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1. Bevezetés

1.1 Az emberi bor

A bor az emberi test legnagyobb szerve, koriilbeliil 15%-a egy felnétt ember teljes
testtomegének. FO funkcidja a szervezet kdrnyezettl vald elhataroldsa, védelme a kiilso,
behatasokkal szemben. Specidlis szerkezetének és a felépitésében résztvevo sejtek
funkcidjanak eredményeképpen fizikai, kémiai, bioldgiai és immunologiai értelemben egy
komplex barriert hoz létre. Emellett érzékeld funkcidja is jelentds, valamint szerepe van a
vizhaztartas és az allando testhdmérséklet fenntartasaban. Ezt a sokréti funkciot a rendkiviil
kidolgozott komplex strukturaja és a kiilonb6zo eredetii szovetek (epitélialis-, vaszkularis-,

izom, ideg-, kotoszovet) halozatos Osszekapcsolodasa teszi lehetové (Kanitakis, 2002).
1.1.1  Anatémiai viszonyok

A borben a kiilonboz6 ektodermalis és mezodermalis eredeti szovetek harom rétegbe
rendez6dnek. Kiviilr6l befel¢ haladva megkiilonboztetjik az ektodermalis eredet
epidermiszt (ham) a vele asszocialt fliggelékekkel (szor, korom, mirigyek), a dermiszt (irha),
valamint a hipodermiszt (boralja) (1. kép).

Az epidermisz a bor kiilsé rétege, tobbrétegli elszarusodd lapham, mely foként
keratinocitakbol épiil fel. Részei az alapréteg (stratum basale), a sokszogletii sejtek
rétege (stratum spinosum), a szemcsés réteg (stratum granulosum), a fénylo réteg (stratum
lucidum) és a szaruréteg (stratum corneum). Az alapréteg sejtjei folyamatosan osztodnak, és
az altaluk termelt sejtek differencialédasuk soran egyre tavolabb keriilnek a taplaloé dermisz
rétegétél. Ennek soran fokozatosan ellaposodnak majd elhalnak, és szaruréteget képeznek,
mely véd a kiilsé behatasokkal szemben. Az epidermiszben festéktermel6 sejtek, melanocitak
is talalhatoak, melyeknek fontos szerepe van a bdr szinét meghataroz6 pigmentszemcsék
létrehozasaban. Ezek fontos feladata a szervezet védelme a karos sugarzasok ellen (Bressler,
1989, Elias, 2008).

A bor kozépso rétege a dermisz, melynek alapja lazarostos kotoszovet. Két fo rétege
van, a stratum papillare és a stratum reticulare. Itt talalhatok a hamot taplalo erek, valamint
az érzékeld funkciot lehetévé tevo (ho-, fajdalom-, nyomas- és tapintas érzékeld) receptorok.
A dermiszben szamtalan ér is fut, melyeknek a tapanyagellatdson kiviil az allando

testhomérséklet fenntartasaban is szerepe van.



A hipodermisz a bor legmélyebb rétege, melyet zsiros kotészovet alkot (Kanitakis, 2002).
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1. kép. A bor szerkezete. (Forrds: Biology of Aging - Integumentary System / Structure of Human
Skin Various Overheads 2/20/2003)

A boriinkon kiilonféle fiiggelékszervek is talalhatoak, ezek:
e aszOrés a haj,
e a kilonféle mirigyek (faggylt- és verejtékmirigy, apokrin illat, és az
emlOmirigy),
e akorom.

A faggyumirigy a bérben talalhatéd follikulusok, vagy mas néven a piloszebaceus egység
(PSU) egyik fontos része. A PSU részei a szOrtiisz0, a proximalis rész (“hajhagyma”), a
disztalis rész a faggyamirigy csatlakozasa alatti dudor (bulge) régioig a faggytimirigy, €s a
szOrszalmerevito izom (erector pili muscle) (1. kép).

A szortlisz6k a bor felszinére kiemelkedd hajszalbol, matrix keratinocitakbol és a
fibroblasztokat tartalmazé dermalis papillabol, kiilso-, és belsé gyokérhiivelybdl, valamint
kotdszovetes allomanybol épiilnek fel (Alberts, 2008).

A faggyumirigyek a bor kozépsé rétegében a dermiszben helyezkednek el, melynek
specialis, valadékot termeld epidermalis sejtjei, a szebocitak. Ezek egy vékony kivezetd
csovon keresztiil vagy a bor felszinére, vagy a szortiiszokbe 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 mikrobadk megtelepedésének és
novekedésének. A bor felsd rétege erds fizikai barriert teremt, mely megakadalyozza a
mikroorganizmusok szervezetbe jutdsat (Madison, 2003). Mindemellett a bor folyamatosan
megujul, igy az elhalt hamsejtekkel egyiitt a mikrobak is lesodrodnak a felszinérdl (Elias,
2005). Ezzel szemben példaul a follikulusokban ideélis kornyezetet taldlunk a kiilonbozo
mikrébdk megtelepedéséhez, hiszen itt kedvezdek a homérsékleti viszonyok és a
nedvességtartalom, valamint a termeldd6 faggyt fontos tdpanyagforras lehet egyes mikrobak
névekedéséhez. Grice és munkatarsai becslései szerint 1 cm’-nyi bérteriileten 1 milliard
baktérium ¢l (Grice, 2008).

Boriinkben az itt €16 baktériumok és gombak egylittesen alakitjak ki a bér mikrobiomjat.
Ezeket a mikrobdkat az irodalom tobb szempontbdl csoportositja, példaul eldfordulasuk
szerint tranziens/ rezidens, vagy hatasuk szerint jotékony hatdsu/ patogén mikrobak
csoportjaira. Ezen mikrobak tenyésztése és szekvenalasa soran bebizonyosodott, hogy a bor
kiilonb6z6 részein egyedi populacioik vannak jelen.

A bor rezidens mikrobadit az itt altalaban jelenlévé mikroorganizmusok meghatarozott
csoportja alkotja. Gyakran ezek a mikrobak kommenzalisak, tehat nem veszélyesek, hanem
jelenlétiik egyenesen hasznos a gazdaszervezet szamara. Azzal, hogy megtelepednek a
bériinkben, felhasznaljak a rendelkezésre allo tapanyagforrasokat dkologiai kompeticid révén
passzivan akadalyozzak mas, esetlegesen patogén fajok megtelepedését. Emellett 1) kutatasi
eredmények alapjan az is napvilagot latott, hogy egyes fajok képesek olyan anyagok aktiv
Ezaltal aktivan is hozzéjarulnak a bor homeosztazisanak fenntartasahoz (Schroder és Harder,
2006).

A rezidens, kommenzalis fajokkal ellentétben a tranziens mikrobak nincsenek
folyamatosan jelen a b6ron, néhany oraig/napig maradnak. Ilyenek példaul a patogén fajok.

