36. OTDK Biolégia Szekcio

Potencialis mitokondrialis diszfunkciok a pikkelysomoros
tiinetmentes bor keratinocitaiban

Matiz Eszter

Biologia BSc III. évfolyam

Szegedi Tudomanyegyetem Természettudomanyi €s Informatikai Kar

SZTE Szent-Gyorgyi Albert Orvostudomanyi Kar,
Borgyogyaszati €s Allergoldgiai Klinika

Témavezetd: Dr. Boz6 Renata tudomanyos munkatars

Bels6 konzulens: Dr. Hulidk Il1diké, egyetemi adjunktus
SZTE-Természettudomanyi és Informatikai Kar
Biokémiai és Molekularis Biologiai Tanszék
2022.



Tartalomjegyzék

[ ROVIATEESEK JEZYZEKE ..ot 4
T1. BEVEZELES ... 6
1. A DOT FRIEPIEESE. ...t 6
2. PIKKELYSOMOT ...ttt 7
2.1, AIAlAN0S JEIEMZOK ....c.vveieeeeceseeeeeieeeee ettt sttt 7
2.1.1. Kialakuldsat befolyasold tenyezok .........cocvvveiiiiiiiiiiiiiiie e 7
2.1.2. Gyulladasos folyamatok és immunérintettSEg .........uvvvvvrrrirrrriierniiieeniieesnneenens 8
2.1.3. A betegség megjelenési fOrmai........ccoiveiiieiiiiiieiic e 8
2.1.4. A leggyakoribb terapias lehetdSEgek .........oovviiiiiiiiiiiiice 9

2.2. A pikkelysOmOTros tUnetmentes DOT .........coveivieiiiieiieie e 9

3. MITOKONAITUMOK ..ot 11
3.1. Mitokondriumok SZErkezete............coviiiciiiiiiiii i 11
3.2. Oxidativ fOSZIOTIACIO ....coivviiiiiiiic 12

3.3. Mitokondridlis elvaltozasok borbetegségekben...........cccocviiiiiiiiiiiiiiiicie 12

3.4. Mitokondridlis elvaltozasok pikkelysOmorben ...........cccoovviiiiiiiiiiiiiiiecee 13

T CELKITUZESEK ... 15
V. Anyagok €S MOASZETEK..........cooviiiiiiiiiiiiieeeee e 16
1. BOrmintaK @YTJEESE ... .ooveiiiiiiieeiiceee e 16
2. Sejtek 1Z0lAl4Sa €S tENYESZIESE ... .eeivvirrieriierriesee e 16
3. Mitokondridlis funkciok MEIrSE ..........ccviiviiiiiiiiiiieiese e 17
3.1. Légzési lanc aktivitdsanak meghatarozasa...........cccccvvoveiiiiicniniec e 17

3.2. Citokrom-c felszabadulds meErés ...........cooeviiiiiiiiiiiiiii 18

3.3. Hidrogén-peroxid (H202) termelés METESe .......cuuvuvrvririiirineeieienie e e 18

3.4 Mitokondrialis funkciok mérésének értékelése...........coovviiininiiniiiiniiiiiiens 19

4. Citospin prepardtumok KESZItESE ........c.oviviiiiiiiiiiiiiici 19
5. Mitokondriumok fluoreszeens JelOIESE. ........uviiiriiiiiiiiiie e 19
5.1. Mitokondriumok direkt immunfluoreszcens jelOlESe ..........cccooviriiiiiiiiicniiiiens 20

5.2. Mitokondriumok indirekt immunfluoreszcens jelOl€se ..........coovvriiieriiiieiiennns 20

5.3. Mitokondrialis festések ErtékelEse .........ouvmimmimiiiiniiiiiiieec e 20

V. Eredmények €s ErteKelESUK ..........coimiriiiiiiiiiiiiciccc 22
1. Mitokondrialis funkciobeli eltérések a pikkelysomoros tiinetmentes keratinocitdkban22
1. 1. Légzési 1aNC €ItErESET ....vvvviiiiiiiiiiiii i 23

1.2. Citokrom-c felszabadulas kUlONDSEZET ........ccvvvviiiiiiiiiiiii 24



1.3. H2O2 termelési KUIONDSEZEK . ......cuvviiiiiiiiiiie i 25

2. Immunfluoreszcens mitokondrium jel6lések soran tapasztalt eltérések...................... 26
2.1 Festés optimalizalasi eredmeEnyek........cccoovvvviiiiiiiiiiieiiiie s 26

2.2 Mitokondrium festddésbeli eltérések az egészséges €s a pikkelysomords tiinetmentes
KeratinOCTtAK KOZOTE......ccvviieiiicieeiie e 27
V1. OSSZETOZIAIAS ..ottt 30
VI TrodalomEEYZEK .......c.viiiiiiss s 32
VI KOSZONENYIIVANTEAS ... 35
IX. Tételes szerzO01 hOZZAJATUIAS ..o 36



|. ROVIDITESEK JEGYZEKE
AB/AM: antibiotikum/antimikotikum
ADP: adenozin-difoszfat
ATP: adenozin-trifoszfat
CAT: katalaz
CCCP: karbonil-cianid m-klorfenil-hidrazon
COMP: cartilage oligomeric matrix protein
DAPI: 4',6-diamidino-2-fenolindol
DNS: dezoxi-ribonukleinav
DRP1: dynamin-related protein 1
EDA+ FN: extra A domént hordoz6 fibronektin splice varians
FADHo:: flavin-adenin-dinukleotid
FBS: fetal bovine serum (fotalis szarvasmarha szérum)
H20.: hidrogén-peroxid
ICAM-1: intracellularis adhézids molekula 1
IL-1: interleukin—1
IL-18: interleukin—18
IL-8: interleukin—8
MDA: malendialdehid
mitoAB: mitokondrium jel6l6 antitest
mtDNS: mitokondrialis DNS
NADH: nikotinamid-adenin-dinukleotid
NGS: normal goat serum (normal kecske szérum)

NO: nitrogén-monoxid



PBS: phosphate buffered saline (foszfat pufferolt s6oldat)

PBS-EDTA: foszfat pufferolt sdoldat — etilén-diamin-tetraecetsavval
PRINS: Psoriasis Associated Non-Protein Coding RNA Induced By Stress
PSORS: psoriasis susceptible loci

ROS: reaktiv oxigéngyok

SNP: single nucleotide polymorphisms

SOD: szuperoxid-dizmutaz

TBS: tris-buffered saline (Tris pufferolt sooldat)

UCP2: uncoupling protein-2



Il. BEVEZETES

1. ABOR FELEPITESE ES MUKODESE

A bor az emberi szervezet elsd védelmi vonala, funkcidja a szervezet mechanikai, kémiai,
fizikai, immunoldgiai és mikrobioldgiai védelme, és a ho- és vizhaztartds egyensulyanak
biztositdsa. A bort harom {6 réteg alkotja. A legfels réteg a kornyezettel kdzvetlen kapcsolatba
keriil, tobbrétegii elszarusodo laphambol felépiil6 epidermisz (ham). Az epidermiszt a bazalis
membran valasztja el, a bér k6zépso rétegétdl, amely a dermisz (irha). A bazalis membran
szigetel6-, mechanikai- és kommunikativ sejtkapcsolo struktarakat hordoz. A dermiszt laza
rostos koOtdszovet alkotja, fontos szerepe van az érzékelésben ¢és a verejtékezés
szabalyozasaban. A hypodermisz (béralja) a bor legalso rétege, gazdagon erezett zsirszovet
alkotja, melynek aranya nemenként és testtajanként eltérd. Véd a hidegtol, 6sszekdti a dermiszt
a csontokkal, izmokkal, biztositja a bor rogzitését, rugalmassagat és mechanikai ellenallo

képességét (1. abra).
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1. dbra: A bor felépitése (Forrds:
https://tudasbazis.sulinet.hu/hu/termeszettudomanyok/biologia/biologia-8-evfolyam/az-
ember-letfenntarto-szervei/a-bor)



2. PIKKELYSOMOR

2.1. ALTALANOS JELLEMZOK

b
e

2. abra: Pikkelysomoros bér (Az SZTE SZAOK
Bérgyogydszai és Allergologiai Klinika arhivumadbol)

A pikkelysomor (psoriasis) a lakossag 1-3%-at érintd, multifaktorialis, immun-medialt
borgyogyaszati korkép, amely a gyulladdsos bdrbetegségek csoportjaba tartozik. A betegség
patomechanizmusa csak részben ismert, azonban kialakuldsdban genetikai- és kornyezeti
faktorok egyarant szerepet jatszanak. Kronikus, fellingolasokkal tarkitott megbetegedés, vords,
hamlo, eziistos pikkelyekkel boritott foltokkal jellemezhetd. A plakkok mérete €s vastagsaga
borteriiletenként és egyénenként eltérd lehet, kialakuldsukban legnagyobb szerepe a kifejezett
granulocitas és a mérsékelt T-sejtes beszlirddés mellett a hamsejtek, azaz a keratinocitak
fokozott osztédasanak van. A betegségnek tobb megjelenési forméja is ismert, a leggyakoribb
a plakkos tipus (2. abra). A plakkok leggyakrabban a konydkon, térden, hajas fejboron jelennek
meg. A pikkelysomords borben emellett megfigyelhetd nagyobb vizveszteség, abnormalis pH,
kéarosult hidratacids képesség, megvaltozott gén- és fehérje expresszid és sériilt enzim-és
lipidszintézis (Griffiths és mtsai. 2021; (Karpati és Kemény 2013).

