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Fibroblasztok hatasa a keratinocitak differencialédasara

bor-ekvivalens modellen

Effect of fibroblasts on keratinocyte in skin equivalent model
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OSSZEFOGLALAS

A szerzdk hdromdimenzids bdrkultirdt
hoztak létre iijsziilott és felndtt humdn
fibroblaszt és keratinocita, valamint 373
egér fibroblaszt felhaszndldsdval. Minden
lehetséges varidciot tartalmazd modellt
elkészitettek, dupla példdnyban. Hema-
toxilin eozinfestéssel, €s keratinocita transz-
glutamindz (KTG), keratin (K) 10, 14, 16
ellenes monoklondlis antitestek fel-
haszndldsdval immunoperoxiddz reakcioval
vizsgdltdk a modellekbdl késziilt met-
szeteket. Megdllapitottdk, hogy a modell
alkalmas a hdm differencidlodds vizs-
gdlatdra és a keratinocitdk eredete [énvege-
sen nem befolydsolta a differencidltsdagot, a
fibroblasztok eredete azonban igen. A 373
egér fibroblaszt eredményezte a legdifferen-
cidltabb hdamot. Az egér fibroblasztokat tar-
talmazo modellekben a KTG és KI0
expresszidja a normdl epidermiszben észlelt
expresszionak felelt mmeg, bdr a Ki4, 16 a
hiperproliferdcios hdamra jellemzd expresz-
szidt mutatott. A humdn fibroblasztok min-
den vizsgadlt antitesttel a hiperproliferdcios
hdmra jellemzd antitestmintdzatot ered-
ményezték a folottiik differencidlodott epi-
dermiszben. A szerzok feltételezik, hogy a
keratinocitdk in vitro hdromdimenzios dif-
ferencidléddsdr a 3T3 fibroblasztok citokin
produkcidja kifejezettebben befolydsolja,
mint a humdn fibroblasztoké.

Kulesszavak:
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differenciicio — keratinocita

SUMMARY

Three dimensional skin organotypic cul-
tures were fabricated using foreskin, adult
human skin, fibroblasts and keratinocytes
as well as 3T3 mouse fibroblasts. All pos-
sible variants were created in a duplicate
form. Histological sections of models were
studied with hematoxylin eosin and
immunoperoxidase staining, using mono-
clonal antibodies against keratinocyte
transglutaminase, keratin 10, 14 and 16. It
was found, that the model is suitable to
study the differentiation of epidermis and
the origin of the keratinocytes did not influ-
ence the grade of differentiation. In case of
Sfibroblasts differences could be seen. 3T3
mouse fibroblasts driven keratinocytes
resulted in the best differentiated epidermis,
while KTG and K10 expressions were the
same as in normal epidermis, but K14 and
K16 expression were characteristic of
hyperproliferative epidermis. Human
fibroblasts showed an antigen expression
pattern characteristic of hyperproliferative
epidermis with all examined antibodies. It
was supposed, that eytokine production of
3713 fibroblasts is more remarkable for in
vitro three dimensional differentiation.
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Az in vitro, hdromdimenziés szervkul-
turak felhaszndldsa mdr néhdny évtizede
elterjedt a kutatéi gyakorlatban. ElSnyik,
hogy az in vivo szervekhez sokkal kozelebb
4ll6 rendszerek, mint a konvenciondlis egy
sejtrétegben tenyésztett sejtek. A bOr speci-
alis funkcidjaért f6leg az elszarusodd lap-
ham felels, mely 90%-ban keratinocitdk-
bdl dll. Az alatta elhelyezkedd irha legfon-
tosabb sejtfélesége a fibroblaszt. A két sejt-
tipus felhaszndldsdval az in vivo hdm szer-
kezetéhez nagyon hasonlo epidermisz
alakithaté ki. A megvaldsitds lehetSségeit
kordbban részletesen ismertettiik (28). Bell
és mtsai (2) modszerét alkalmazva, amikor
is fibroblasztokat tartalmazd kollagén gélre
rétegezziik a keratinocitdkat, lehetGség nyi-
lik kiilénbézd eredetd fibroblasztok és ke-
ratinocitdk egylittes tenyésztésére és azok
kolcsonhatisdnak tanulmanyozdsira.

Ujsziilstt keratinocitdk és fibroblasztok
felhasznaldsdval készitett bér-ekvivalens
modelle]l nyert tapasztalatainkrél mar beszd-
moltunk (28). Jelen kidzleményben azt vizs-
gdljuk, milyen hatdsa van a modell mor-
foldgidjdra, ha a készitéséhez felhasznalt
sejtek eredete kiilonbozd.