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

A bér 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 dsszetétele eltér a bor egyes teriiletein (Grice, 2009), melyet belso és
kiilsé faktorok is befolydsolnak. A belsé faktorok koziil a legfontosabbak a kor, az egyéni
genetikai hattér, mely meghatarozza példaul az immunrendszer sajatsagait. A kiilsé
kornyezeti tényezok koziil ismert a klima, és a személyes higiéné szerepe, melyek szintén
hatnak az adott mikrobidlis kdzosség Osszetételére. A bor egyes részeit és fiiggelékeit
(verejtékmirigy, piloszebaceous egység) egyedi mikroba Osszetétel jellemzi. Ennek
kialakitasaban példaul az is kozrejatszik, hogy a faggyimirigy lipid-gazdag szébumot
szekretal, és a benne levo trigliceridek hidrolizalasaval a kommenzalis P. acnes baktérium

crcr

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

Az acne az egyik leggyakrabban eléforduld borbetegség, mely a serdiilokori népesség
80-90 szazalékat érinti. Annak ellenére, hogy az elmult 30 évben nagy elérehaladas tortént a
betegség hatterében all6 molekularis folyamatok vizsgalataban, a részletes molekularis

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

Az acne kialakuldsa a serdiilokori hormonalis valtozasokhoz, foként az androgén
hormonok fokozott termelddése miatt induld megnovekedett szébum szekrécidhoz kothets. A
bortiinetek kialakuldsa soran a follikulusok kivezetd nyilasat elhalt keratinocitak, a szor és a

besiirtisddott szébum eltomitheti.

Yg Vg SOn Y Y B
4 a/ y cj / n\'/ . a v

2. kép. Az acnés 1éziok kialakuldsa. A: egészséges bor; B: fekete miteszer (nyitott komedo); C:
fehér miteszer (zart komedo); D: papulak és pusztulak; E: cisztak.
(Forras: http://www.hotelbenessere.it/dizionario-medico/lemmi/acne.htm)



A kialakult dugé megakadalyozza a szébum bor felszinére valo {iriilését a porusokon
keresztiil. Ezzel parhuzamosan a dugé alatti anaerob korilmények kozott a P. acnes
baktérium kedvez6 koriilmények kozé keriil, és ennek eredményeképpen jelentés mértékben
elszaporodhat. Igy alakulnak ki a jol ismert komedok (miteszerek). A folyamatosan
termel6dd szébum feszitd hatdsa miatt az eldugult PSU fala felszakadhat, és az ott jelen 1&vo
baktériumok, a szébum, a sejttormelékek, valamint a P. acmes baktérium altal termelt
enzimek, €s a hatasukra létrejovo irritativ szabad zsirsavak a kornyez6 szovetekbe omlenek,
mely gyulladasos 1€ziok, vagyis papulak és pusztulik (pattanasok) kialakulasdhoz vezetnek.
Az acne lehet felszines vagy mélyre terjedd, ez utobbi esetben a bér mélyebb rétegei felé
hatol a gyulladas, melynek eredményeképpen talyogok és gyulladt csomdk (nodulusok,
cisztak) alakulhatnak ki (2. kép) (Stathakis, 1997).

1.2.2  Epidemioldgia

Az acnés tinetek elsd kialakulasa a serdilokorban, 10-12 éves korban, a hormonalis
valtozasokkal egyiitt torténik, majd 16-18 éves korig a tiinetek fokozodnak. 12 éves kor koriil
a betegség gyakorisaga ndkben magasabb, de ez az arany késébb megfordul. Sok esetben a
betegség kontrollalt, és a tiinetek 20 éves kor koriil maguktdl elmulnak, azonban a betegek kis

szazalékaban azok feln6tt korban is megmaradnak (Szabo és Kemény, 2011).

1.2.3 Klinikai kép

«— Komedok
<— Papulak és pusztulak
<“— NMNodulusok és cisztak

3. kép. Az acne klinikai képe a karakterisztikus l1éziékkal. (Komedok, papulak és pusztulak,
nodulusok és cisztak a gyulladasos folyamatok sulyossaganak mértékétdl fiiggéen). (SZTE AOK
Szent-Gyorgyi Albert Klinikai Kozpont, Bérgyogyaszati és Allergologiai Klinika gytijteményébdl).
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Amennyiben az érintett egyén borén (leggyakrabban az arcon) f6leg komedodkat talalunk,
acne codedonica-rol beszéliink. Sulyosabb esetben, acne papulo-pustulosa diagnozisakor a
miteszerek mellett gyulladt, gennyes pattanasok (papuldk és pusztulak) is megfigyelhetdek. A
legstlyosabb esetekben fajdalmas csomok ¢€s cisztak is jelen vannak az arcon, a mellkason,

vagy akar az egész torzson. Ekkor acne nodulocystica-rol beszéliink (3. kép) (Habif, 2009).

1.2.4 Patogén faktorok

Az acne tehat a PSU gyulladasos betegsége, melynek kialakuldsdban, mind kornyezeti,
mind bels6 faktorok szerepet jatszanak (4. kép). A legismertebb endogén tényezdk ezek koziil
a serdiilokori hormonalis hatasok, az ennek eredményeképpen kialakulé abnormalis
keratinocita és szebocita funkciok. Ismert, hogy a betegségben szenveddk egyéni genetikai
hattere 1is fontos szerepet jatszik a tlnetek kialakuldasaban ¢és sulyossaganak
meghatarozasaban, azonban ennek poligénikus karaktere miatt kevés ismeret all rendelkezésre
ezen faktorok pontos természetérdl (Szabo és Kemény, 2011). A kiilsé komyezeti faktorok
koziil a mikrobialis komponens, vagyis példaul a borben kommenzalisan is jelen 1évo P.
acnes hiperkolonizacioja a follikulusokban is fontos tényezd, bar ennek jelentéségérol a mai
napig megoszlanak a vélemények. Ezen faktorok Osszessége azonban még mindig nem ad
valaszt arra, hogy a népességnek miért ilyen nagy szazalékat érinti a betegség, foként a fejlett,
Lhyugatias” 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 acies Serdiilikori hormonilis valtozasok
(P acheslfelszaporodasa |

mely keratinocitakban % Szebocitak abnormalis milkodése

elsddleges immunvalase (sZehumszekrécid fokozddasa)
indukalasahozvezet

. % Epidermalis keratinocitak
* Egyeni eletvitel abnormalis milkodése
PL: etrend, dohanyzas, stress  Proliferacid, differencidcid fokozddas,
rrely pl.: follikularis
hiperkeratinozdshoz vezet

* Euqyéni genetikati hattér

4. kép. Az acne patogenezisében szerepet jatsz6 patogén faktorok.