2.1.1. KIALAKULASAT BEFOLYASOLO TENYEZOK

A betegség kialakulasa soran a kdrnyezeti faktorok hatésa is ismert, ilyenek a stressz, a fizikai
trauma, a dohanyzas ¢€s az alkoholfogyasztas.

A betegség genetikai szempontbdl egy bonyolult, poligénes 6rokldédésti, multifaktorialis
betegség és kiilonbozo genetikai faktorok fontos szerepet jatszanak a kialakulasdban. Az emberi
genomban ezidaig legalabb tizenot pikkelysomorre hajlamositd 16kuszt (psoriasis susceptible

loci (PSORS)) azonositottak (Lowes és mtsai. 2014). A hatodik kromoszoman talalhatd a



crer

a genetikai eredet 30-50%-aért (Weller 2008). Ezen a szakaszon helyezkedik el a HLA-Cw6
gén, amely a legfontosabb hajlamositd génszakasz. A teljes genomra kiterjedden asszociacios
vizsgalatokat is végeztek, ahol 6tven ugynevezett egyedi nukleotid polimorfizmust (single
nucleotide polymorphisms (SNP)) azonositottak, melyek szintén szerepet jatszhatnak a
pikkelysomor kialakitasaban.
2.1.2. GYULLADASOS FOLYAMATOK ES IMMUNERINTETTSEG

A betegség kialakitdsaban fontos szerepet jatszanak a szekretélt citokinek és kemokinek. A
1ézi0k kialakitasat feltehetden az indukalja, hogy az immunrendszer fokozottan reagal az
emlitett molekulakra. A betegség kialakuldsa sordn szdmos interleukin, novekedési faktor és
adhézios molekula szintje megvaltozik. A keratinocitak kornyezeti stimulusokra adott reakcidja
eredményeként megemelkedik az interleukin-1 (IL-1), az interleukin-8 (IL-8) és az interleukin-
18 (IL-18) mennyisége (Weller 2008). Az IL-1 hatasara megemelkedik az intracellularis
adhézios molekula 1 (ICAM-1) és az E-szelektin szintje. Ezekhez az adhézios molekulakhoz
kapcsolodnak a memoria T-sejtek, melyeket az IL-8 és egyéb kemokinek vonzanak az
epidermiszbe, hogy ott kapcsolatba Iépjenek egymassal. Ezek a T-sejtek antigén prezentald
sejteken keresztiil (példaul Langerhans-sejtek) aktivalodnak, majd citokin szekrécidba
kezdenek. A keratinocitdk valasza a felszabaduld citokinekre proliferaciot, aktivaciot indukal,
és elinditja a proinflammatorikus mediatorok (citokinek, kemokinek, antimikrobialis peptidek)

2.1.3. ABETEGSEG MEGJELENESI FORMAI

A psoriasis vulgaris, vagy kronikus plakkos tipust pikkelysomor a leggyakoribb megjelenési
formaja a betegségnek, a betegek 85-90%-at érinti. Altalaban jol elkiilonithetd, hamld, eziistds
szinll plakkok jellemzik, melyek leggyakrabban a mechanikai hatdsoknak erdsen Kkitett
teriileteken jelentkeznek, példaul a térden, konyokon, hajas fejbdron, de kialakulhat a
hajlatokban és a koldok kornyékén is. A betegség tovabbi tipusai kozé tartozik a psoriasis
guttata, erythroderma psoriaticum, a generalizalt pustulosus psoriasis, és a lokalizalt

pustulosus psoriasis (Karpati és Kemény 2013).



2.1.4. ALEGGYAKORIBB TERAPIAS LEHETOSEGEK

A betegség kiterjedésétdl fliggden napjainkban mar szamos lokalis vagy szisztémas kezelési
lehetdség érhetd el, melyek alkalmazésaval tartds tiinetmentességet lehet elérni, azonban a
betegség tjboli kialakuldsanak megakadalyozasara jelenleg még nincs megoldas.

A lokalis kezelés akkor alkalmazhat6, ha az érintett teriilet a teljes testfeliilet legfeljebb 5%-
a. Els0 1épésként szalicilsav, tejsav vagy karbamid és kén tartalmi kendecsel kezelik a 1ézidkat,
majd az érintett borteriileten ditranolt, kortikoszteroidokat, retinoidokat, vagy D-vitamin
analdgokat tartalmazo készitményeket alkalmaznak.

Szisztémas kezelés alkalmazando, ha a tiinetes borteriilet meghaladja a testfeliilet 20%-4at. A
szisztémads kezelés torténhet UV-val vagy ordlisan adhatd készitményekkel, példaul
retinoidokkal, —metotrexattal, hidroxiureaval, ciklopsorinnal, —mikofenolat-mofetinnel,
szulfalazinnal. Emellett napjainkban mar szamos bioldgiai terapiés készitmény is rendelkezésre
all, melyek célpontjai foként a betegség patogenezisében szerepet jatsz6 citokinek (pl. Tumor
nekrozis faktor-alfa, IL-17, 1L-23) (Griffiths és mtsai. 2021; Karpati és Kemény 2013).

2.2. A pikkelysomoros tiinetmentes bor

.
=

3. abra: Egészséges (;4), pikkelysémords tiinetmentes (B) és pikkelysoméros tiinetes (C) borbdl késziilt
metszetek (hematoxilin-eozin)

Ugyan a pikkelysomor egy egész testre kiterjedd betegség, azonban megfigyelhetok
tiinetmentes teriiletek is a betegeken, melyek nem mutatnak makroszkopikusan eltérést. A
pikkelysomor egyik érdekessége, hogy a tiinetes, azaz 1ézids borteriiletek jol elkiiloniilnek a
latszolag egészséges megjelenésli tlinetmentes teriiletektél. A pikkelysdmords tiinetes
borteriiletekre jellemzdé epidermadlis keratinocita hiperproliferacié ¢és az immunsejtek
besziirddése nem figyelhetd meg a tiinetmentes teriileteken (3. abra). Jellemzi azonban a
tiinetmentes teriileteket, hogy sejt- €s molekularis szinten eltérést mutatnak az egészséges ¢€s a
tiinetes borhoz képest is, és atmeneti allapotot képvisel az egészséges és a tiinetes bor kozott

(Sz€1 és mtsai. 2019). Korabban tigy gondoltak, hogy a tiinetmentes bor elvaltozasai a betegség



kialakulasara hajlamosito elvaltozasok lehetnek. Az utobbi évek eredményei, - melyekhez
Kutatocsoportunk korabbi eredményei is hozzajarulnak - ravilagitottak, hogy a hajlamositéd
tényezOk mellett a tiinetmentes borben olyan folyamatok is jelen vannak, melyek segitik a nem-
1ézi6s allapot fenntartasat (Kelemen és mtsai. 2021). Megfigyelték, hogy a tiinetmentes boérben
a cartilage oligomeric matrix protein (COMP) a bazéilis membran folytonossaganak
megszakadasa révén fokozott kolcsonhatast mutat a bazalis keratinocitak altal kifejezett a5p1-
integrinnel, melynek eredményeként hozzajarulhat a tiinetmentes bazalis keratinocitak
nem hiperproliferativ allapotat. A tiinetmentes bdrben nagy mennyiségben talalhatdéak
gyulladasos reakciokat eldidézé molekuldk, &m ezek nem aktivak. Ezeken a teriileteken tehat
jelen kell lennie gatlé faktoroknak, amik fenntartjdk a nem-1ézids allapotot. Ezek az
eredmények arra is utalnak, hogy a tiinetmentes bdrnek egy tugynevezett ,,prepszoriatikus”
fenotipusa van (Nosbaum és mtsai. 2021).