Anyag és modszer

A felhasznalt sejtek:

Ujsziilatt fidk cirkumcizidja utin egyébként
eldobott fitymabél szdrmazd keratinocita (UKC)
és fibroblaszt (UFb). Humin felndte ndk mell-
kisebbitd miitéte sordn feleslegessé vdldé bérbol
szepardlt keratinocita (FKC) és fibroblaszt
(FFb). Az anyik. ill. a ndk beleegyezésiikel ad-
ik a szovetek felhasznaldsdhoz. 3T3 egér-fib-
roblaszt.

A modell készitése

A részletes lefrds a kordbbi kdzleményben
taldlhaté (28). A primer keratinocita-teny&sziés
3T3 tiplild fibroblasztok felhaszndldsaval tor-
tént, majd serummentes mediumban éndlléan,
fibroblasztok nélkiil tenyésztettiik tovdbb, 3.-4.
passzizst alkalmaztunk a modellekhez. A humdn
fibroblasztokat a dermiszbdl expansiéval nyer-
tiik és DMEM + 10% FCS mediumban tenyész-
tettiik, 3.-3. passzdzs utan haszniltuk fel. A bGr-
ekvivalens modell a fibroblasztokat tartalmazd
kollegén gél elkészitésével kezdddik, majd mas-
nap erre rétegezziik a frissen tripszinizalt ker-
atinocitdkat (3.—4. passzdzs). A 3. napon rozsda-
mentes rdcsra helyezziik a modellt és dgy tap-
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laljuk, hogy a medium csak alulrél, a gélen ke-
resztiil jusson a hamsejtekhez. 14. napon fixdltuk
a modelleket. Minden lehetséges kombindcidt
létrehoztunk a felhasznalt sejlekbsl. Legaldbb
hdrom alkalommal és minden kisérleti kombing-
¢iébdl két azonos modellt alakitottunk ki.

A kombindciék: UKC/3T3, UKC/FFb,
UKC/UFb, FKC/3T3, FKC/FFb, FKC/UFb
Immunoperoxiddz festés

A 14. napon a fixdlatlan modelleket 3 részre
vigtuk és egy részt RNAz mentes paraformalde-
hidben fixaltunk, majd paraffinba dgyaztunk, egy
részl hirtelen folyékony nitrogénben lefagyasz-
tottunk és =70 °C-on taroltunk. A harmadik har-
madot Tissue-Tek OCT Compound (Miles, IN)
felhaszndldsaval folyékony nitrogénben fagyasz-
tottunk, majd felhaszndldsig =70 °C-on tdroltuk.
Ebb&]l 4 um kriosztdt metszeteket készitettiink
poly L-lisinnel (Sigma) fedett tirgylemezekre és
acetonban fixdltuk. A paraffinba dgyazott anya-
gokbdl is 4 um metszetek késziiltek clSkezelt tdr-
gylemezekre. Dehidrilds és mikrohulldmd ke-
zelés utdn Keratinocita transzglutamindz (BC1)
monoklondlis antitest 1:4, Keratin 10, 14, 16
1:100 (ajandék Irene Leight8l, Dept. of Ex-
perimental Dermatology, Londen, UK), elleni
antitestek felhasznalasdval avidin-biotin-
immunoperoxiddz (DAKO LSAB kit) reakciot
végeztiink a protokollban leirtak szerint, 3,37
diaminobenzidine tetrahidrokloride (DAB,
DAKO) kromogén felhasznaldsdval. A hauér-
festéshez 1% hematoxilin I festést haszndltunk.

Eredmények

Azonos fibroblasztokon fejlédé kiilon-
boz3 eredetii keratinocitdk dltal képzett
hiamot dsszehasonlitva, megallapithatjuk,
hogy felndtt borbdl szdrmazé keratinocitdt
haszndlva vékonyabb a hdam, de a szer-
kezete hasonld, mint amilyet az djszilott
fityma borbGl szdrmazé keratinocitdk alkot-
tak (1.. 3. dbra). Ezzel ellentétben azonos
keratinocitdt alkalmazva a killonbozd fib-
roblasztokon mar hematoxilin eosinfestés-
sel is jelentds kiilonbség lathaté a modellek
kozott (2., 3. dbra). HE festéssel a 3T3
fibroblasztokon (2. dbra) differencidlédott
ham jél elkiiloniilt rétegeket, bazdlis, tls-
kés. szemesés és vaskos Keratinréteget mu-
tat. A keratinrétegben magvak csak elvétve
lithatéak. A FFB-on (3. dbra) differencialo-
dott hdm nagyon hasonlit az UFB tartal-
mazé modellhez. A ham horizontilis réte-
gezettsége helyenként felbomlott, ren-




1. abra

Felndtt human KC/Fel6tt humédn FB
Hematoxilin eozin festés, paraffin bedgyazas

o sna

2. ¢dbra
Ujsziilétt human KC/3T3 egér FB

4. dbra

Ujsziilstt human KC/3T3 egér FB

szdrmaz¢ fibroblasztokat tartalmazé mo-
dellek hdamja kozott a vizsgdlt paraméte-
rekben lényeges eltérést nem taldltunk. fgy
csak a felndtt humdn epidermiszbdl szér-
maz¢d fibroblasztokbol készitett modelleket
(3.,5., 7. abra) és a 3T3 egér-fibroblasztokat
tartalmazdé modelleket (2., 4., 6. dbra)
mutatjuk be.

