Ghosh, 2002).

® TLR — Decoy receptors
TLR ligands o ———= Soluble receptors SIGIRR. ST21 TLR3
TH2 cytokines & S ——— sTLR4,sTLR2 i Spaddag =t
g3 T —— — P NI o =——= RPIOS f—
Cell membrane e LRR - sCD14, $ST2 — —
= — =
Cytoplasm e — = =
~ = MyD8s4 :
fsrx's.l‘—| / TRIF a

(Tollip) /‘

7. kép. Toll-like receptor szignalizaciés Utvonal és negativ szabalyoz6i. A TLR-indukalta
szignalfolyamatok két utvonalon haladhatnak, a Myd 88-fiiggd- és fliggetlen Gton. A jelatviteli Gt
géatlasa tobb szinten torténhet Id. dbra és a szoveg (Forras: Shilbert és K. Podolsky2007.).

Munkacsoportunk eredményei és irodalmi adatok alapjan az mar ismert, hogy milyen,
TLR-aktivalta jelatviteli folyamatok indulnak az epidermalis keratinocitakban a P. acnes

baktérium hatdsara. Nem rendelkeziink azonban semmilyen adattal arr6l, hogy pontosan
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milyen negativ szabdlyozd folyamatok milkddnek az egészséges bor homeosztazisanak
fenntartasa sorén, és pontosan melyek példaul azok a folyamatok, melyek meggatoljak azt,

hogy a bort kolonizalo kommenzalis baktériumok hatasara immun-aktivacié kdvetkezzen be.
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2. Célkitiizés

Munkank soran ezért célul tiztiik ki:

a P. acnes hatésara induld szignalfolyamatok részleteinek megismerését, és annak
felderitését, hogy pontosan milyen szerepet jatszanak mindezek az események az

acne patogenezise soran,

annak vizsgalatdt, hogy milyen negativ szabalyozé folyamatok miikodnek
keratinocitdkban, melyek képesek a P. acnes altal inditott TLR-indukalta

szignélfolyamatok leallitasara.
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3. Anyagok és modszerek

3.1 Huméan immortalizalt HPV-KER keratinocita sejtvonal tenyésztése

A kisérletekben hasznalt HPV-KER immortalizalt keratinocita sejtvonal eldallitisahoz az
SZTE, AOK Bérgyogyészati és Allergologiai Klinikan plasztikai miitéten atesett egészséges
donor bormint4jabol szarmazo, masodik passzazsban levé normal human keratinocita sejteket
(NHEK) human papilloma virus E6/16 fehérjét kifejez6 plazmid segitségével transzformalték,
majd  stabil sejtvonalat hoztak létre (az elkészult sejtvonal Tubak Vilmos
ajandéka). Laboratériumunkban a  HPV-KER  sejtvonalat  szérummentes, 1%
antibiotikum/antimikotikum-ot (AB/AM; PAA, Pasching, Ausztria) és szupplementet
tartalmazd keratinocita tapoldatban (KC-SFM; Life Technologies, Carlsbad, USA) standard

laboratériumi kérilmények kozétt (37 °C-on, 5% (v/v) CO,-t tartalmazé Iégkorben ) tartottuk.
3.2 A felhasznélt P. acnes torzs és tenyésztése

A P. acnes 889 baktériumtorzset standard mikrobiologiai eljarasok alkalmazasaval
tenyésztettilk és taroltuk (Nagy, 2005). Roviden, a klinikailag izolalt 889 jelii torzset 5% (V/v)
borjavérrel, K1 vitaminnal és haeminnel kiegészitett pre-redukalt Columbia agar (Oxoid, UK)
taptalajon novesztettik. A baktériumok anaerob kortlmények (anaerobic chamber; Bactron
Sheldon Man, Oregon, USA) kozoétt, 37 °C-on néttek. A P. acnes izolatumokbol szarmazé
egysejt kolénkidkat BHI (pH 7.4, Oxoid) tapoldatba oltottuk, majd 37 °C-on inkubaltuk 48
oran keresztil. A baktériumszuszpenziok centrifugalasa (2600 x g-n 10 perc) utéan a feltluszét
eltavolitottuk. Harom 10 perces PBS-EDTA-s mosas utan a sejteket 5 ml PBS-EDTA-ban
felszuszpendaltuk, ezutdn a sejtszamot spektrofotométerrel mért optikai denzitds értékek
alapjan (OD = 600 nm) becsltik. A baktérium sejtszam 1x10° cfu/ml-re allitottuk
PBS-EDTA-oldatban, és a mintakat felhasznalasig -80°C-on téaroltuk. A baktériumok
fenntartasa valamint tenyésztése az SZTE, AOK, Klinikai Mikrobioldgiai Intézetében, Dr.
Urban Edit vezetésével tortént.