A kornyezeti faktorokon til a stressz is bizonyitottan hozzajarul a pikkelysomor
kialakitasahoz. Az egyik bizonyiték erre a Kobner jelenség, aminek lényege, hogy addig
egészséges boron valamilyen trauma hatasara 1éziok jelennek meg (Weiss, Shemer, és Trau
2002). Szintén ismert, hogy a bérnek azon részei, amik jobban ki vannak téve valamilyen
mechanikai stressznek, azok fogékonyabbak a pikkelysomor kialakitasara (példaul konyok,
térdek) (Qiao és mtsai. 2019). A mechanikai stressz indukalasara gyakran hasznalt modszer a
tape-stripping, ami noveli az epidermalis proliferaciot és a ndvekedési faktor alfa termelddését
a tlinetmentes bdrben az egészségeshez képest (Hatta és mtsai. 1997). Mitobb, a kezelés
hatasara olyan, a sebgyogyulasi folyamatban is szerepet jatszd fehérjék szintje is
megemelkedik, melyek a pikkelysomoros tlinetmentes borben fokozott kifejezodést mutatnak,
mint az aS-integrin, a fibronektin splice variansa, az EDA+FN, a keratinocita névekedési
faktor, és a keratinocita novekedési faktor receptora (Guban és mtsai. 2016). Egy masik jel a
megvaltozott stressz-szintre a tiinetmentes pikkelysomordos borben a megemelkedett
kifejez6dése a PRINS (Psoriasis Associated Non-Protein Coding RNA Induced By Stress),

hosszu, nem kodold6 RNS-nek, melynek potencidlis szerepe van a keratinocitdk

crer

mtsai. 2005).
Mivel a stressz a kornyezeti faktorok koziil kulcsszerepet jatszik a pikkelysomor
kialakulasaban, ¢és ismert, hogy a tiinetmentes bdérben megfigyelhetok a kiilonbozo

stresszhatasok jelei, kutatocsoportunk korabbi munkdja soran mind az egészséges, mind a
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pikkelysomords tlinetmentes borben vizsgalta a sejt-stresszhez kapcsolodd  fehérjek

kifejezddését.

3. MITOKONDRIUMOK

3.1. MITOKONDRIUMOK SZERKEZETE

Intermembrane Outer Cristae
space ) membrane
Matrix
Ribosome ATP Inner
synthase membrane
particles

Granule

4. dbra: A mitokondrium felépitése (Frey és Manella 2000)

A mitokondriumok az eukariota sejtek fontos organellumai. A kettds membrannal korbevett
sejtalkoto legfontosabb feladata az energiatermelés: az oxidativ foszforilacid soran termeli meg
a sejtek energidjanak 90%-4t. Eredete az endoszimbionta elmélettel magyarazhatd, azaz, hogy
egy prokaridta bekebelezett egy masik prokariotat, aminek kovetkeztében a mai eukariota
sejtalkotok jellegzetes tulajdonsadgokkal birnak. Ilyen a mar korabban emlitett kettds foszfolipid
membran, a sajat fehérjeszintetizald apparatus, és az 6nalldé genom. A kiilsé és a belsd membran
kozt talalhatd az intermembran tér, ahol enzimek, illetve a transzlaciohoz sziikséges RNS-ek
taladlhatok (Frey és Mannella 2000). Beljebb haladva a méatrixban a fehérjeszintézis nagyobb
részéért felelds riboszomak, granulumok, €s a citromsav-ciklus enzimei lokalizalddnak. A bels6
membran feliiletnoveld képletei a krisztak, melyek felszinén az ugynevezett elemi testek
talalhatok, melyek tartalmazzak az elektrontranszportlanc enzimeit, illetve adenozin-trifoszfat

(ATP)-az aktivitassal rendelkeznek (4. abra).
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3.2. OXIDATIV FOSZFORILACIO

Az oxidativ foszforilacion keresztiil ATP, azaz energia képzddik a sejtekben, melyhez a
mitokondrialis elektrontranszportlanc biztositja az elektronokat. Az elektrontranszportlanc &t
fehérjekomplexet tartalmaz, melyek beagyazddnak a bels6 membranba. A citromsav-ciklus
soran termel6d6 nikotinamid-adenin-dinukleotid (NADH) ¢és flavin-adenin-dinukleotid
(FADH2) az elektrontranszportlancba kapcsolodik be, mindkettd két elektront ad le az I-es és
a ll-es komplexen keresztiil. Az I-es komplex és az ubiquinon kozti elektrontranszfer kozben
négy proton pumpalodik az intermembran térbe. Az ubiquinon ubiquinolld redukalodik az I-es
és II-es komplexrél érkezd elektronok hatasara, majd a IlI-as komplexnél ismét oxidalodik,
mikozben egyszerre egy elektron folytatja itjat a citokrom-c-n keresztiil. Minden citokrom-c-
re keriild elektron utdn két proton pumpalddik az intermembran térbe. A citokrém-C az
elektronokat a 1V-es komplexre szallitja, ahol az elektronakceptor molekularis oxigén vizzé
redukélodik. A membranpotencial az V-6s komplexben a protonok visszatérésével egyenlitddik

ki, ami kapcsolt az adenozin-difoszfat (ADP) ATP-vé alakulasaval (5. abra).
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5. dbra: Az oxidativ foszforildcié (Nolfi-Donegan 2020)

3.3. MITOKONDRIALIS ELVALTOZASOK BORBETEGSEGEKBEN
A mitokondridlis elvaltozasok barmely szervrendszert érinthetik és barmilyen korban
manifesztdlodhatnak (Nunnari és Suomalainen 2012). Jelenleg ezekre a betegségekre elérhetd
terapia csupan a tlineteket enyhiti. A mitokondridlis elvaltozasban szenveddknek 10%-a mutat
valamilyen borelvaltozast: kiiitéseket, pigmentacids zavarokat, szérzettel kapcsolatos zavarokat

és akrocianozist (René G. Feichtinger és mtsai. 2014).

A mitokondriumok szerepet jatszanak az oxidativ stresszben, mivel a mitokondriumban

lezajlo elektrontranszfer egyik komoly kdvetkezménye a reaktiv oxigéngyokok képzddése, ami
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patologias elvaltozasokat eredményez, hiszen a normal homeosztazis felborul (Nolfi-Donegan,
Braganza, és Shiva 2020). A reaktiv oxigéngyokok altal okozott karok tehat a molekularis
alapjai a kiilonbozd patofiziologias allapotoknak, beleértve az Oregedést és a tumoros
elvaltozasokat is.

Az aerob glikolizis tobb tumort is jelezhet, beleértve a melanomat is. A négyes stadiumu
melanoma egyik indikatora a laktat-dehidrogenaz jelenléte. Ugyanakkor korabbi kutatasok
bizonyitjak, hogy a melanoma eltéré patomechanizmussal rendelkezhet, mint a tobbi tumor,
hiszen melanoma esetében az oxidativ foszforilacié sértetlen marad, mig mas tumorok esetében
csokken a mértéke (Rene’ G. Feichtinger és mtsai. 2011). Kimutattak azt is, hogy a BRAF
V600E onkogén - ami gyakran jelen van melanoma esetében -, indukélja a glikolizist és a
diszfunkcialis oxidativ foszforilaciot, a mitokondridlis 1égzési lanc kapcsoltsdganak
megsziintetésére iranyulé mechanizmusokon keresztiil (René G. Feichtinger és mtsai. 2014). A
mitokondrialis DNS (mtDNS) velesziiletett és szomatikus mutacidit a legtobb tumor esetében
regisztralni lehet, a borrakok esetében is. Ismert tovabba, hogy a sugarzas €s a karcinogének
karositjak a mitokondrialis DNS-t (Sreedhar, Aguilera-Aguirre, és Singh 2020). Mitokondrialis
elvaltozasok vezethetnek egyéb borbetegségek kialakuldsdhoz, példaul a pikkelysomorhoz is.