A KTGdz megjelenése a 3T3 sejtek folote
fejlddott hamban szigordan csak a gra-
nuldris rétegre lokalizalédik (4. dbra). A Ffb-
at tartalmazé dermisz folott (5. dbra) mdr
jéval kordbban, a szuprabazalis réteg alsd
sejtsoraiban megkezdddik a fehérje
megjelenése, gy joval nagyobb sdvban

———

3. dbra
Ujsziilstt humdn KC/Felnu humén FB
Hematoxilin eozin festés, paraffin bedgyazds

3. dbra

Ujsziilott huméan KC/Felnétt humén FB

Immunoperoxidiz festés, AB: Keratinocita transzglutamindz, fagyasztott metszet

dezetlen, a granularis réteg csak néhol lat-
haté, a keratinréteg jol elkiilonil, de kife-
jezett parakeratdzis van,

A modellek himjanak differencidltsdgi
fokardl még t6bb informdciot kaphatunk im-
munoperoxiddz festéssel. A humdn borék-
bél (jsziilott fityma és felndtt normal bor)
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taldlhatd a membranfestddés, mint a 3T3
fibroblasztok folatt.

A K10 a 3T3 fibroblasztok folétti hdmban
(6. dbra) mdr a szuprabazilis réteg legalsdbb
sejtsoraiban megjelenik, mig a FFb folotti
epidermiszben (7. dbra) csak a kiilsd sejt-
sorokban.



6. dbra
Ujsziilott humén KC/3T3 egér FB

Bér-ekvivalens modellek (400x)

7. dbra
stziilt')tt human KC/Feln6tt humén FB
Immunoperoxidaz festés, AB: keratin 10, paraffin bedgyazis

Megbeszélés

Py

El6z6 hasonld targyd koézleményiinkben
arra mutattunk rd, hogy a bd&r-ekvivalens
modell alkalmas a ham differencidlédas
vizsgdlatdra és hdmjdnak szerkezete
leginkabb a hiperproliferacids (psoriasis.
sebgydgyulds) him szerkezetéhez ll kozel
(28). Ez a kiilonbozd médon kialakitott
modellek esetében is igaz. Szdmos cikk
foglalkozik az irodalomban a modellek
tokéletesitésével. A cél olyan hiamot 1étre-
hozni in vitro, amely szerkezetében, funk-
ciondlisan és farmakoldgiai reakcidiban is
megegyezd a normdl in vivo himmal. A
medium oOsszetételének vdltoztatdsaval
[lipid (24), EGF (6)], kiilonb6z4 dermailis
komponens felhasznalasaval [keresztkotott
kollagén gliikéz amino glukdn GAG (33),
DED (10), Fb gel (27), kollagén szivacs
(22)], a pdratartalom csokkentésével (27)
torténtek ilyen irdnyd kisérletek, melyek
mindegyike azon kiviil, hogy tokéletesitette
a modellt, egyben gyarapitotta tudasunkat
az epidermalis differencidciorol.

A sejtek eredete is befolydsolja a kiala-
kult ham szerkezetét. A legtébb kézlemény
tjszilott fitymabdrbél szdarmazdé humdn
Keratinocitikat haszndl. Azon Kevés Koz-
lemény, amely a keratinocitik eredete sze-
rint dsszehasonlitdsokat végez a mo-
dellekkel vagy tumorbdél, vagy beteg bérbdl
(1. 19) szdrmazé sejteket alkalmazott.
Azonos faj killénbozd életkorti egyedeibd]
szarmaz6 modellek Gsszehasonlitdsardl
nincs tudomasunk. Megfigyelésiinkhéz

hasonlé adatokat, miszerint 2 UKC vasta-
gabb, de szerkezetében hasonlé hdmot ered-
ményez, mint a FKC még nem kozoltek.