3.3 HPV-KER sejtek kezelése P. acnes 889 baktériummal

A HPV-KER sejtek P. acnes kezeléséhez 300.000 keratinocita sejtet tettiink 6-0s
szovettenyészté edénybe, majd ezeket 24 oran keresztiil antibiotikum/antimikotikum mentes
(AB/AM-) KC-SFM tapoldatban inkubaltuk. A sejteket é16 P. acnes baktériummal kezeltiik
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elozetes kisérleteinkben meghatarozott baktérium : keratinocita sejt aranyt hasznalva
(multiplicity of infection : MOI = 100).

A kiilonb6z6 P. acnes dozisok hatasanak vizsgalatakor MOI = 25, 50, 100, 200, 300
aranyokat alkalmaztunk. A ko-kultardkat normal tenyésztési korulmenyek kozott 0, 6, 24
Oraig inkubaltuk, ezekbél TRI-Reagens alkalmazasaval (Molecular Research Center;

Cincinatti, USA) mintat vettlink, melyeket tovabbi felhasznélasig -80°C-on tartottunk.
3.4 Total RNS izolalas

A kezeletlen kontroll és baktérium kezelt mintdkbol TRI-Reagens (Molecular Research
Center; Cincinatti, USA) felhasznalasaval RNS-t izolaltunk a gyartd utasitasai szerint.
Roviden, a mintak kiolvasztasat kovetéen Kloroformos extrakcidt végeztink. A fazisok
centrifugaldsos szétvalasztasa utan a vizes fazist 4j Eppendorf csObe helyeztiikk at, majd az
RNS tartalmat izopropanol hozzaadasaval lecsaptuk. Centrifugalast kvetden (13.000 rpm, 10
perc, 4°C) a felulUszét eltavolitottuk, majd nukleaz mentes DEPC-es 70% (v/v) etanolos
oldattal mostuk a csapadékot. Az RNS pelletet szaritdst kovetben RN-az mentes vizben
feloldottuk, és tovabbi felhasznalasig a mintakat -80°C-on taroltuk.

3.5 Reverz transzkripcio és valos ideji RT-PCR

Ve

spektrofotométerrel elemeztiik. A mintakat 0,2 pg/ul koncentraciora higitottuk, majd cDNS-t
allitottunk el6 reverz transzkripcié soran. Ehhez az iScript TM c¢cDNS Synthesis kitet (Bio-
Rad, Hercules, USA) hasznaltuk, a gyarto utasitasainak megfeleléen, melynek soran dsszesen

1 pg totdl RNS mintat irtunk at 20 pl végtérfogatban.
A kapott ¢cDNS mintak felhasznalasaval valos ideji RT-PCR vizsgélatokat végeztink,
melyhez a Universal Probe Library

Reagens (ul /1 minta) | rendszert (Roche; Indiana, USA) és
dHZO 2,4 F .
- — astStart TagMan Probe Master (Roche;
MasterMix (gyarto) 10 a (
Forward primer (10 pmol / pl) 1,8 Indiana, USA) hasznéltunk a gyart6
Reverse primer (10 pmol / pl) 18 utasitasainak megfeleléen.
UPL Préba (10 pmol / ul) 2 .. .,
A reakciokat 20 pl vegtérfogatban az 1.
cDNS (0,2 ng / pl) 2

tablazathan  feltlintetett  6sszetételben
1. tablazat: A valés idejii RT-PCR reakciok

osszetétele. végeztuk.
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A vizsgéalatok soran alkalmazott primer szekvenciakat és a UPL probak szamat a 2. tablazat
tartalmazza

Gén Primer szekvenciak UPL
f- forward primer, r- reverse primer proba szdma
18S rRNS f: S’CGCTCCACCAACTAAGAACG3 77

r: >CTCAACACGGGAAACCTCACY’

TNF f: CAGCCTCTTCTCCTTCCTGATZ’ 29
¢ r: GCCAGAGGGCTGATTAGAGA3’