3.4. MITOKONDRIALIS ELVALTOZASOK PIKKELYSOMORBEN

Korabbi kutatdsok kimutattdk, hogy pikkelysomords borben is ismertek mitokondrialis
elvaltozasok (Klug és Schulze 1988). Vizsgalatok kimutattak, hogy pikkelysomoros borben a
szérum mtDNS szintje magasabb a normal boérhoz képest. A kutatds soran génexpresszios
valtozasokat is vizsgaltak, ahol azt kaptak, hogy az uncoupling protein-2 (UCP2), a dynamin-
related protein 1 (DRP1) és a kalcineurin gének kifejezodése alacsonyabb pikkelysomoros
tiinetes borben az egészséges donorokéhoz képest, ami arra utal, hogy a mtDNS emelkedett
szintje a szérumban egy velesziiletett patogénként szolgal, ami egy gyulladasos valaszt indukal,
mig az emlitett gének csokkentett apoptozishoz vezetnek (Therianou és mtsai. 2019). Az

extracellularis mtDNS egyfajta vészjelzoként miikddik, ami a gyulladast megel6z6 mediatorok

crer

crer

nélkiil (Zhang és mtsai. 2011). Az UCP2 kifejezddésének emelkedése a gyulladdshoz kothetd
sejtek (hizosejtek, makrofagok stb.) gatlasaval jar. A DRP1 a mitokondriumok osztodasat
szabalyozza.

Ismert, hogy a bdr potencialis célpontja az oxidativ stressz hatdsara keletkezd reaktiv
oxigéngyokoknek (ROS), példaul a nitrogén monoxidnak (NO), a hidrogén-peroxidnak (H203)
¢és a malondialdehidnek (MDA), melyek olyan sejtalkotokat tdmadnak, mint a fehérjék, lipidek
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¢s a DNS. Szamos adat utal arra, hogy az oxidativ stressz hatasa a pikkelysomor patogenezisére
a mitokondriumok oxidativ sériilésén keresztiil nyilvanul meg (Chimenti és mtsai. 2018).
Pikkelysomorben megfigyelték, hogy a NO, H2O2 és MDA karositjdk a sejtalkotokat, és
novelik a betegség sulyossagat (Corrocher és mtsai. 1989; Gokhale és mtsai. 2005; Wang 2006).
A ROS eltavolitasaért kiilonb6zé human antioxidans enzimek altal katalizalt folyamatok
felelosek. Ezek koz¢é az enzimek k6zé tartoznak a szuperoxid-dizmutazok (SOD), a katalazok
¢és a glutation-peroxidaz (Gabr és Al-Ghadir 2012). Ismert, hogy a pikkelysomords tiinetes
epidermiszben az Mn-SOD csokkent kifejezOdést mutat (Kobayashi és mtsai. 1991). A
citokrom-c amellett, hogy részt vesz a mitokondrium 1égzési lancanak III. és IV. komplexe
funkcioval rendelkezik (Bowman és Bren 2008), ill. a gyulladads aktivaciojaban is
kozremiikddik (Chimenti és mtsai. 2018). Az oxidativ stressz apoptdzist indukald hatdsanak
kozvetitéséhez hozzdjarul a citokrom-c emelkedett megjelenése a tiinetes borben, amellyel
szerepet jatszik a pikkelysomor patogenezisében (Gabr és Al-Ghadir 2012). Kutatocsoportunk
a stresszfehérjék kifejez6désének vizsgalata soran azonositotta, hogy a citokrom-c nagyobb
mennyiségben, a szuperoxid-dizmutaz-2 (Mn-SOD) enzim pedig alacsonyabb szinten van jelen
a tlinetmentes bdérben az egészségeshez képest. Mindkét molekula mitokondrialis funkcidkhoz
kapcsolhatd. A vizsgalat elemzése alapjan a tiinetmentes bdrben az egészségeshez képest
legalabb kétszeres valtozast mutatd fehérjék megvaltozott mitokondrialis biogenezisre utalnak

a tlinetmentes bdérben (Bozo és mtsai. 2021).
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I1l. CELKITUZESEK

Hipotézisiink szerint bizonyos mitokondridlis elvaltozasok a pikkelysomords betegek
tiinetmentes borének epidermiszében is megfigyelhetok. Mivel a tlinetmentes bor keratinocitai
stresszhatasokkal szemben fokozott érzékenységet mutatnak és Kutatocsoportunk korabbi
vizsgalatai arra utalnak, hogy a tlinetmentes bérben megvaltozott kifejez0dést mutatd sejt-
stressz folyamatokhoz kothetd fehérjék érinthetik a mitokondrialis funkcidkat, ezért munkank
soran c¢lul thztik ki a mitokondridlis folyamatok Osszehasonlitasat a pikkelysémords

tiinetmentes ¢és az egészséges bor epidermalis keratinocitai kozott.
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V. ANYAGOK ES MODSZEREK

1. BORMINTAK GYUJTESE

Egészséges donorok (n = 6; 25-60 év) és pikkelysomdrben szenvedd betegek (n = 4; 25-60
¢év) tiinetmentes bdrteriileteirél punch biopszidkat (d = 6mm) gyjtottiink. A betegek nem
kaptak lokalis terapidt a mintavétel el6tti négy hétben, és szisztémas kezelést legalabb nyolc
hétig. A bOrmintdk nem voltak kitéve napsugéarzasnak. A mintavétel a betegek eldzetes
tajékoztatasa €s irasos beleegyezése utan tortént, megfelelve Klinikank etikai engedélyének
(2799, 3517, PSO-CELL-01, 90/2021, 4969, 2021. aprilis 26., Szeged; PSO-EDAFN-002,
34/2015, 3517, 2015. februar 23., Szeged).

2. SEJTEK IZOLALASA ES TENYESZTESE

HaCaT keratinocita sejtvonalat fagyasztasbol vettiik fel, majd DMEM tapfolyadékban
tenyésztettilk 10% fotalis szarvasmarha szérummal (fetal bovine serum, (FBS), EuroClone),
1% antibiotikum/antimikotikum (AB/AM, Lonza) oldattal, és 1% L-glutaminnal (Lonza)
kiegészitve. A bOrmintakbol (egészséges és pikkelysomords tiinetmentes) meghatarozott
protokoll szerint primer epidermalis keratinocita sejteket izolaltunk steril koriilmények kozott.
Az izolalashoz a mintékat 1% AB/AM (Lonza) tartalmu steril fizioldgiads sdoldattal (Salsol A,
Braun) atmostuk, majd dermisszel lefel¢ diszpaz (Roche Diagnostics) oldatra fektettiik, ezt
kovetden egy éjszakan at 4 °C-on inkubaltuk. A kovetkez6 napon a dermiszt elvalasztottuk az
epidermisztél, majd az epidermiszt 1 ml tripszinbe (Sigma Aldrich) helyeztiik és 5 percig
inkubaltuk 37 °C-on. Az epidermiszt ezutan 8 ml etilén-diamin-tetraccetsavval kiegészitett
foszfat-pufferolt sdoldatban (Phosphate Buffered Saline (PBS)-EDTA) felszuszpendaltuk,
majd atsziirtik az oldatot 100 um atmérdja steril sziirén (Falcon) egy 50 ml-es 1 ml FBS-t
tartalmazoé centrifugacsébe. A mintat 10 percen keresztiil, 4 °C-on, 1150 rpm-en centrifugaltuk
(Heraeus). A feliiltiszot ledntottiik, szérum mentes keratinocita tenyésztd médiumban neveltiik
(Gibco Keratinocyte SFM, Life Technologies), melyet 1%-ban AB/AM oldattal (Lonza), 1%-
ban L-glutaminnal (Lonza), agyalapi mirigy kivonattal (50 pg/ml, Life Technologies) és
epidermalis novekedési faktorral (5 ng/ml, Life Technologies) egészitettiink ki. A sejtek
optimalis novekedésének biztositdsdhoz 37 ©°C-os hémérsékletet és 5% szén-dioxid
koncentraciot alkalmaztunk, a tapfolyadékot 2-4 naponta cseréltiik. A sejtek passzalasat min.
80%-o0s konfluencianal hajtottuk végre, a primer sejtekkel végzett kisérleteket 3. passzazsban

végeztiik.
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3. MITOKONDRIALIS FUNKCIOK MERESE

Az Oroboros O2k (Oroboros Instruments) nagy felbontasu respirométer, amely a Clark
elektréd elvén miikodik, azaz érzékelni tudja a mérési kamrakban levd oxigénkoncentraciot,
ezzel mérve a mitokondrium 1égzési lanca altal elfogyasztott oxigén mennyiségét allando
homérsékleten. A kiillonbozé 1€gzesi lanc szubsztratok és inhibitorok hozzaadasaval mérhetjiik
az l-es ¢s Il-es komplexen keresztiil torténd 1égzési aktivitast izolaltan, illetve Osszesitve is.
Meérhetjiik tovabba a citokrom-c felszabadulast is, ami a membrankarosoddsnak egy potens
markere, meghatarozhatjuk az oxidativ foszforilacié erdsségét, a mitokondridlis membran
integritasat, illetve a 1égzési lanc kapcsoltsagat, mellyel kapcsolatban az ugynevezett ,,leak”,

azaz szivargo respiraciot is mérni tudjuk.