1.3 A tiinetek kialakulasanak hatterében jatszod6 molekularis folyamatok

Ismert, hogy az epidermalis keratinocitdk képesek a kornyezetiikben talalhato
mikroorganizmusok felismerésére, €s elleniik aktiv védéfolyamatok inditasara, melynek soran
a mikroorganizmusok hatdsara velesziiletett immunfolyamatok aktivalodnak (Nagy, 2005) (5.
kép). Ez az elsédleges immunitas a szervezet els6 védelmi vonala, mely minden tobbsejtii
¢lolényben megtalalhatd. Feladata a patogének felismerése ¢€s gyors elimindcioja,
immunsejtek €s kémiai mediatorok toborzasa, gyulladdsos valasz generalasa ¢és az adaptiv
immunvalasz beinditasa. Ezekben a folyamatokban a csiravonalban kodolt mintazatfelismerd
receptorok (pattern recognition receptors: PRRs), mint példaul a Toll-like receptorok (TLR)
nélkiilozhetetlen szerepet jatszanak. Felismerik a veszélyt jelz6 molekuldkat (danger
associated molecular patterns; DAMPs) valamint a patogén konzervalt molekulait (patogen

associated molecular patterns; PAMPs).



Kiils6 veszély szignal
(pl.: patogén)

V

Patogén felismer6 receptorok
(pl.: TLR-2, TLR-4)

y

Egyéb molekulik JKorai vilasz citokinek” ___s, Kemokinck
(P1.: antimikrobialis peptidek) (pl.: TNFa, IL-10) (PL.: IL-8)
Adhéziés molekuldk Masodlagos citokinek
(PL: I-CAMI, V-CAMI) ] > [mmunsejtek megjelenése
GYULLADAS

5. kép. Patogén hatasara indulé immun és gyulladasos folyamatok epidermalis
keratinocitakban. (A részletes magyarazatot 1d. a sz6vegben.)

A TLR-aktivacié hatdsara indul6 jelatviteli ut komponensei kozott adapter molekulakat,
kindzokat, transzkripcids faktorokat és effektor molekuldkat talalunk. A szignaltranszdukcios
folyamat két fobb uton haladhat, a MyD88 (Myeloid differentiation primary response 88)
fliggd, és fliggetlen utakon. A szignalizacids Ut f6 mediatora a NF-xB (nuclear factor kappa
B) transzkripcios faktor, mely a citoplazméaban inaktiv formdban van jelen, itt az IxB
(inhibitor of NF-kB) nevii fehérjéhez kapcsolodik, mely komplexnek gatolt a nukleuszba vald
bejutasa. A TLR-ek liganddal val6 stimuldlasakor az IkB-t szerin oldallancain egy IKK nevi
komplex foszforildlja, ezzel kijeldlve ubiquitindciora, majd 26S proteoszomalis lebontasra.
Ezutan az NF-«xB mar felszabadul a gatlas alol, bejut a nukleuszba, ahol kiilonféle target
gének transzkripcigjat inditd és represszald fehérjékhez kapcsolédik. A TLR aktivalas
végsosoron citokinek, gyulladdsos folyamatban szerepet jatszo enzimek, kemokinek, 1. tipust

interferonok szintéziséhez vezet (Jeong és Lee, 2011) (6. kép).
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6. kép. A TLR aktivacio hatasara indulo jelatviteli folyamatok. A kiilonféle TLR-ek liganddal valo
akivalasanak hatasara egy tobb 1épcsds jelatviteli Ut indul el kiilonféle adapter molekulakon,
kindzokon keresztiil, mely a gyulladasos folyamatban szerepet jatszo fehérjéket kodold gének
aktivaciojat eredményezi. (Forrds: Jeong és Lee kozleményébdl).

A TLR-ek aktivacigjanak hatasara induld jelatviteli folyamatok erésen szabalyozottak,
hiszen ha ezek a gyulladasos folyamatok talzott mértékiick, az destruktiv jellegi
kontrollalatlan, kronikus gyulladas kialakulasahoz vezethet. Az irodalomban mar leirtak olyan
molekulakat és mechanizmusokat, melyek a bemutatott folyamatok szabalyozasaban
jatszanak szerepet. Mindez tobb szinten, kiilonféle gatld molekuldkon keresztiil valosulhat
meg, mint példaul a SIGIRR, TOLLIP, IRAK-M, TNFAIP3 (A20), Nod2 és a PPAR[ (7.kép)
(Jeong és Lee, 2011). Munkam soran ezek koziil harommal (SIGIRR, TOLLIP, TNFAIP3)
foglalkoztunk részletesen.

A SIGIRR egy egyedi struktiraval rendelkezd receptor, mely tartalmaz egy rovid, az
interleukin 1 receptor (IL-1R) immunoglobulin (Ig) doménjahoz hasonl6d 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 elnyujtott, erdteljesebb gyulladasos
valasz indukalodott, mely igazolja ezen receptor fontos szerepét a TLR indukcid hatisara
indul6 jelatviteli folyamatok kontrolljaban. Ezen kisérlet folyaman megvizsgaltak kiillonb6z6

szovetek SIGIRR expresszios mintdzatat endotoxin kezelés utan. Azt tapasztaltak, hogy
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csontvel6bol szarmazoé makrofagokban nem fejezddik ki, ami annak a lehetdségét veti fel,
hogy a SIGIRR funkcioja szovetspecifikus lehet (Wald, 2003).

A TNFAIP3 (korabbi nevén A20) a citoplazmaban elhelyezkedé fehérje, mely
kifejez6dése gyulladasos folyamatok soran fokozodik. Két ellentétes enzimaktivitassal
rendelkezik, az N-terminalis részén elhelyezked6 OTU (ovarian tumor) domén altal medialt
de-ubiquitindz, és a C-terminalis cink ujj altal medialt ubiquitindz aktivitassal (Heyninck és
Beyaert, 2005). Gatolja a TLR receptor indukalt NF-xkB aktivaciot a TRAF-6 molekula
de-ubiquitindcidja révén, mely fontos adapter molekulaja a TLR-aktivalta jelatviteli
folyamatoknak (Boone, 2004). Emellett hasonloan negativan szabalyozza a TNFa- és IL-1a
medialta NF-kB aktivaciot is (Heyninck és Beyaert, 1999).

Egy masik negativ szabalyoz6 molekula a TOLLIP, mely az IRAK autofoszforilacidjanak
¢és kinaz aktivitdsanak gatlasan keresztiil gatolja az NF-[1B aktivaciot (Zhang és Ghosh,

2002).

_ s T — Decoy receplors
TLR ligands = TLE =———= Soluble receptors i~ 1’? TLR3
pand p— SHGIRR, 5TIL
TH2 cytokines :E =——— sTLR4, sTLR2, : —  BPIOS e
Cell membrane " 1 & ] W ) — '—?—-_—"
Cytoplasm o —— =
— E My TIHES =
i n o —
'y J =i My DER I_: Tollip \/‘
L S ~; '.\.- ..‘_.' 3 . ’
5 RLAF e  SARM|
o T fakm S
5
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7. kép. Toll-like receptor szignalizaciés utvonal és negativ szabalyozoi. A TLR-indukalta
szignalfolyamatok két utvonalon haladhatnak, a Myd 88-fliggd- ¢s fiiggetlen Uton. A jelatviteli Ut
gatlasa tobb szinten torténhet 1d. abra és a szoveg (Forrds: Shilbert és K. Podolsky2007.).