IL-1 f: S AACCAGTGCTGCTGAAGGA3’ 35
¢ 1: TTCTTAGTGCCGTGAGTTTCC3’

f: S TGCACACTGTGITTCATCGAG3’
TNFAIP3 r: § ACGCTGTGGGACTGACTTTC3’ 74

SIGIRR f: S’CTCAGAGCCATGCCAGGT3’ -
Ir: 5S>CCTCAGCACCTGGTCTTCAY

f 5 TCCCCGCTGGAATAAGGT3’
TOLLIP I 5"CGTCCATGGAGAAGGCTCT?’ 86

2. tdblazat: A valos idejii PCR-hez felhasznalt primerek és Universal Probe Library (UPL)
probak.

3.6 Western analizis

A Western vizsgalatokhoz 300.000 HPV-KER sejtet tettiink 6-os szovettenyésztd
edénybe, majd ezeket 24 éran keresztil antibiotikum/antimikotikum mentes (AB/AM-) KC-
SFM téapoldatban inkubaltuk. A sejteket €16 P. acnes baktériummal kezeltiik kiilonb6zo
baktérium : keratinocita sejt aranyt hasznalva (multiplicity of infection : MOI = 25, 50, 100,
200, 300).

Egy, 3, 6 ora elteltével a kezeletlen kontroll és a P. acnes 889 baktériummal kezelt
sejtekrodl eltavolitottuk a tenyésztd médiumot, majd PBS-es mosast és tripszines emesztést
kovetéen centrifugalassal Osszegyiijtottik a sejteket (5 perc, 250g). A felildszot
eltavolitottuk, majd a ProteoJET™ Cytoplasmic and Nuclear Protein Extraction Kit
(Fermentas, Litvania) alkalmazéasaval a nuklearis és citoplazmas fehérjéket szétvalasztottuk, a
gyarto utasitasai szerint.

A lizatumok fehérje tartalmat BCA Protein Assay Kit (Thermo Scientific, Rockford,
USA) segitségével hataroztuk meg. A gélekre 63-66,3-70 pg 0Osszfehérjét vittlink fel
mintanként, illetve a kontrollként hasznalt aktin detektalasa esetében mintanként 33 g
osszfehérjét. A fehérjéket méret szerint elvalasztottuk natrium dodecilszulfat- (SDS)
poliakrilamid gelelektroforézis madszerrel 7,5%-os gél alkalmazasaval. A gélbdl a fehérjéket
nitrocellul6z membranra blottoltuk transzfer pufferben 1,5 oran keresztil 4 °C-on, 115 V
fesziltséggel. A membrant 3%-os tejport tartalmazo Tris-pufferolt sooldatban (TBS, 150 mM
NaCl, 25 mM Tris, pH 7.4) 1,5 6ran at szobahémersékleten telitettik. Egér anti-human
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NF-kB p65 (C-20): sc-372 (1:200 higités, Santa Cruz Biotechnology; Santa Cruz, USA) és
egér anti-human a-aktin (1:1000 higitas, Sigma-Aldrich; St. Louis, USA) els6dleges
ellenanyagokat hasznaltunk a vizsgalt fehérjék kimutatasahoz. Ennek soran 3% tejport
tartalmazdé TBS-ben higitott elsddleges ellenanyagokkal inkubaltuk a membranokat egy
¢jszakéan at szobahdmérsékleten, majd mosast kovetden egér IgG ellen termeltetett alkalikus
foszfataz konjugalt masodlagos ellenanyagot (Sigma-Aldrich; St. Louis, USA) és SigmaFast
5-bromo-4-kloro-3-indolil-foszfat/nitroblue-tetrazolium (BCIP/NBT, Sigma-Aldrich; St.