Mivel kordbbi eredményeink a mitokondridlis funkcidk megvaltozasara utaltak, ezért
Oroboros O2k eszkéz hasznélatdval a mitokondridlis 1égzési lanc aktivitasat, citokrém-c
felszabadulast, illetve hidrogén-peroxid termelést mértiink. A mérések soran az eszkoz
kalibralasat MIROS respiracios pufferrel (Sigma Aldrich) végeztiik, amely az allandd kozeget
biztositotta a sejteknek a mérések sordn, majd folyamatosan monitoroztuk a kdzeg oxigén
térfogathoz viszonyitva. Minden mérési tipushoz elokisérleteket végeztiink HaCaT keratinocita
sejtvonal felhasznaldsaval. Ezt kovetden a beallitott protokollokat teszteltiik primer egészséges
keratinocita sejteken, majd egészséges és pikkelysomoros tlinetmentes donorok epidermalis
keratinocitainak felhasznalasaval 6sszehasonlitdo méréseket végeztiink. A mérésekhez atlagosan
egymillié sejtet hasznaltunk csoportonként. A tovabbi leirdsokban az optimalizalt protokoll

talalhato.

3.1. LEGZESI LANC AKTIVITASANAK MEGHATAROZASA

Az oxidativ-foszforilacid6 mérésének meghatarozdsdhoz a sejtek bemérését kdvetden
rogzitettiik a sejtek alap 1€gzési aktivitasat, majd a 1égzési lanc II. komplexének szubszratjat, a
szukcinatot (10 mM végkoncentracid, Sigma Aldrich) és az ATP szintézishez sziikséges ADP-
t (1,25 mM végkoncentracio, Sigma Andrich) adtunk a rendszerhez. A membran atjarhatosagat
digitonin (4,05 puM végkoncentracid, Sigma Aldrich) hozzdadasaval biztositottuk. gy
hataroztuk meg az oxidativ foszforilacio mértékét. Ezt kovetden oligomycin (5 nM,
végkoncentracio, Sigma Aldrich) hozzdadasaval gatoltuk az ATP-szintazt blokkolva annak
proton csatornajat, amely az ADP ATP-vé torténd oxidativ foszforilaciojahoz sziikséges. Igy
nemcsak az ATP szintézis, hanem a 1égzés is blokkolodik, és indukalddik a ,leak”, azaz

szivargo respiracio. A protonofér/H*-ionofér karbonil-cianid m-klorfenil-hidrazon (CCCP, 2,5
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uM végkoncentracio, Sigma Aldrich) kémiai szétkapcsold anyag hozzaadasaval meghataroztuk
a maximalis mitokondrialis 1égzési kapacitast. Ezt kovetden rotenon (5 pM végkoncentracio,
Sigma Aldrich) hozzaadéasaval blokkoltuk a 1égzési lanc I-es-, antimycin A (2,5 uM
végkoncentracid, Sigma Aldrich) hozzaadasaval pedig a Ill-as komplexének aktivitasat két
1épésben blokkolva a rezidualis oxigén aramlast. A mérések végéig folyamatosan nétt a sejtek
oxigénfogyasztasa, ezaltal csokkent a kozeg oxigén koncentracidja, az antimycin A

hozzaadasat kdvetden a sejtek elpusztultak.

3.2. CITOKROM-C FELSZABADULAS MERES

A citokrom-c felszabadulas mérés soran az el6zd, 3.1 pontban leirtak alapjén eldszor
szukcinatot, ADP-t és digitonint adtunk a rendszerhez, hogy biztositsuk az oxidativ
foszforilacid mérését. Ezt kovetden citokrom-c-t (10 pM végkoncentracid, Sigma Aldrich)
adtunk a rendszerhez. Abban az esetben tapasztalunk citokrom-c hozzaadéasat kovetden
novekedést az oxigén aramlasaban, ha a mitokondrium bels6 membranjaban sériilés talalhato,
aminek eredményeként a hozzdadott citokrém-c be tud kapcsolodni a 1égzési lancba, és szallitja
az elektronokat a légzési lanc Ill-as és VI-es komplexe kozott, kozvetett moddon
kovetkeztethetiink a hianyzd/korabban felszabadult citokrom-c mennyiségére. Ha nincs
membransériilés, az oxigénaramlas valtozatlan marad. A mérést az el6z6 3.1 pontban leirtak

szerint rotenon €s antimycin A hozzaaddséaval zartuk.

3.3. HIDROGEN-PEROXID (H202) TERMELES MERESE

A sejtek H20. termelésének meghatarozasahoz fluoreszcencian alapuld modszert
alkalmaztunk az Oroboros O2k rendszerben. A méréshez torma-peroxidazt (HRP), és Amplex
Red-et (Thermo Fischer Scientific), a peroxidaz fluorogén szubszratjat juttattuk a rendszerbe.
Az Amplex Red H20: jelenlétében az erésen fluoreszkaléd resorufinna alakul, amely a késziilék
z0ld fluoreszcens szenzordval érzékelhetd (excitacid: 525 nm). Ehhez el6szor Amplex Red,
HRP ¢és a H202 ismert koncentracidban torténd hozzaadasaval kalibracidt készitettiink. Ezt
kovetden végeztik a sejtekkel a H2O2 termelés mérését, melynek mértékének
meghatdrozasahoz eldszor az Amplex Red-et és a HRP-t mértiik a sejtekhez, majd a membran
permeabilitasat biztositd digitonint. Ezutan rotenon hozzaadasaval biztositottuk, hogy az I-es
komplex aktivitisa ne zavarja a mérést. fgy rogzitettiik a sejtek norméal HoO; termelését. A
szukcinat és ADP hozziadasaval az oxidativ foszforilacié soran termelddé H20: termelés
mértékét tudtuk meghatdrozni. Majd oligomycin hozzdadasaval indukaltuk a szivargd

respiraciot, és meghataroztuk a szivargd respiracid soran termelédé H2O: termelését. Az
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anyagokat a 3.1 pontban részletezett mennyiségek szerint alkalmaztuk. A H.O, mennyiségét az

elézetes kalibraci6 alapjan szamoltuk ki.

3.4. MITOKONDRIALIS FUNKCIOK MERESENEK ERTEKELESE
Az Oroboros O2k rendszerben végzett méréseink kiértékelése a DatLab (Oroboros
Instruments) program segitségével az SZTE SZAOK Sebészeti és Miutéttani Intézet és
Traumatologiai Klinika munkatérsainak kézremiikodésével. Az egészséges €s pikkelysomords
tiinetmentes epidermalis keratinocita sejtek mérései kozotti kiilonbségek meghatarozasahoz
kétmintas T-probat (Microsoft Excel) és egyszempontos ANOVA-t (Sigma Plot) hasznaltunk.

Az eredményt szignifikdnsnak tekintettiik p<0,05 esetén.

4. CITOSPIN PREPARATUMOK KESZITESE
HaCaT-, primer egészséges- (n=6), és pikkelysomords tiinetmentes (n=4) keratinocita
sejttenyészetekbdl citospin preparatumokat készitettiink. A modszer 1ényege, hogy segitségével
szuszpenzidban 1évd sejtek targylemezre transzferalhatok, és ezt kdvetden mikroszkdpos
elemzésre hasznalhatok. Ehhez targylemezenként min. 20000 sejtet 600 rpm-en 6 percig
centrifugaltuk citocentrifuga segitségével. Ezt kovetden a mintdkat szobahdmérsékleten

megszaritottuk és 4 °C-on taroltuk a késobbi felhasznalasig.