Munkacsoportunk eredményei €s irodalmi adatok alapjan az mar ismert, hogy milyen,

TLR-aktivalta jelatviteli folyamatok indulnak az epidermadlis keratinocitdkban a P. acnes
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baktérium hatasara. Nem rendelkeziink azonban semmilyen adattal arrol, hogy pontosan
milyen negativ szabalyozé folyamatok miikodnek az egészséges bdor homeosztazisanak
fenntartasa soran, és pontosan melyek példaul azok a folyamatok, melyek meggatoljak azt,

hogy a bort kolonizalé kommenzalis baktériumok hatdsara immun-aktivacio kdvetkezzen be.
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2. Célkitiizés

Munkank soran ezért célul tiztik ki:

e a P. acnes hatasara indulo szignalfolyamatok részleteinek megismerését, és annak
felderitését, hogy pontosan milyen szerepet jatszanak mindezek az események az

acne patogenezise soran,

e annak vizsgalatat, hogy milyen negativ szabalyozé folyamatok miikddnek
keratinocitakban, melyek képesek a P. acmes altal inditott TLR-indukalta

szignalfolyamatok leéllitasara.
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3. Anyagok és modszerek

3.1 Human immortalizalt HPV-KER keratinocita sejtvonal tenyésztése

A kisérletekben hasznalt HPV-KER immortalizalt keratinocita sejtvonal eldallitasahoz az
SZTE, AOK Bérgyogyaszati és Allergologiai Klinikan plasztikai miitéten atesett egészséges
donor bormintajabol szarmazd, masodik passzazsban levé normal human keratinocita sejteket
(NHEK) human papilloma virus E6/16 fehérjét kifejezd plazmid segitségével transzformaltak,
majd stabil sejtvonalat hoztak létre (az elkésziilt sejtvonal Tubak Vilmos
ajandéka). Laboratoriumunkban 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
laboratoriumi koriilmények kozott (37 °C-on, 5% (v/v) CO,-t tartalmazé 1égkorben ) tartottuk.

3.2 A felhasznalt P. acnes torzs és tenyésztése

A P. acnes 889 baktériumtorzset standard mikrobiologiai eljarasok alkalmazasaval
tenyésztettiik és taroltuk (Nagy, 2005). Roviden, a klinikailag izolalt 889 jelu torzset 5% (v/v)
borjuvérrel, K1 vitaminnal és haeminnel kiegészitett pre-redukalt Columbia agar (Oxoid, UK)
taptalajon novesztettilk. A baktériumok anaerob koriilmények (anaerobic chamber; Bactron
Sheldon Man, Oregon, USA) ko6zott, 37 °C-on néttek. A P. acnes izolatumokbol szarmazod
egysejt kolonkiakat 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 feliilaszot
eltavolitottuk. Harom 10 perces PBS-EDTA-s mosas utan a sejteket 5 ml PBS-EDTA-ban
felszuszpendaltuk, ezutan a sejtszamot spektrofotométerrel mért optikai denzitds értékek
alapjan (OD = 600 nm) becsiiltik. A baktérium sejtszam 1x10° cfu/ml-re allitottuk
PBS-EDTA-oldatban, és a mintdkat felhasznalasig -80°C-on taroltuk. A baktériumok
fenntartasa valamint tenyésztése az SZTE, AOK, Klinikai Mikrobiologiai 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
szovettenyésztd edénybe, majd ezeket 24 oran keresztiil antibiotikum/antimikotikum mentes

(AB/AM-) KC-SFM téapoldatban inkubaltuk. A sejteket €l6 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-kultiradkat normal tenyésztési kortilmények kozott 0, 6, 24
ordig inkubaltuk, ezekb6l TRI-Reagens alkalmazasaval (Molecular Research Center;

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

A kezeletlen kontroll és baktérium kezelt mintakbol TRI-Reagens (Molecular Research
Center; Cincinatti, USA) felhasznalasaval RNS-t izoldltunk a gyartd utasitasai szerint.
Roviden, a mintdk kiolvasztasat kovetden kloroformos extrakciot végeztiink. A fazisok
centrifugalasos szétvalasztasa utan a vizes fazist Gj Eppendorf cs6be helyeztiik at, majd az
RNS tartalmat izopropanol hozzaadasaval lecsaptuk. Centrifugalast kovetéen (13.000 rpm, 10
perc, 4°C) a feliiluszot eltavolitottuk, majd nukledz mentes DEPC-es 70% (v/v) etanolos
oldattal mostuk a csapadékot. Az RNS pelletet szaritast kovetéen RN-az mentes vizben

feloldottuk, és tovabbi felhasznélasig a mintakat -80°C-on taroltuk.

3.5 Reverz transzkripcio és valés ideji RT-PCR

spektrofotométerrel elemeztiik. A mintdkat 0,2 pg/pl koncentraciora higitottuk, majd cDNS-t
allitottunk el6 reverz transzkripcid soran. Ehhez az iScript TM c¢DNS Synthesis kitet (Bio-
Rad, Hercules, USA) hasznaltuk, a gyarto utasitasainak megfelelden, melynek soran 6sszesen
1 pg totdl RNS mintat irtunk at 20 pl végtérfogatban.

A kapott cDNS mintak felhasznalasaval valds idejii RT-PCR vizsgalatokat végeztiink,

melyhez a Universal Probe Library

Reagens (u1/1 minta) | rendszert (Roche; Indiana, USA) ¢és
dH-0 . — 2.4 FastStart TagMan Probe Master (Roche;
MasterMix (gyarto) 10
Forward primer (10 pmol / pl) 1,8 Indiana, USA) hasznaltunk a gyartd
Reverse primer (10 pmol / pl) 1,8 utasitasainak megfeleléen.

UPL Proéba (10 pmol / pl 2

(10p K A reakcidkat 20 pl végtérfogatban az 1.

c¢DNS (0,2 ng / pl) 2

tablazatban  feltiintetett  Osszetételben
1. tablazat: A valés idejii RT-PCR reakciok

osszetétele. végeztiik.
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A vizsgalatok soran alkalmazott primer szekvencidkat és a UPL probak szamat a 2. tablazat
tartalmazza

Gén Primer szekvenciak UPL
f- forward primer, 1- reverse primer proba szima
18S FRNS f: 5’CGCTCCACCAACTAAGAACG3 77

r: SCTCAACACGGGAAACCTCACY

TNF f: S’>CAGCCTCTTCTCCTTCCTGAT3’ 29
¢ r: 5GCCAGAGGGCTGATTAGAGAY

TL-1 f: S’ AACCAGTGCTGCTGAAGGA3’ 35
o r: TTCTTAGTGCCGTGAGTTTCC3’

f: S TGCACACTGTGTTTCATCGAG3®
TNFAIP3 r 5" ACGCTGTGGGACTGACTTTC3’ 74

f: 5 CTCAGAGCCATGCCAGGT3’
SIGIRR 1 5"CCTCAGCACCTGGTCTTCA3’ 55

£ 5 TCCCCGCTGGAATAAGGT3®
TOLLIP 1 5*CGTCCATGGAGAAGGCTCT3’ 86

2. tablazat: A valés 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 szdvettenyésztd
edénybe, majd ezeket 24 o6ran keresztiil antibiotikum/antimikotikum mentes (AB/AM-) KC-
SFM tapoldatban inkubaltuk. A sejteket €16 P. acnes baktériummal kezeltik 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
sejtekrol eltavolitottuk a tenyésztd médiumot, majd PBS-es mosast €s tripszines emésztést
kovetden centrifugalassal Osszegytjtottik a sejteket (5 perc, 250g). A feliiluszot
eltavolitottuk, majd a ProteoJET™ Cytoplasmic and Nuclear Protein Extraction Kit
(Fermentas, Litvania) alkalmazasaval a nukledris €s citoplazmas fehérjéket szétvalasztottuk, a
gyart6 utasitasai szerint.