Louis, USA) el6hiv6 oldatot hasznaltunk a fehérje savok megjelenitéséhez.
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4. Eredmények

4.1 A P. acnes 889 torzs altal kivaltott TLR aktivaciéo hatdsa a TNFa és IL-1a

gyulladasos citokinek mRNS szintii kifejezédésére

TNFao IL-1a
30 5
= 25 1 =
g E [ 2 5 o
% E 20 3 E
€3 $5 3
a = T o= [
52 15 5 2 T 1
32 Z2 2
52 10 5%z
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o0 0 | Ammmmmmeef e e e e
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8. abra. A TNFa és az IL-1a gyulladasos citokinek mRNS szintii kifejez6désének valtozasa

P. acnes 889 kezelés hatasara. Mindkét mRNS kifejezédése gyors, tranziensvaltozast mutat a
baktériumkezelés hatasara. (Az abrakon 2 parhuzamos kisérlet eredményeinek atlagat mutatja (+/-
standard error), ahol kondicionként 3-3 parhuzamos minta értékét atlagoltuk. A P. acnes kezelt
mintakat a sajat idejii kezeletlen kontrollokhoz viszonyitottuk. (Tax Gabor doktorandusz, és Bolla
Beéta Szilvia Il. évf. MSc hallgato kisérleti eredményei.)

Ismert, hogy az epidermalis keratinocitak képesek a P. acnes baktérium felismerésére.
Ennek soran a TLR2 és 4 receptorok aktivacidja hatasara az NF-xB transzkripcios faktor
aktivalodik, mely azutdn fontos szerepet jatszik szdmos citokin gén kifejez6désének
szabalyozéasaban. Munkank soran ezért vizsgaltuk, hogy milyen hatdsa van a P. acnes 889
kezelésnek (MOI = 100) a TNFa és IL-1a citokinek mRNS szintli kifejez6désére in vitro
tenyésztett HPV-KER sejtekben.

Ennek soran kontroll és baktérium kezelt sejtekbdl 3, 6, 12 és 24 oraval a kezelést
kovetden mintavétel tortént, majd mRNS izolalas és cDNS szintézist kovetden valos idejii
RT-PCR modszerrel elemeztiik ezen gének kifejez6désének mértékét.

Az eredmények azt mutatjak, hogy mindkét citokin mRNS szintje a kezelést kovetd 3.
oraban emelkedni kezd, a 6-12 6rds mintdban maximuma van, majd a 24 éras mintakban Gjra
a kezeletlen kontroll értékekhez kozelit (8. dbra). Tovabbi kisérleteinkben ezért 0, 6 és 24
Oras mintakban vizsgaltuk a két citokin mRNS szintii kifejezddésének mértékét kiilonféle
kisérleti paraméterek mellett. (Tax Gabor doktorandusz, és Bolla Beata Szilvia Il. évf.

MSc hallgato kisérleti eredményei.)
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4.2 A P. acnes 889 baktériumtorzs dozisfiiggé modon befolyasolja a TNFa és IL-

la gyulladasos citokinek mRNS szintii kifejezodésének mértékét

TNFa IL-la
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9. abra. A TNFa és az IL-10 gyulladasos citokinek mRNS szintii kifejezodésének valtozasa fiigg
az alkalmazott P. acnes kezelés d6zisatol. Mindkét mRNS kifejez6dése gyors, dozisfiiggd, tranziens
valtozast mutat a baktériumkezelés hatasara. (Az abrakon 2-2 parhuzamos kisérlet eredményeinek
atlagat mutatja (+/- standard error), ahol kondicionként 3-3 parhuzamos minta értékét atlagoltuk. A P.
acnes kezelt mintakat a Oh kezeletlen kontrollokhoz viszonyitottuk. (Tax Gébor doktorandusz, és Bolla
Beata Szilvia Il. évf. MSc hallgaté kisérleti eredményei.)

Ezt kdvetden arra a kérdésre kerestiink valaszt, hogy emelked6 keratinocita : P. acnes 889
ardnynak milyen hatdsa van a TNFa és IL-1a citokin mMRNS-ek kifejez6désének valtozasara.
Ehhez a HPV-KER sejteket kiilonb6z6 keratinocita : baktérium aranyban (MOI = 25, 50, 100,
200, 300) a P.acnes 889 torzzsel kezeltiik, majd 0, 6 és 24 oraval a kezelést kovetden mintat
vettiink, és a korabbiakhoz hasonloan valos idejii RT-PCR mddszerrel vizsgéltuk az
expresszids valtozasokat.

A baktériumkezelés hatasara mind a TNFo mind az IL-1la mRNS kifejez6dése a 6 Oras
mintdkban dozisfiiggd emelkedést mutatott. Ezzel szemben a kezelést kovetd 24 oOrés
mintakban az mMRNS expresszids szint alacsony MOI-k alkalmazasa esetén Ujra a kezeletlen
kontroll értékekhez kozelitett, mig magas MOI-k esetében (200, 300) még ebben az
idépontban is enyhén emelkedett mértéket mutatott (9. &bra). (Tax Gabor doktorandusz, és

Bolla Beata Szilvia Il. évf. MSc hallgaté kisérleti eredményei.)