5. MITOKONDRIUMOK FLUORESZCENS JELOLESE

A citospin preparatumokon immunfluoreszcens festéseket végeztiink a mitokondriumok
jeloléséhez. Kétféle festést allitottunk be, egy direkt és egy indirekt festési protokollt. A
festéseket eldszor HaCaT citospin mintakon allitottuk be, majd normal egészséges keratinocita
sejteken is teszteltiik, hogy hasonléan mitkddnek-e a protokollok. Ezt kdvetden végeztiik el a
festéseket a mérésekhez is hasznalt egészséges ¢és pikkelysomords tiinetmentes keratinocita
sejteken. A direkt immunfluoreszcens protokollnal specifikus, sejtpermeabilis, fluoreszcensen
jelolt mitokondrium jelo6ld festéket hasznaltunk (MitoSpy Orange CMTMRos, BioLegend). Az
indirekt immunfluoreszcens mitokondrium festésnél specifikus mitokondrium jeldlo elsédleges
antitestet (MitoAB, BioTechne) és Alexa Fluor 647 fluoroforral konjugalt masodlagos antitestet
(Life Technologies) alkalmaztunk. A sejtmagok jel6lésére 4',6-diamidino-2-fenil-indol (DAPI,
Sigma Aldrich) festéket hasznaltunk. A mintdkat immunfluoreszcens mounting médiummal
(Dako) fedtikk le, minimum 30 percig szaritottuk Oket szobahdmérsékleten, majd a

mikroszkdpos vizsgalatig 4 °C-on taroltuk oket.
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6. MITOKONDRIUMOK DIREKT IMMUNFLUORESZCENS JELOLESE

A festési protokoll elsé 1épéseként a mintakat 4 % - os paraformaldehid oldattal fixaltuk 10
percig. Ezt 3 x 5 perc PBS-es mosas kovette, majd a sejtmembrant permeabilizaltuk 0,25%
TritonX-100/PBS-sel 5 percig. Ujabb mosasi ciklus utan 1% szarvasmarha szérum albumin
(BSA, Sigma Aldrich)/PBS-¢l blokkoltuk a mintainkat 30 percig. Ezt kovet6en felvittiik a PBS-
ben kihigitott MitoSpy (BioLegend) festéket a mintdkra 250 mM végkoncentracioban majd
ujabb 30 percig inkubaltuk. Negativ kontrollként festéket nem tartalmazo6 mintat is készitettiink.
Ezutan ismét 3 x 5 perces PBS-es mosas kovetkezett, majd DAPI (1 pg/ml végkoncentracio,
Sigma Aldrich) festékkel jeloltiik a sejtmagokat, amivel tovabbi 5 percig inkubaltuk. Az utolsé

mosas 3 x 2 perc volt, PBS-sel.

7. MITOKONDRIUMOK INDIREKT IMMUNFLUORESZCENS JELOLESE

A festési protokoll elsé 1épéseként a mintakat 4 % - os paraformaldehid oldattal fixaltuk 10
percig. Ezt 3 x 5 perc PBS-es mosas kovette, majd a sejtmembrant permeabilizaltuk 0,25%
TritonX-100 (Thermo Fischer Scientific)/PBS-sel 5 percig. Ujabb mosasi ciklus utan 1 % BSA
(Sigma Aldrich)/PBS-el blokkoltuk a mintainkat 30 percig. Ezt kdvetden 4 °C-on egy éjszakan
at alkalmaztuk a mitokondrium jel6ld elsddleges antitestet a mintdkon (MitoAB, egérben
termeltetett anti-human monoklonalis antitest 1:200 higitasban 1 % normal kecske szérumot
(NGS) tartalmazo6 Tris pufferolt sdoldatban (TBS)). Az izotipus kontroll mintahoz egér IgG1k
(BioLegend) antitestet hasznaltuk az elsddleges antitesttel egyidejiileg. Masnap ismét 3 x 5
perces PBS-es mosas kovetkezett, majd kecskében termeltetett anti-egér Alexa Fluor 647
konjugalt masodlagos antitestet (1:500 higitasban 1% NGS/TBS-ben) alkalmaztuk a mintdkon
egy oOras inkubdcioval. Majd a 3 x 5 perces mosasi ciklus utan DAPI (1 pg/ml végkoncentracio,
Sigma Aldrich) festékkel jeldltiik a sejtmagokat, amit 5 percig hagytunk rajta. Az utolsé mosas
3 X 2 perc volt, PBS-sel.

8. MITOKONDRIALIS FESTESEK ERTEKELESE

A fluoreszcens festésekrdl 20x és 40x (immerzids olajjal kiegészitve) nagyitasban képeket
készitettiink Zeiss AxiolmagerZ1 (Zeiss) mikroszkdppal. A felvételek készitéséhez a Zen2012
Blue Edition (Zeiss) programot hasznaltuk. A mitokondriumok mennyiségének szemi-
kvantitativ meghatarozdsahoz a fluoreszcensen jelolt egészséges és a pikkelysomoros
tiinetmentes keratinocitakrél minimum 3-3 20x nagyitasu felvételt készitettiink. A fluoreszcens
festések kiértékelése Image] (BD Biosciences) programban tortént. Ehhez a mikroszkdpos
képeken szétvalasztottuk a DAPI, illetve a mitokondrium jelolé antitest csatornajat. A

mitokondriumok fluoreszcencia intenzitdsat a program beépitett funkcidjaval mértiik le, a
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mitokondrium jelo6l6 antitest jele alapjan. Az 6sszsejtszdmot egy-egy képen az ImageJ program
Cell Counter pluginjének segitségével hatdroztuk meg a DAPI jel alapjan. Csak azokat a
sejteket szamoltuk bele az Osszsejtszamba, amelyeknek a sejtmagja teljesen rajta volt a képen.
Az erOsebben festddo sejtek szamat is hasonloképpen hataroztuk meg, majd kiszamoltuk az

intenzivebben festddo sejtek szazalékos aranyat is.

Az azonos csoportokba tartoz6 adatokat ezutan Osszesitettiik, atlagoltuk, illetve
meghataroztuk a szoérasukat is. Az egészséges €s pikkelysomords tiinetmentes epidermalis
keratinocita sejtek adatai kozotti  kiilonbségek meghatarozasdhoz kétmintas T-probat

hasznaltuk (Microsoft Excel). Az eredményt szignifikansnak tekintettiik p<0,05 esetén.
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V. EREDMENYEK ES ERTEKELESUK

1. MITOKONDRIALIS FUNKCIOBELI ELTERESEK A PIKKELYSOMOROS TUNETMENTES
KERATINOCITAKBAN

Az anyagok és moédszerek 3. pontjdban részletezett protokollok beallitasat elészor HaCaT

keratinocita sejtvonal felhasznalasaval végeztiik el. Ezt kovetden primer, egészséges borbol

szarmazo keratinocita sejteken teszteltilk a beallitott 1égzési lanc aktivitds mérési (6. abra),

citokrom-c felszabadulds mérési (7. abra), és H202 termelés mérési (8. dbra) protokollokat,

melyekrdl 1-1 reprezentativ abra lathato.
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6. abra: Reprezentativ légzési lanc aktivitds mérés primer egészséges keratinocitaik felhasznaldasaval
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7. abra: Reprezentativ citokrom-c felszabadulas mérés primer egészséges keratinocitak felhasznalasaval
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8. abra: Reprezentativ hidrogén-peroxid felszabadulas mérés primer egészséges keratinocitak
felhaszndalasdaval

1.1. LEGZESI LANC ELTERESEI

A mérés soran azt tapasztaltuk, hogy a pikkelysomords tiinetmentes borbdl szarmazod
keratinocitdk (n=4) alap légzési aktivitdsa, illetve az oxidativ foszforilacigja nem tér el
szignifikansan az egészséges keratinocitakétol (n=4). Ezt kovetéen mértiik az ATP fiiggetlen
respiraciot az oligomycin hozzdadasaval, amelyben szintén nem tapasztaltunk szignifikdns
eltérést a tiinetmentes keratinocitdkban az egészséges sejtekhez képest. Azonban a maximalis
mitokondridlis repsiracids kapacitds mérésére szolgalé CCCP kémiai szétkapcsoldszer
hozzaadéasat kovetden alacsonyabb oxigénaramlas volt megfigyelhetd a tiinetmentes
keratinocitdkban. Eredményeink arra utalnak, hogy a mitokondrialis 1€gzési lanc kapcsoltsaga
alacsonyabb mértékii a tiinetmenetes sejtekben, igy a szétkapcsold szerre tehéat kevésbé voltak
képesek reagélni. Ezt kovetéen a rezidudlis oxigén aramlas mérésekor nem taldltunk

kiilonbséget az egészséges €s a pikkelysomords tiinetmentes keratinocitak kozott.