A lizdtumok fehérje tartalmat BCA Protein Assay Kit (Thermo Scientific, Rockford,
USA) segitségével hataroztuk meg. A gélekre 63-66,3-70 pg Osszfehérjét vittiink fel
mintanként, illetve a kontrollként hasznalt aktin detektaldsa esetében mintanként 33 pg
Osszfehérjét. A fehérjéket méret szerint elvalasztottuk natrium dodecilszulfat- (SDS)
poliakrilamid gélelektroforézis modszerrel 7,5%-o0s gél alkalmazasaval. A gélbdl a fehérjéket
nitrocellul6z membranra blottoltuk transzfer pufferben 1,5 6ran keresztil 4 °C-on, 115 V
fesziiltséggel. A membrant 3%-os tejport tartalmazé Tris-pufferolt sdoldatban (TBS, 150 mM
NaCl, 25 mM Tris, pH 7.4) 1,5 oran at szobahdmérsékleten telitettitk. Egér anti-human
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NF-xB p65 (C-20): sc-372 (1:200 higitas, Santa Cruz Biotechnology; Santa Cruz, USA) és
egér anti-huméan o-aktin (1:1000 higitas, Sigma-Aldrich; St. Louis, USA) elsédleges
ellenanyagokat hasznaltunk a vizsgalt fehérjék kimutatdsdhoz. Ennek soran 3% tejport
tartalmazé TBS-ben higitott elsddleges ellenanyagokkal inkubaltuk a membranokat egy
¢jszakan 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-tetrazélium (BCIP/NBT, Sigma-Aldrich; St.

Louis, USA) el6hivd oldatot hasznaltunk a fehérje savok megjelenitéséhez.
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4. Eredmények

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

gyulladasos citokinek mRNS szintii kifejezodésére

TNFa IL-lo
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225 4 g
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8. dbra. A TNFa és az IL-1a gyulladasos citokinek mRNS szintii kifejezddésének valtozasa

P. acnes 889 kezelés hatasara. Mindkét mRNS kifejezddése 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 idejli kezeletlen kontrollokhoz viszonyitottuk. (Tax Gabor doktorandusz, és Bolla
Beata Szilvia I1. 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 szadmos citokin gén kifejezodésének
szabalyozasaban. Munkank soran ezért vizsgaltuk, hogy milyen hatasa van a P. acnes 889
kezelésnek (MOI = 100) a TNFa ¢és IL-1a citokinek mRNS szintli kifejezodésére in vitro
tenyésztett HPV-KER sejtekben.

Ennek soran kontroll és baktérium kezelt sejtekbol 3, 6, 12 és 24 oraval a kezelést
kovetden mintavétel tortént, majd mRNS izolalads és cDNS szintézist kovetéen valds ideju
RT-PCR modszerrel elemeztiik ezen gének kifejezodésének mértékét.

Az eredmények azt mutatjak, hogy mindkét citokin mRNS szintje a kezelést kdvetd 3.
oraban emelkedni kezd, a 6-12 6ras mintdban maximuma van, majd a 24 6ras mintakban jra
a kezeletlen kontroll értékekhez kozelit (8. abra). Tovabbi kisérleteinkben ezért 0, 6 és 24
oras mintadkban vizsgaltuk a két citokin mRNS szintli kifejezédésének mértékét kiilonféle
kisérleti paraméterek mellett. (Tax Gabor doktorandusz, és Bolla Beata Szilvia II. évf.

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

1a gyulladasos citokinek mRNS szinti kifejez6désének mértékét
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9. abra. A TNFa és az IL-10 gyulladasos citokinek mRNS szintii kifejezodésének valtozasa fiigg
az alkalmazott P. acnes kezelés dézisatol. Mindkét mRNS kifejezédése 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 Gabor doktorandusz, és Bolla
Beata Szilvia II. évf. MSc hallgato kisérleti eredményei.)

Ezt kovetden arra a kérdésre kerestiink valaszt, hogy emelked6 keratinocita : P. acnes 889
aranynak milyen hatasa van a TNFa és IL-1a citokin mRNS-ek kifejezodésének 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 6raval a kezelést kovetéen mintat
vettiink, és a korabbiakhoz hasonldéan valds idejli RT-PCR moddszerrel vizsgaltuk az
expresszios valtozasokat.

A baktériumkezelés hatasara mind a TNFo mind az IL-1ao mRNS kifejezédése a 6 oras
mintakban dozisfiiggd emelkedést mutatott. Ezzel szemben a kezelést kovetd 24 oras
mintakban az mRNS expresszios szint alacsony MOI-k alkalmazasa esetén tjra a kezeletlen
kontroll értékekhez kozelitett, mig magas MOI-k esetében (200, 300) még ebben az
idépontban is enyhén emelkedett mértéket mutatott (9. dbra). (Tax Gabor doktorandusz, és

Bolla Beata Szilvia II. évf. MSc hallgato kisérleti eredményei.)

43 A P. acnes 889 kezelés hatisara indulé negativ szabilyozé folyamatok

azonositasa

Annak vizsgalatara, hogy milyen mechanizmusok miikodnek a keratinocitdkban melyek
képesek lehetnek a P. acnes altal kivaltott TLR-aktivacio, €s az ennek kdvetkeztében induld

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

valtozasat P. acnes 889 kezelés hatasara valos idejiit RT-PCR modszerrel.

43.1 A SIGIRR, TOLLIP és a TNFAIP3 mRNS szintli kifejezodésnek
vizsgéalata HPV-KER sejtekben

Munkank soran kontroll és P. acnes 8§89 (MOI = 100) baktérium kezelt sejtekbdl 3, 6, 12
¢s 24 oraval a kezelést kovetden mintavétel tortént, majd mRNS izolalas és cDNS szintézist
kovetden valos ideji RT-PCR modszerrel elemeztiik ezen gének kifejezddésének mértékét.