4.3 A P. acnes 889 kezelés hatasara indulé negativ szabalyozé folyamatok

azonositasa

Annak vizsgélatara, hogy milyen mechanizmusok miikddnek a keratinocitakban melyek
képesek lehetnek a P. acnes altal kivaltott TLR-aktivacio, és az ennek kdvetkeztében induld

jelatviteli folyamatok gatlasara megvizsgaltuk a SIGIRR, TOLLIP és a TNFAIP3 gének
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mRNS szintti kifejez6dését HPV-KER sejtekben, valamint elemeztiik a kifejez6désiik

véltozasat P. acnes 889 kezelés hatasara valos idejit RT-PCR mddszerrel.

43.1 A SIGIRR, TOLLIP ¢és a TNFAIP3 mRNS szintli kifejez0désnek
vizsgalata HPV-KER sejtekben

Munkank soran kontroll és P. acnes 889 (MOI = 100) baktérium kezelt sejtekbdl 3, 6, 12
¢és 24 oraval a kezelést kovetden mintavétel tortént, majd mRNS izolalas és cDNS szintézist
kovetden valos idejii RT-PCR moddszerrel elemeztiik ezen gének kifejezddésének mértékét.

Az eredmények azt mutatjak, hogy mindharom, a TLR szignalfolyamatok negativ
szabalyozasaban szerepet jatszé gén mRNS szinti kifejezdédése igazolhato a HPV-KER
sejtekben. Azonban mig a SIGIRR és a TOLLIP esetében nem tapasztaltunk jelent6s valtozast
a baktérium kezelés hatésara, addig a TNFAIP3 mRNS jelentds mértékii gyors, tranziens
expresszid novekedést mutatott, melynek mintazata hasonlo volt a TNFa és IL-1a citokin
MRNS-ek esetében tapasztaltakkal (10. bra).
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4.3.2 A P. acnes 889 bakteriumtorzs dozisfiiggd modon befolyasolja a TNFa és

IL-1a gyulladasos citokinek mRNS szintii kifejezddésének mértékét

TNFAIP3
:25 Ezt kovetden azt vizsgaltuk, hogy vajon a
53 TNFAIP3 kifcjezédése dézisfiiged moédon
%E's valtozik-e a P. acnes 889 kezelés hatasara.
g2 Ehhez a 4.2 pontban bemutatott kisérleti
zg 3 rendszert alkalmaztuk.
0 -0&0\\ 0\\\@\\ 5 SOHS 0&@\\ 5 ASHS y A N ",[NFAIP3 | n?RNS ’szmtu
W N J ifejez0désének megvaltozasa hasonldan a

6'h 2-'111 . . .
11. abra. A TNFAIP3 citokinek mRNS szintii TNFaes IL-1a citokin MRNS-ekhez

kifejezodésének valtozasa fiigg az alkalmazott  kifejezett dozisfiiggd emelkedést mutatott 6
P. acnes kezelés dozisatol. L, L

A mRNS kifejezédése gyors, tranziens, OravalaP.acnes 889 kezelést kovetben. A 24

dozisfiiggd valtozast mutat a baktériumkezelés Ords mintdkban a kifejez6dés mértéke a

hatdsara. (Az &brakon 2 parhuzamos kisérlet kezeletlen kontroll értékekhez kozelitett, de a

eredményeinek atlagat mutatja (+/- standard MOI ndvekedésével parhuzamosan egy enyhe

error), ahol kondicionként 3-3 parhuzamos minta  amelkedés még itt is megfigyelhetd volt (11.

értékét atlagoltuk. A P. acnes kezelt mintdkat a abra).

Oh kezeletlen kontrollokhoz viszonyitottuk.