B ATP-fiiggetlen respiracio6
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keratinocitakban, £ SEM; n=>5 egészséges, n=4 pikkelysomords tiinetmentes donor; C: *: p<0,05,
kétmintas T-proba

1.2. CITOKROM-C FELSZABADULAS KULONBSEGEI
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10. abra: Oxidativ foszforilaciohoz viszonyitott citokrom-c vilasz %-os aranya egészséges és

pikkelysomords tiinetmentes keratinocitakban, + SEM; n=4 egészséges, n=4 pikkelyséméros tiinetmentes
donor, kétmintas T-proba

24



Kutatocsoportunk korabbi eredményei alapjan a citokrom-c magasabb szinten volt
azonosithatd a pikkelysomords tiinetmentes punch biopszidkban az egészségeshez képest, ezért
Osszehasonlitottuk az egészséges és tiinetmentes keratinocita sejtek citokrom-c felszabadulasat
a modszerek fejezet 3.2. pontban leirt protokollja alkalmazasdval. A mérés soran a sejtek
oxidativ foszforilacidja soran mért oxigénaramlashoz viszonyitva magasabb értéket kaptunk
citokrom-c hozzdadasara a tiinetmentes keratinocitdk esetén (n=4), amely statisztikailag
szignifikans kozeli értéket mutatott az egészséges sejtekhez képest (n=4). A citokrom-c-re adott
magasabb ardnyu oxigéndramlas potencialis membrankarosoddsra utal a tiinetmentes
keratinocitdkban, valamint a tiinetmentes keratinocitdk hozzajarulhatnak a citokrém-c

magasabb szintli megjelenéséhez a tiinetmentes borben.

1.3. H20O2 TERMELESI KULONBSEGEK
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11. abra: Hidrogén-peroxid termelés egészséges és pikkelysémdrds tiinetmentes keratinocitikban, + SEM,;
n=4 egészséges, n=4 pikkelysémdorés tiinetmentes donor, **: p<0,01, egyszempontos ANOVA

A légzési lanc aktivitdsanak és a citokrom-c felszabaduldsanak mérése mellett az Oroboros
O2k rendszerben 6sszehasonlitottuk a H2O2 mint ROS termelésének mértékét is az egészséges
(n=4) ¢és a pikkelysomoros tiinetmentes epidermalis keratinocitdk (n=3) kozott. A tiinetmentes
keratinocitdk H20, termelése az oxidativ foszforildcid és a szivargd respirdcid sordn is
szignifikdnsan magasabb volt az egészséges keratinocitakhoz képest. Az oxidativ foszforilacio
soran reaktiv oxigéngyokok szabadulnak fel, melyek mértéke nagyobb lehet a tiinetmentes
sejtekben. Az eredmények alapjan vagy tobb mitokondrium van a pikkelysomoros
keratinocitdkban, vagy ezek a mitokondriumok jelentésen tobb reaktiv oxigéngyokot termelnek

valamilyen karosodas miatt.
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2. IMMUNFLUORESZCENS MITOKONDRIUM JELOLESEK SORAN TAPASZTALT ELTERESEK

2.1. FESTES OPTIMALIZALASI EREDMENYEK

HaCaT keratinocita

30 um

w HaCaT keratinocita

HaCaT keratinocita

30 um

HaCaT keratinocita

30 um

12. dbra: HaCaT keratinocita sejtek MitoSpy és mitokondrium jelol6 antitest festése, reprezentativ képek, 40x-es
nagyitdas
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A mitokondridlis funkciok mérése mellett a mitokondriumok jeldlésére immunfluoreszens
jelolési technikat alkalmaztunk. A festéseket a moddszerek fejezet 4. pontjaban leirt
sejtcentrifugalasi modszerrel készitett mintakon végeztiik. A festések optimalizaldsat szintén
HaCaT keratinocita sejtek felhasznalasaval végeztilk a modszerek fejezet 5. pontja alapjan a
direkt és indirekt immunfluoreszcencia technika alkalmazasaval. Mindkét modszert sikeresen
beéllitottuk a HaCaT sejteken (12. abra), majd teszteltiik egészséges keratinocita sejteken.
Megfigyeltiik mindkét festési technika esetén, hogy a kultardban voltak sejtek, melyek
intenzivebben festédtek, és voltak kevésbé intenzivek, ami arra utal, hogy tobb-, ill. kevesebb
lehet ezekben a sejtekben a mitokondriumok mennyisége, ill. eltérd lehet a sejtek allapota, és
az eltérd allapoti sejtekben kiilonbségek lehetnek a mitokondriumok mennyiségében. Az
indirekt modszer mikroszkopos képe alapjan a mitokondriumok mintazata jobban kivehet6 volt,
ezért ezt a modszert valasztottuk ki a mitokondridlis funkciok mérése soran alkalmazott sejtek
citospin preparatumainak festésére. A bedllitott direkt immunfluoreszcens moédszert pedig

tovabbi kettos jelolésekre fogjuk felhasznalni.

2.2. MITOKONDRIUM FESTODESBELI ELTERESEK AZ EGESZSEGES ES A
PIKKELYSOMOROS TUNETMENTES KERATINOCITAK KOZOTT
Az indirekt modszerrel megjeloltik n=6 egészséges ¢és n=4 pikkelysomords donor

tiinetmentes epidermiszébdl szarmazo keratinocitak mitokondriumait (13. és 14. abra).

Egészséges keratinocita

30 um

Pikkelysomoros
tiilnetmentes keratinocita

30 um

13. dbra: Egészséges és pikkelysomards tiinetmentes keratinocitik indirekt festése, n=6 egészséges, N=4
pikkelysémorés tiinetmentes donor, reprezentativ képek, 40x-es nagyitas
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Pikkelysomoros
tiinetmentes keratinocita Egészséges keratinocita

14. dabra: Egészséges és pikkelys6mdros tiinetmentes keratinocitdk indirekt festése, n=6 egészséges, n=4
pikkelysémorés tiinetmentes donor, reprezentativ képek, 20X-0s nagyitas, nyilak: intenzivebben fest6do
sejtek

Megfigyeltiik, hogy a tiinetmentes keratinocitdk festési intenzitdsa magasabb volt az
egeészséges sejtekéhez képest. A festések fluoreszcencia intenzitasat is meghataroztuk, amely
alapjan a tlinetmentes keratinocitak festési mintazata szignifikansan magasabb volt (15. dbra).
Mar a HaCaT sejtek esetén is megfigyeltiink a kultiran beliil intenzitasbeli eltéréseket, melyek
szintén jelen voltak a primer egészséges ¢és pikkelysomords tiinetmentes keratinocita
kultarakban i1s. Megfigyeltiik, hogy az intenzivebben festddd sejtek ardnya magasabb volt a
tiinetmentes kultaraban, ezért meghataroztuk az intenziven festddd sejtek szamat is az
Osszsejtszamhoz  viszonyitva. A  tlinetmentes tenyészetekbdl szdrmaz6d mintadkban
szignifikdnsan magasabb volt a fluoreszcencia intenzitas mellett az intenziven fest6dd sejtek

aranya is (16. abra), amely hozzajarul a magasabb intenzitas értékekhez is.
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15. dbra: Fluoreszcencia intenzitas egészséges és pikkelysomoros tiinetmentes keratinocitakban,
+ SEM; n=6 egészséges, n=4 pikkelysomords tiinetmentes donor, *: p<0,05, kétmintas T-proba
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16. dbra: Intenzivebben festddd sejtek szazalékos aranya egészséges és pikkelysomords
tiinetmentes keratinocitakban, = SEM; n=6 egészséges, n=4 pikkelysémérés tiinetmentes donor,
*: p<0,05, kétmintas T-proba

Osszességében ezek az eredmények arra utalnak, hogy a tiinetmentes keratinocitakban
magasabb lehet a mitokondriumok szama, és tobb olyan sejt lehet a kultiraban, melyekben tobb
a mitokondrium.
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V1. OSSZEFOGLALAS

A pikkelysomor a lakossag 1-3%-at érintd, kronikus gyulladasos borbetegség, ahol a betegek
egészséges megjelenésii, tiinetmentes borteriiletein a betegségre hajlamositd tényezok, vagy
éppen ellenkezbleg, a nem-1ézids allapot fenntartasat célzo elvaltozasok is megjelenhetnek.
Ismert, hogy a tiinetmentes bor epidermalis keratinocitai stresszhatasokkal szemben fokozott
érzékenységet mutatnak. Kutatocsoportunk korabbi vizsgélatai arra utalnak, hogy a
tiinetmentes borben megvaltozott kifejezodést mutatd sejt-stressz folyamatokhoz kothetd
fehérjék érinthetik a mitokondrialis funkcidkat.