Az eredmények azt mutatjdk, hogy mindharom, a TLR szignalfolyamatok negativ
szabalyozasadban szerepet jatszd gén mRNS szintii kifejezddése igazolhato a HPV-KER
sejtekben. Azonban mig a SIGIRR ¢s a TOLLIP esetében nem tapasztaltunk jelentds valtozast
a baktérium kezelés hatasara, addig a TNFAIP3 mRNS jelentés mértékii gyors, tranziens
expresszid novekedést mutatott, melynek mintdzata hasonld volt a TNFa és IL-la citokin

mRNS-ek esetében tapasztaltakkal (10. dabra).
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g 7§ 3 i van a HPV-KER sejtekben. Mig a TNFAIP3
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& % abrakon 1 kisérlet eredményeit abrazoltuk,
AR N O . ahol kondicionként 3-3 parhuzamos minta
0 értékét atlagoltuk (+/- standard deviancia). A

3h 6h 12h 24h P. acnes kezelt mintdkat a sajat idejli

146 (h) kezeletlen kontrollokhoz viszonyitottuk.
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4.3.2 A P. acnes 889 baktériumtorzs dozisfiiggd modon befolyasolja a TNFa és

IL-1a gyulladasos citokinek mRNS szintii kifejezddésének mértékét
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11. abra. A TNFAIP3 citokinek mRNS szintii
kifejez6désének valtozasa fiigg az alkalmazott
P. acnes kezelés do6zisatol.
A mRNS kifejezodése  gyors,

dozisfiiggd valtozast mutat a baktériumkezelés

(=]

tranziens,

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

Oh kezeletlen kontrollokhoz viszonyitottuk.

4.4 A P. acnes 889 kezelés hatasara
KER sejtekben

Ezt kdvetden azt vizsgaltuk, hogy vajon a
TNFAIP3 kifejez6dése dozisfiiggd modon
véltozik-e a P. acnes 889 kezelés hatasara.
Ehhez a 4.2 pontban bemutatott kisérleti
rendszert alkalmaztuk.

A TNFAIP3 mRNS szintl
kifejezédésének megvaltozasa hasonldan a
TNFaés IL-lo  citokin ~ mRNS-ekhez
kifejezett dozisfiiggd emelkedést mutatott 6
oraval a P. acnes 889 kezelést kovetden. A 24
6rdas mintdkban a kifejezddés mértéke a
kezeletlen kontroll értékekhez kozelitett, de a
MOI névekedésével parhuzamosan egy enyhe
emelkedés még itt is megfigyelhetd volt (71.

abra).

létrejovo NF-KkB aktivacié vizsgalata HPV-

Annak igazolasara, hogy a TNFa, IL-1a és a TNFAIP3 kifejezddés valtozasa hatterében a

TLR aktivacio eredményeképpen kialakulé NF-kB transzkripcids faktor aktivacio all,

Western-analizissel kovettik az NF-xB p65 alegységének a citoplazmabol a nukleuszba

crer

Ehhez HPV-KER sejteket kezeltiink a P.acnes 889-es torzzsel (MOI: 100, 300), majd 1, 3,

és 6 oras kezelés utan fehérje mintakat vettiink. Ezt kdvetden elvalasztottuk a citoplazmas és

nuklearis fehérjéket, majd Western analizis sordn a p65 izoformat egér poliklonalis

ellenanyaggal detektaltuk.

Eredményeink azt mutatjak, hogy a citoplazmas frakcioban a P. acnes kezelést kdvetden

minden idépontban kisebb koncentraciéban van jelen az NF-[1B p65-0s alegysége a
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kezeletlen kontrollhoz képest. Ezzel parhuzamosan azonban a nukleuszban a

baktériumkezelést kovetden emelkedett NF-TJB p65 szinteket detektaltunk a kezeletlen
kontroll mintakhoz képest (12. dbra).
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12. abra P. acnes 889 kezelés hatasa NF-kB p65-0s alegység cellularis lokalizaciojanak valtozasa
az id6 és az alkalmazott baktérium dézis fiiggvényében. A P. acnes kezelés hatasara az NF-xB
citoplazmas frakcidjanak mennyisége csokken, mig ezzel parhuzamosan a nukelaris frakcio
mennyisége ndvekszik, ami az NF-kB transzkripcids faktor aktivacidjara utal.

4.5 Dozistiiggé NF-kB aktivacio

A kovetkezokben arra kerestiik a valaszt, hogy NF-[1B aktivacidja dozisfiiggé-e, ezért
kiilonb6z6 dozist P. acnes 889 kezelést (MOI = 25, 50, 100, 200, 300) kdvetden 3 és 6 oraval

fehérjemintakat vettiink, majd Western analizissel elemeztiik a nuklearis NF-kB p65 frakcio

NF-kB p65 mennyiségét.
3h i frakui)- Azt tapasztaltuk, hogy az NF[IB
p65 alegységének nuklearis frakcidja
6h — S az alkalmazott MOI ndvelésével
\ie\\ '\f’ QQ \QQ ,»QQ .-,)QQ parhuzamosan novekedett a kezeletlen
sg?Q kontroll mintakhoz képest. Kiilonosen

13. abra. P. acnes 889 kezelés hatasa az NF-kB p65-os
alegység nukledris frakciéjanak mennyiségének
meghatarozasa Western-analizissel. Az alkalmazott
baktérium dozis fiiggvényében emelkedik a nuklearis
frakci6 mennyisége, ami kiilondsen kifejezett a 6-6ras
mintakban.
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kifejezett volt mindez a kezelést

kovetd 6 oras mintakban.



5. Diszkusszio

Ismert, hogy az epidermalis keratinocitdk képesek a kornyezetiikben talalhato
mikroorganizmusok felismerésére ¢és elleniik aktiv védoéfolyamatok inditdsara, mely
folyamatokban a sejtfelszinen kifejez6dé TLR-2 és TLR-4 receptoroknak és az innen induld
jelatviteli folyamatoknak kozponti szerepe van. Ezek aktivacidjanak eredményeképpen
ugyanis olyan szignalizaciés események indulnak, melyek végs6 soron az NF-xB
transzkripcios faktor aktivalasahoz vezetnek, melynek fontos szerepe van kiilonféle, az
immun- ¢és gyulladdsos folyamatokban szerepet jatszo gének (citokinek, kemokinek,
antimikrobialis hatdsu fehérjéket kodold gének) kifejezddésének szabalyozasaban (Pivarcsi,
2003; Nagy, 2005).

Munkacsoportunk mas laboratoriumokkal egyiitt kimutatta, hogy az acne molekularis
patogenezisében szerepet jatszo P. acnes baktérium felismerést kdvetden a keratinocitak ¢és a
szebocitak is kiilonb6z6 faktorokat kezdenek termelni (pl. TNFa és IL-la gyulladasos
citokineket, CXCL8 kemokint, DEFB4 antimikrobidlis peptidet), mely események
kulcsfontossagiiak a patogén hatasara induld elsédleges immunvalasz, és gyulladasos
folyamatok beinditasaban (Nagy, 2005, Nagy, 2006).

Mindez egy a mai napig fennalld ellentmondashoz vezet, hiszen a jelenleg rendelkezésre
allo adatok alapjan nem magyarazhato, hogy hogyan is lehetséges az, hogy mig az egészséges
boérben a P. acnes baktérium része a kommenzalis fléranak, bizonyos koriilmények kozott
patogén faktorként is viselkedhet (pl. az acne kialakulasa soran).