4.4 A P. acnes 889 kezelés hatasara létrejové NF-kB aktivacio vizsgalata HPV-
KER sejtekben

Annak igazolaséra, hogy a TNFa, IL-1a s a TNFAIP3 kifejez6dés valtozasa hatterében a
TLR aktivacio eredményeképpen kialakuld6 NF-xB transzkripcios faktor aktivacio All,
Western-analizissel kovettik az NF-xB p65 alegyseégének a citoplazméabdl a nukleuszba

Ehhez HPV-KER sejteket kezeltlink a P.acnes 889-es térzzsel (MOI: 100, 300), majd 1, 3,
és 6 0Oras kezelés utan fehérje mintakat vettiink. Ezt kovetéen elvalasztottuk a citoplazmas és
nuklearis fehérjéket, majd Western analizis sordn a p65 izoformat egér poliklonalis
ellenanyaggal detektaltuk.

Eredményeink azt mutatjak, hogy a citoplazmas frakcidban a P. acnes kezelést kovetéen

minden idépontban kisebb koncentracidoban van jelen az NF-kB p65-0s alegysége a kezeletlen
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kontrollhoz kepest. Ezzel parhuzamosan azonban a nukleuszban a baktériumkezelést
kovetéen emelkedett NF-xkB p65 szinteket detektdltunk a kezeletlen kontroll mintakhoz
képest (12. abra).

NF-kB p65

(citoplazmas frakcio)

NF-«B p65

(nuklearis frakcio)

1!

o-actin

(citoplazmas frakcio)

& S O DO
& D N & D &@\ NN
NS

12. &bra P. acnes 889 kezelés hatasa NF-kB p65-6s alegység cellularis lokalizaci6janak valtozasa
az id6 és az alkalmazott baktérium dézis fiiggvényében. A P. acnes kezelés hatasara az NF-xB
citoplazmas frakcidjanak mennyisége csokken, mig ezzel péarhuzamosan a nukeléaris frakcio
mennyisége ndvekszik, ami az NF-kB transzkripcios faktor aktivaciojéra utal.

4.5 Dozisfiiggé NF-kB aktivacio

A kovetkezOkben arra kerestiik a valaszt, hogy NF-kB aktivacidja dozisfiggé-e, ezert
kiilonbozo dozisu P. acnes 889 kezelést (MOI = 25, 50, 100, 200, 300) kovetden 3 és 6 draval

fehérjemintakat vettiink, majd Western analizissel elemeztik a nuklearis NF-xB p65 frakcid

NF-kB p6S mennyisegét.
3h (.HUklearl'S frakui). Azt tapasztaltuk, hogy az NFxB
p65 alegységének nuklearis frakcidja
6h —— : —— — """ az alkalmazott MOI novelésével
'60\\ '\?’ S | @Q ,-»QQ ,,:@ parhuzamosan novekedett a kezeletlen
q.°° kontroll mintakhoz képest. Kiildnosen

13. abra. P. acnes 889 kezelés hatasa az NF-kB p65-6s Kifejezett volt mindez a kezelést
alegység nuklearis frakcidjanak mennyiségének
meghatarozasa Western-analizissel. Az alkalmazott
baktérium ddzis fliggvényében emelkedik a nuklearis
frakcid mennyisége, ami kiléndsen kifejezett a 6-6ras
mintakban.

koveto 6 oras mintakban.
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5. Diszkusszio

Ismert, hogy az epidermalis Keratinocitdk képesek a kornyezetiikben talalhat6
mikroorganizmusok felismerésére ¢s elleniik aktiv védéfolyamatok inditasara, mely
folyamatokban a sejtfelszinen kifejez6d6 TLR-2 és TLR-4 receptoroknak és az innen induld
jelatviteli folyamatoknak kozponti szerepe van. Ezek aktivacidjanak eredményeképpen
ugyanis olyan szignalizaciés esemenyek indulnak, melyek végs6 soron az NF-xB
transzkripcids faktor aktivalasahoz vezetnek, melynek fontos szerepe van kilonféle, az
immun- és gyulladasos folyamatokban szerepet jatsz6 gének (citokinek, kemokinek,
antimikrobialis hatasu fehérjéket kodolo gének) kifejez6désének szabélyozasaban (Pivarcsi,
2003; Nagy, 2005).

Munkacsoportunk mas laboratériumokkal egyitt kimutatta, hogy az acne molekularis
patogenezisében szerepet jatszd P. acnes baktérium felismerést kovetden a keratinocitak €s a
szebocitak is kiilonbozé faktorokat kezdenek termelni (pl. TNFa és IL-la gyulladasos
citokineket, CXCL8 kemokint, DEFB4 antimikrobialis peptidet), mely események
kulcsfontossaguiak a patogén hatdsara induld elsédleges immunvalasz, es gyulladdsos
folyamatok beinditasaban (Nagy, 2005; Nagy, 2006).