Munkank sordn ezért célul tliztik ki mitokondridlis folyamatok 0Osszehasonlitasat a
pikkelysomords tiinetmentes €s az egészséges bor epidermalis keratinocitai kdzott.

A mitokondridlis funkciok (oxidativ foszforildcio, citokrom-c felszabadulds, hidrogén-
peroxid termelés) vizsgalatdhoz eldszor HaCaT keratinocita sejtvonal alkalmazasaval
optimalizalasi kisérleteket végeztiink nagy felbontasu respirométerrel (Oroboros O2k
oxygraph). Ezt kovetden az egészséges donorok és pikkelysomords betegek tiinetmentes
borteriileteirdl szarmazé epidermalis keratinocitadkon alkalmaztuk az optimalizalt modszereket.
Ezzel parhuzamosan citospin prepardtumokon immunfluoreszcens technikaval megjeldltiik a
mitokondriumokat, és meghataroztuk a festés fluoreszcencia intenzitasat.

A pikkelysomoros tiinetmentes keratinocitak mitokondrium festésének fluoreszcencia
intenzitsa, és az intenzivebben festddd sejtek ardnya is szignifikansan magasabb volt az
egészséges keratinocitdkhoz képest. Oxidativ foszforilacioban és citokrom-c felszabadulasban
nem tapasztaltunk szignifikdns kiilonbséget, azonban szignifikans kozeli emelkedést lattunk a
citokrom-c hozzaadasat kovetden az oxigénaramlasban a tiinetmentes keratinocita sejtek
esetén, ami kozvetett modon utalhat potencialis membrankarosodésra. Azonban a tiinetmentes
keratinocitdk CCCP-re (oxidativ foszforilacid szétkapcsold) adott valasza szignifikdnsan
csokkent volt, tehat a mitokondrialis 1€gzési lanc kapcsoltsdga alacsonyabb mértékii lehet a
tiinetmentes sejtekben. Az oxidativ foszforilacio €s ,,leak” azaz szivargo respiracid soran mért
hidrogén-peroxid termelése pedig szignifikdnsan magasabb volt tiinetmentes keratinocitdknak
az egészséges keratinocitadkhoz képest. Mivel a reaktiv oxigéngyokok az oxidativ foszforilacid
soran szabadulnak fel, ennek mértéke nagyobb lehet a tiinetmentes sejtekben. Eredményeink
arra utalnak, hogy a pikkelysomords betegek tiinetmentes borébdl szarmazo keratinocitadkban
eltérd a mitokondrialis funkcid az egészséges keratinocitdkhoz viszonyitva. Magasabb a
mitokondriumok szama, és tobb olyan sejt lehet a kulturaban, melyekben tobb a mitokondrium,

ami fokozott mitokondridlis biogenezisre utal - dsszhangban korabbi eredményeinkkel. A
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mitokondriumokban tovabba potencidlis membrankarosodas lehet, ¢és megvaltozik a
mitokondriumok kapcsoltsaga, ami hozzajarulhat a magasabb hidrogén-peroxid termeléshez.
Ezek az elvaltozasok potencidlis mitokondrialis diszfunkciok lehetnek, melyek
befolyéasolhatjak a tiinetmentes keratinocitdk stresszhatasokkal szembeni érzékenységét.
Tovéabbi vizsgalatainkkal arra keresiink valaszt, vajon a megfigyelt mitokondrialis kiilonbségek
kompenzaciés mechanizmusként miikodhetnek-e a pikkelysomords tiinetmentes bor
egészséges megjelenésli, nem-1¢ézids allapotdnak fenntartdsdra, vagy épp ellenkezdleg, a
gyulladdasos megbetegedésekhez hasonloan a mitokondrialis diszfunkciok mar a tlinetmentes

borben is megjelenhetnek, mint a 1€ziok kialakitdsara hajlamositd elvaltozasok.
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VIIl. KOSZONETNYILVANITAS

Szeretném megkoszonni Dr. Kemény Lajos Professzor Urnak és Prof. Dr. Bata-Csorgd
Zsuzsannanak, hogy dolgozatomat a Szegedi Tudoményegyetem BOrgyogyaszati ¢és
Allergologiai Klinikajan készithettem.

Haélasan koszonom témavezetdmnek, Dr. Bozd Renatanak, hogy szaktuddsaval segitette
munkamat, valamint a ram forditott id6t, figyelmet, tiirelmet és hasznos tanacsokat.

Ko6szonom Dr. Huliak Ildiké belsé konzulensi tevékenységét.

Koszonet illeti tovabba az SZTE SZAOK Borgyogyaszati és Allergologiai Klinika
Sejtbiologia Laboratériumdnak munkatarsait, kiilonésen koszondm Flink Lili Borbala PhD
hallgatonak és Kohajda Monika laboratdriumi asszisztensnek a segitségét.

Koszonjik az SZTE SZAOK Sebészeti ¢és Mitéttani Intézet és az SZTE SZAOK
Traumatololégiai Klinika munkatarsainak, név szerint Dr. Hartmann Petra, Dr. Barath Balint,
Sandor Lilla, Mester Csilla, Dr. Jasz David Kurszan, Dr. Illésné Horvath Tamara, Prof. Dr.
Boros Mihély és Donka Tibor mitokondridlis funkciomérések biztositdsaban és a mérések soran
nyujtott segitségiiket s hasznos tanacsaikat.

Ko6szonom az SZTE SZAOK bérminta vételben résztvevé orvosainak (Dr. Kui Robert, Dr.
Belsé Nora, Dr. Nagy Géza Robert, Pikkelysomor Ambulancia dolgozoi, Plasztikai Sebészeti
Osztaly dolgoz61) kdzremiikddeését.

Koszondom az Innovacios és Technologiai Minisztérium, Nemzeti Kutatasi, Fejlesztési és
Innovacios alap, Uj Nemzeti Kivalosag Programjanak UNKP-22-1-SZTE-217 kédszamu

Osztondijat.
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IX. TETELES SZERZOI HOZZAJARULAS

TETELES SZERZOI HOZZAJARULAS

Alulirott Matiz Eszter nyilatkozom, hogy a 36. OTDK-ra benytjtott Potencilis mitokondrialis
diszfunkcidk a pikkelysomords tiinetmentes bér keratinocitdiban cimil palyamunkdmban leirtak

esetében az alabbi munkafolyamatok elvégzésében vettem részt:

Részfeladat A részvétel mértéke
(otfokozatu skélin” jellemezve)

HaCat keratinocita sejtvonal tenyésztése )

Keratinocita izoldlds egészséges borbdl 3

Egészséges és pikkelysomoros tiinetmentes keratinocita 5

sejtvonal tenyésztése

Citospin mintdk készitése 4

Fluoreszcens mitokondrium festések és mikroszkdpos 4

Jelvételek készitése

Részvétel a mitokondridlis funkciék mérésében az SZTE 1

SZAOK Sebészeti és Miitéttani Intézetben

részvétel a kisérleti eredmények kiértékelésében 3

szakirodalom dttekintése, elGadds és dolgozat dsszedllitdsa | 4

Kelt: SYEGE D 2. - a8

Wodio Gsed,

Matiz Eszter

A nyilatkozatban foglaltak helyességét megerdsitem:

Dr. Boz6 Renata, SZTE SZAOK Borgyogyaszati és
Allergolégiai Klinika
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