Munkank soran ezért célul tiiztiik ki a P. acnes baktérium altal inditott szignalfolyamatok
egyes elemeinek részletes megismerését, kiilonds tekintettel az immunfolyamatokban
kozponti szabalyozod szerepet betdltd trankszkripcidos faktor, az NF-kB szerepének
jellemzését, valamint a TLR aktivacid hatdsara induldé folyamatok negativ szabalyozasaban
szerepet jatsz6 molekulak azonositasat és jellemzését keratinocitakban. Ez utobbi
folyamatoknak fontos szerepe lehet abban, hogy az egészséges borben a P. acnes a
kommenzalis flora részét képezi, ellene immun aktivacié nem alakul ki.

Munkacsoportunk eredményei arra utalnak, hogy a P. acnes éltal inditott immun- ¢és
gyulladasos folyamatok szabalyozasaban kdzponti szerepet jatszo citokinek (TNFa és IL-1a)
mRNS szintl kifejezddése mar igen koran, 6 oraval a kezelést kdvetden novekszik, és az
alkalmazott baktérium dozis novelésével parhuzamosan is fokozodik. Ez a valtozas gyors és
tranziens, hiszen 24 ora elteltével mar ujra a kezeletlen kontroll szintekhez hasonlé értékeket

kaptunk alacsony MOI-k (25, 50, 100) alkalmazasa esetében. Magas MOI-k (200, 300)
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azonban ebben az idOpontban is enyhén emelkedett szinteket detektaltunk. Ez arra utal, hogy
a P. acnes baktérium hatasara a MOI novelésével né a gyulladasos citokinek szintézise,
ezaltal valoszintisithetden 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
keratinocitakban, és ha igen, kifejezodésiik mértéke fligg-e a ko-kulturaban jelen levo
baktériumok mennyiségétol.

Eredményeink alapjan megallapitottuk, hogy mindharom vizsgalt negativ szabalyozo
mRNS szinten kifejezdédik a HPV-KER sejtekben, és a TNFAIP3 expresszidja fokozodott a P.
acnes kezelés hatasara. Ez utobbi folyamatok idébeli valtozasa jelentds hasonlosagot mutatott
a TNFa és IL-1a citokin mRNS-ek esetében megfigyeltekkel, amibdl arra kovetkeztettiink,
hogy szabalyozasukban hasonlosagok lehetnek. Ezt kdvetden vizsgaltuk a TNFAIP3 mRNS
kifejezodésének dozisfiiggését, €s ismét a TNFa és IL-1a citokin mRNS-ekhez hasonloan az
emelkedd6 MOI-kal aranyosan fokozodo kifejezddésvaltozast figyeltink meg a 6 oOras
mintakban, ami tovabb igazolta a TNFa, IL-1a0 és TNFAIP3 kozds szabalyozd elemeinek
lehetdségét.

Mindezek a megfigyelések arra utalnak, hogy a keratinocitdkban is mikodnek a TLR
jelatviteli utvonalat negativan szabalyoz6 folyamatok, és egyes molekuldknak, mint példaul a
TNFAIP3-nak kitlintetett szerepiik lehet ezek szabalyozasaban.

A megfigyelt mRNS expresszios valtozasok hatterében a TLR aktivacié hatasara induld
jelatviteli Gt f6 transzkripcidés faktoranak, az NF-[1B-nek aktivacidja allhat. Western
vizsgalatainkban ugyanis azt tapasztaltuk, hogy az aktivald p65 alegység a baktériumkezelés
hatéséra az a citoplazmabol a nukleuszba vandorolt. Ebbdl arra kovetkeztethetiink, hogy az
NF-[1B felszabadult a citoplazmas IkB fehérje gatlasa aldl, immaron a nukleuszban lehetévé
valt olyan célgének kifejezédésének fokozasa, melyek f6 mediatorai a TLR aktivacié hatasara
kialakul6 gyulladasos folyamatoknak (citokinek, kemokinek, gyulladasos enzimek).
megfigyeltik, hogy a MOI emelkedésével parhuzamosan nétt a nuklearis p65 frakcid
mennyisége. Ebbol arra kovetkeztethetiink, hogy a gyulladast mediald6 molekulak
expressziosszint emelkedésének hatterében az NF-TB dozisfiiggd aktivacidja és nuklearis
lokalizacioja all. Feltehetéen minél nagyobb szamban van jelen a P. acnes baktérium a
keratinocitak kornyezetében, annal nagyobb mértékll lesz a targetgének expresszidjanak

fokozddasa, és ezzel parhuzamosan a kivaltott gyulladas mértéke.
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A keratinocitak kornyezetében jelen levd mikrobak tehat az immun és a gyulladasos
reakciok kialakulasat eldsegitd, de ezzel egyidében azokat gatld folyamatokat is inditanak.
Ezek alapjan feltételezziik, hogy a pozitiv és a negativ szabalyozo6 folyamatok aranya fogja a
sejtek valaszat végs6 soron meghatarozni. Ha tehat vizsgaljuk a TNFa és IL-1a mRNS szintti
kifejezédésének aranyat a TNFAIP3-¢éhez képest megfigyelhetjiik, hogy az aranyok a MOI
novekedésével parhuzamosan valtoznak, mégpedig latszdlag oly modon, hogy a gyulladast
elosegité molekulak mRNS szintli kifejezddése, és feltételezhetden ezzel parhuzamosan a
gyulladas mértéke egyre kifejezettebbé valik (/4. dbra). A fenti eredmények véleményiink
szerint alatdmasztjak azt a feltételezést, hogy a pozitiv és negativ szabalyoz6 folyamatok
aranya egylittesen hatarozza meg a TLR aktivacidra adott sejtvalaszt, a mikrobak hatasara
bekovetkezd gyulladasos folyamatok mértékét, és mindezek eredményeképpen feltehetden az

egyéni acnés tlineteinek stilyossagat is.

80 = 25

(O TNFo mRNS OIL- 10 mRNS
@ TNFAIP3 mRNS @ TNFAIP3 mRNS
_:é 20
- 560
TE
2 £
S
a s
= C‘.i 40 -
22
;‘E %
£20 -
0 °
MOl R

Oh 6h 24h

14. abra. A TNFa és IL-1a mRNS szintii kifejez6désének aranyat a TNFAIP3-éhez képest. Az
aranyok a MOI novekedésével parhuzamosan valtoznak oly modon, hogy a gyulladast eldsegito
molekulak mRNS szintii kifejezddése fokozodik a keratinocitak kdrnyezetében talalhaté mikrobak
mennyiségének novekedésével.

Az acne patogenezisében szerepet jatszo molekularis folyamatok elemeinek megismerése
és pontos jellemzése kulcsfontossagii lehet az acnés tiinetek gyogyitasa, és esetlegesen
kialakuldsuknak megakadalyozésa tekintetében. A jelenleg rendelkezésre allo terapids
modalitdsok a mar meglevd tiineteket kezelik, és bar kozottiik vannak hatékonyak, ezek
komoly mellékhatasok kialakulasat is eredményezik.