Mindez egy a mai napig fennallé ellentmondashoz vezet, hiszen a jelenleg rendelkezésre
allé adatok alapjan nem magyarazhat6, hogy hogyan is lehetséges az, hogy mig az egészséges
boérben a P. acnes baktérium része a kommenzalis floranak, bizonyos korilmeények kozott
patogén faktorként is viselkedhet (pl. az acne kialakulasa soran).

Munkank soran ezért célul tiiztik ki a P. acnes baktérium altal inditott szignalfolyamatok
egyes elemeinek részletes megismerését, kulonds tekintettel az immunfolyamatokban
kozponti szabalyozo szerepet betoltd trankszkripcios faktor, az NF-xB szerepének
jellemzését, valamint a TLR aktivacié hatasara induld folyamatok negativ szabalyozéasaban
szerepet jatsz0 molekuldak azonositasat és jellemzését keratinocitakban. Ez utdbbi
folyamatoknak fontos szerepe lehet abban, hogy az egészséges bdorben a P. acnes a
kommenzalis flora részét képezi, ellene immun aktivacié nem alakul Ki.

Munkacsoportunk eredményei arra utalnak, hogy a P. acnes altal inditott immun- és
gyulladasos folyamatok szabalyozasaban kdzponti szerepet jatszo citokinek (TNFa és IL-1a)
mRNS szintli kifejezédése mar igen koran, 6 d6raval a kezelést kovetden novekszik, és az
alkalmazott baktérium dézis novelésével parhuzamosan is fokozddik. Ez a valtozas gyors és
tranziens, hiszen 24 ora elteltével méar Gjra a kezeletlen kontroll szintekhez hasonlo értékeket
kaptunk alacsony MOI-k (25, 50, 100) alkalmazéasa esetében. Magas MOI-k (200, 300)
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azonban ebben az idépontban is enyhén emelkedett szinteket detektaltunk. Ez arra utal, hogy
a P. acnes baktérium hatédsédra a MOI novelésével n6 a gyulladasos citokinek szintézise,
ezaltal valoszintisitheten a kivaltott gyulladasos folyamatok mértéke is.

Ezutan azt vizsgaltuk, hogy mas rendszerekben leirt, a TLR aktivacios folyamatok negativ
szabalyozoiként funkcionalé molekuldk (SIGIRR, TOLLIP, TNFAIP3) jelen vannak-e
keratinocitdkban, és ha igen, kifejez6désiik mértéke fligg-e a ko-kulturdban jelen levo
baktériumok mennyiségétol.

Eredményeink alapjan megallapitottuk, hogy mindharom vizsgalt negativ szabalyozé
MRNS szinten kifejez6dik a HPV-KER sejtekben, és a TNFAIP3 expresszidja fokozddott a P.
acnes kezelés hatasara. Ez utobbi folyamatok iddbeli valtozasa jelentds hasonlosagot mutatott
a TNFa és IL-1a citokin mRNS-ek esetében megfigyeltekkel, amibdl arra kovetkeztettiink,
hogy szabalyozasukban hasonlosagok lehetnek. Ezt kovetden vizsgaltuk a TNFAIP3 mRNS
kifejez6désének dozisfiiggését, és ismét a TNFa és IL-1a citokin mMRNS-ekhez hasonl6an az
emelkedd6 MOI-kal aranyosan fokozddd kifejez6désvaltozast figyeltink meg a 6 Oras
mintakban, ami tovabb igazolta a TNFa, IL-1a és TNFAIP3 kdzds szabalyoz6 elemeinek
lehetdségét.

Mindezek a megfigyelések arra utalnak, hogy a keratinocitakban is miitkodnek a TLR
jelatviteli tvonalat negativan szabalyoz6 folyamatok, és egyes molekuldknak, mint példaul a
TNFAIP3-nak Kitlintetett szereplk lehet ezek szabalyozasaban.