Alapkutatas jellegli vizsgalataink lehet6vé tehetik olyan uj terapias célpontok kijeldlését,

melyek a TLR indukalta jelatviteli folyamatok endogén szabalyozo6 elemeinek kifejezddését

26



és/vagy aktivitasat befolyasolhatjak. Ezek reményeink szerint nemcsak szélesithetik az egyik
leggyakoribb borbetegség, az acne terapias lehetOségeinek tarhazat, de olyan uj utakat
nyithatnak meg, melyek eredményeképpen a tiinetek kialakulasanak megelézésére alkalmas,
vagy az eddigieknél joval kedvezébb mellékhatas-profillal rendelkez6 terapias modalitasok

kifejlesztéséhez vezethetnek.

27



6. Felhasznalt irodalom jegyzéke

Alberts B et al (2008) Specialized tissues, stem Cells and Tissue Renewal — Epidermis and
its renewal by stem cells. Molecular Biology of the Cell 23:1417-1429. e5

Berra B, Rizzo AM (2009) Glycemic index, glycemic load: new evidence for a link with
acne. J Am Coll Nutr 28, suppl:450S-4S

Boone, D.L. et al. (2004) The ubiquitin-modifing enzyme A20 is required for terminationof
Toll-like receptor responses. Nat. Immunol. 5:1052-160

Bressler RS, Bressler CH (1989) Functional anatomy of the skin. Clin Podiatr Med Surg
6(2):229-246.

Elias PM (2008) Stratum corneum defensive factions: an entegrated new. J. Invest Dermatol.
125:183-200.

Fredericks DN (2001) Microbial ecology of human skin in health and disease. J Investing
Dermatol Symp Proc 6:167-169.

Grice EA, Kong HH, Conlan S et al. (2009) Topographical and temporal diversity of human
skin microbiota. Science 324:1190-2.

Grice EA, Kong HH, Renaud G et al. (2008) A diversity profile of the human skin
microbiota. Genome Res 18:1043-50.

Habif TP (2009) Acne, rosacea, and related disorders. Saunders Elsevier Clinical
Dermatology €5 chap7.Harrison WJ, Bull JJ, Seltmann H, Zouboulis CC, Philpott
MP (2007) Expression of lipogenic factors galectin-12, resistin, SREBP-1 and SCD
in human sebaceous glands and cultured sebocytes. J Invest Dermatol. 127:1309—
1317.

Heyninck K, Beyaert R (1999) The cytokine-inducible zinc finger protein A20 inhibits IL-1-
induced NF«B activation at level of TRAF6. FEBS Letters 442:147-150.

Heyninck K, Beyaert R (2005) A20 inhibits NFkB activation by dual ubiquitin-editing
function. Trends Biochemical Sciences 30(1):1.4.

Jeong E and Lee YJ (2011) Intrinsic and extrinsic regulation of innate immune
receptors. Yonsei Med J 52(3):379-392

Kanitakis I. (2002) Anatomy, histology and immunohistochemistry of normal human skin.
Europian Jurnal of Dermatology 4:390-401. vol12

Madison KC (2003) Barrier function of the skin: ,,la rais d’etre” of the epidermis. J. Invert
Dermatol. 121:231-241.

Marples RR, Downing DT, Klingman AM (1971) Control of free fatty acids in human
surface lipids by Corynebacterium acnes. Jinvert Dermatol 56:127-131.

Melnik B (2009) Milk consumption: aggravating factor of acne and promoter of cronic
diseases of Western societies. J. DtschDermatol Ges 7:364-370.

28



Nagy I, Pivarcsi A, Koreck A, Szell M, Urban E, Kemény L (2005) Distinct strains of
Propionibacterium acnes induce selective human f-Defensin-2 and Interleukin-8
expression in human keratinocytes trough Toll-like Receptors. The Society for
Investigative Dermatology 124:5:931-937.

Otto M. (2009) Staphylococcus epidermis- the ’accidentel’ pathogen. Nat Rev Microbiol
7:555-67.

Pivarcsi A, Bodai L, Rethi B, et al. (2003) Expression and function of Tolll-like receptor 2
an 4 in human keratinocytes. Int Immunology 15:721-730.

Schibolet O, Podolsky KD (2007) TLRs in the Gut. IV. Negative regulation of Toll-like
receptros and intestinal homeostasis: addition by subtraction. Am J Physiol
Gastrointest Liver Physiol 292:1469-1473.

Schroder JM and Harder (2006) Antimicrobial skin peptides and proteins. Cell. Mol. Life Sci.
63:469-486

Stathakis V, Kilkenny M, Marks R (1997) Descriptive epidemiology of acne vulgaris in the
community. Australasian Journal of Dermatology 3 38:115-123.

Szabd K, Kemeny L (2011) Studying the genetic predipsosing factors in the pathogenesis of
acne vulgaris. Hum Immunol 72(9):766-773

Wald et al. (2003) SIGIRR, a negative regulator of Toll-like receptor- Interleukin 1 receptor
signalling. Nature Immunology 4: 920-927.

Zouboulis CC, Eady A, Philpott M, Goldsmith LA, Orfanos C, Cunliffe WC, et al. (2005)
What is the pathogenesis ofacne? Exp Dermatol 14:143-152

Zhang G, Ghosh S (2002) Negative regulation of toll-like receptor-mediated signalling by
Tollip. J Biol Chem 277:7059-7065.

29



7. Koszonetnyilvanitas

EzGton szeretnék koszonetet mondani témavezetomnek, Dr. Szabd Kornélianak, aki
szakmai iranyitasaval, hasznos tanacsaival, valamint kisérleteim megtervezésében nyujtott
segitségével lehetové tette TDK dolgozatom elkészitését.

Koszonom Tax Gabor PhD hallgatonak, valamint Tanacsné Bajkan Andrea
kutatocsoportunkban dolgozé asszisztensnek a kisérleteim soran alkalmazott modszerek
bemutatasat ¢s a kivitelezésben nytjtott segitségét.

Halas vagyok a Szegedi Tudomanyegyetem, Altalanos Orvostudomanyi Kar, Klinikai
Mikrobiologiai Intézetében Dr. Urban Editnek, aki a munkdm soran felhasznalt P. acnes
torzsek fenntartasat és ndovesztését végezte.

Koszonetet nyilvanitanék még a Szegedi Tudomanyegyetem, Altalanos Orvostudomanyi
Kar, Szent-Gyorgyi Albert Klinikai Kozpont, Borgyogyaszati és Allergologiai Klinikanak és
az Intézet vezetdjének, Professzor Dr. Kemény Lajosnak, aki lehetéveé tette, hogy itt
készithessem el a TDK dolgozatomat, valamint, hogy megteremtette a munkamhoz sziikséges

feltételeket, eszkozoket és 1égkort.

30



8. Altalam elsajatitott modszerek osszessége

Munkam soran a kovetkezd modszereket sajatitottam el, illetve 6nalléan alkalmaztam a
dolgozatban bemutatott kisérletek elvégzése soran:
-eml0s sejtek tenyésztése, altalanos steril laboratoriumi munkak
-a HPV-KER sejtek P. acnes baktériummal val6 kezelése
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