A megfigyelt mMRNS expresszids valtozasok hatterében a TLR aktivacié hatasara induld
jelatviteli Gt f6 transzkripcios faktordnak, az NF-xB-nek aktivacidja allhat. Western
vizsgalatainkban ugyanis azt tapasztaltuk, hogy az aktivalé p65 alegység a baktériumkezelés
hatéséra az a citoplazmabol a nukleuszba vandorolt. Ebbél arra kovetkeztethetiink, hogy az
NF-xB felszabadult a citoplazmas IkB fehérje gatlasa alél, immaron a nukleuszban lehet6vé
vélt olyan célgének kifejez6désének fokozasa, melyek fo6 mediatorai a TLR aktivaci6 hatasara
kialakulé gyulladasos folyamatoknak (citokinek, kemokinek, gyulladasos enzimek).
megfigyeltik, hogy a MOI emelkedésével péarhuzamosan nétt a nuklearis p65 frakcio
mennyisége. Ebbol arra kovetkeztethetlink, hogy a gyulladast medial6 molekulak
expressziosszint emelkedésének hatterében az NF-xB dézisfiiggd aktivacidja és nuklearis
lokalizacioja all. Feltehetden minél nagyobb szamban van jelen a P. acnes baktérium a
keratinocitak kornyezetében, annal nagyobb mértékii lesz a targetgének expressziojanak

fokozoOdasa, és ezzel parhuzamosan a kivaltott gyulladas mértéke.
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A keratinocitdk kornyezetében jelen levd mikrobak tehat az immun és a gyulladasos
reakcidk kialakulasat elGsegitd, de ezzel egyidoben azokat gatlé folyamatokat is inditanak.
Ezek alapjan feltételezziik, hogy a pozitiv és a negativ szabalyozé folyamatok aranya fogja a
sejtek valaszat végsé soron meghatarozni. Ha tehat vizsgaljuk a TNFa és IL-1a mRNS szintli
kifejez6désének aranyat a TNFAIP3-ehez képest megfigyelhetjik, hogy az ardnyok a MOI
ndvekedésével parhuzamosan valtoznak, mégpedig latszolag oly modon, hogy a gyulladast
elésegité molekuldk mRNS szintli kifejezddése, és feltételezhetéen ezzel parhuzamosan a
gyulladas mértéke egyre kifejezettebbé valik (14. abra). A fenti eredmények véleményink
szerint alatdmasztjak azt a feltételezést, hogy a pozitiv és negativ szabalyoz6 folyamatok
arnya egylttesen hatrozza meg a TLR aktivaciora adott sejtvalaszt, a mikrobak hatasara
bekovetkezd gyulladésos folyamatok mértékét, és mindezek eredményeképpen feltehetden az

egyeni acnés tuneteinek stlyossagat is.
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14. dbra. A TNFa és IL-1a mRNS szintii kifejezodésének aranyat a TNFAIP3-éhez képest. Az
aranyok a MOI novekedésével parhuzamosan valtoznak oly médon, hogy a gyulladast elésegitd
molekuldk mRNS szint kifejezodése fokozodik a keratinocitak kornyezetében talalhatdé mikrobak
mennyiségének ndvekedésével.

Az acne patogenezisében szerepet jatszé molekularis folyamatok elemeinek megismerése
és pontos jellemzese kulcsfontossagu lehet az acnés tinetek gyogyitasa, és esetlegesen
kialakulasuknak megakadalyozasa tekintetében. A jelenleg rendelkezésre allé terapias
modalitasok a mar meglevd tiineteket kezelik, és bar kozottlik vannak hatékonyak, ezek
komoly mellékhatasok kialakulésat is eredményezik.

Alapkutatas jellegi vizsgalataink lehetdvé tehetik olyan 11 terapias célpontok kijelolését,

melyek a TLR indukalta jelatviteli folyamatok endogén szabalyozd elemeinek kifejez6dését
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és/vagy aktivitasat befolyasolhatjak. Ezek reményeink szerint nemcsak szélesithetik az egyik
leggyakoribb borbetegség, az acne terapias lehetdségeinek tarhazat, de olyan uj utakat
nyithatnak meg, melyek eredményeképpen a tiinetek kialakulasanak megel6zésére alkalmas,
vagy az eddigieknél joval kedvezObb mellékhatas-profillal rendelkez6d terapias modalitasok

kifejlesztéséhez vezethetnek.
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-eml0s sejtek tenyésztése, altalanos steril laboratoriumi munkéak
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-mintavételi eljarasok, RNS, fehérje kifejez6dés-vizsgalatokhoz
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