A fibroblasztok eredetének jelentGségére
a ham differencidléddsdban mdr néhéany
szerz§ felhivta a figyelmet. Tébbnyire
betegségbdl szdrmazdé fibroblasztokat [pso-
riasis (8), scleroderma (32)] hasonlitottak
Ossze egészséges fibroblasztokkal. Wilson
(36) kozolt a mienkhez hasonlé nem vart
eredményt, miszerint a 3T3 fibroblasztok a
differencidléddsi markereket tekintve a nor-
mdl hiam szerkezetéhez kozelebb ll6 himot
hoznak létre a folottlk differencidlédo ke-
ratinocitakbdl, mint a human fibroblasztok.
A 3T3 fibroblasztokat tartalmazé modellek
hdmja ugyan a He-festéssel megfigyelt
szerkezet, KTG és K10 expressziot tekintve
megfelel a normdl hdmnak, a masik két
markert (K14, K16) vizsgdlva mar ettdl
eltér. A normal hamban a K5/K14 a sup-
rabazilis rétegben dtadja a helyét a KI/K10-
nek. A keratin profil viltds modja és funk-
cidja nem ismert (33). Ez a valtas egyik
vizsgdlt modellben sem figyelhet§ meg. A
K16 proliferilédé ham suprabazilis ré-
tegére jellemzd keratin, amely a normal
hiamban is expresszdlédik; fokozott exp-
resszidja fokozott proliferdciot, akantdzist,
hiperkeratézist eredményez transgén egéren
(34). Ez a keratin valamennyi modell szup-
rabazalis rétegében kimutathatd volt [az itt
nem dokumentdlt adatok megegyeznek a
kordbbi kozleményiinkben bemutatottakkal



(28)]. A KI16 jelenléte jelzi, hogy a ke-
ratinocitdk in vitro sokkal kifejezettebb pro-
liferdacios stadiumban vannak, mint a nor-
mal hamban in vivo. Ez nem meglepd. ha
figyelembe vessziik, hogy a kultirdk fenn-
tartdsdhoz haszndlt mediumok szamos pro-
liferdciot serkentd anyagot (EGF, hydrocor-
tison sth.) tartalmaznak, melyek a differen-
cialédasra is hatnak. Az EGF-rél kimutat-
tdk, hogy egy nukledris protein indukcidja
révén fokozza a K6 és K16 gének transz-
kripcidjdt (13). Eppen ezért, djabb vizsgéla-
tok az EGF kihagydsdt javasoljdk a bdr-
ekvivalens modellek médiumaibdl (7), ezdl-
tal vastagabb, szabdlyosabb szerkezetd ha-
mokat tudtak 1étrehozni.

A fibroblasztok epidermalis differencid-
ciét befolydsold hatdsa kordbbi in vitro (24)
és in vivo (10) vizsgdlatokbdl is kitlinik
(5). A bor-ekvivalens modell dermalis kom-
ponense fibroblasztok nélkiil csak néhdny
rétegli, vékony. rendezetlen szerkezet(
himot eredményez (20, 22). A szerzgk
nagyobbik része megegyezik abban, hogy
€18 vagy élettelen fibroblasztok jelenléte
fontos a ham differencidloddsa, a bazal-
membran produkcidja (14) szempontjabdl.
A keratinocitdk differencidlédasit szamos
jol és kevéssé ismert tényezd befolydsolja:
Catt+-koncentracio (4), hormonok (11, 17),
az extracellularis matrix, a bazdlis membran
mindsége (3) és citokinek (13). Nincs adat
arra, hogy fibroblasztok direkt mdédosi-
tandk, emelnék a ham Ca-koncentracidjat.
A retionoid koncentricid csdkkenése in
vitro koriilmények kozott a keratinocitdk
differencidléddsahoz vezet. A hiamhoz juté
medium retinoid koncentrdciéja csdkken-
hetne a fibroblasztok retinoid felhasznildsa
révén. Kimutattik, hogy a fibroblasztok ti-
pusa befolydssal van a retinoid hatds kiala-
kuldsdra; a folotilik elhelyezkedd epider-
misz bizonyos eredetd fibroblasztok ese-
tében kevésbé érzékeny a retinoidra (15).
Esetiinkben nem valdszinii, hogy ez jdt-
szana dontd szerepet a megfigyelt elté-
résekben, mert ekkor a hamdifferen-
cidléddsra hatdssal kellene lennie a fibro-
blasztok koncentricidjanak. Ezt azonban it
nem Kozolt kisérleteink nem tamasztottik
ald. Ugyancsak nem tamasztotta ald ezt a

lehet8séget az a tény sem, hogy 3T3 és
humadn fibroblasztok kiilénb6zd ardnyu
keverékét alkalmazva a humdn fibroblasz-
tok mdr alacsony koncentraciéban is meg-
akaddlyoztdk a 3T3 fibroblasztok differen-
cidltabb hdmot létrehozé hatdsdnak érve-
nyesiilését (az adatokat a kiézlemény nem
tartalmazza). Ezek a megfigyeléseink nem
tdmogatjak a retinoid konszumpciés tedridt,
de aldtdmasztjdk Wilson feltételezését,
miszerint a 3T3 Fb altal termelt citokinek
Osszetétele a dontd (36).

A fibroblasztok szdmos citokint termel-
nek, melyek jelent8s része hatdssal van a
specifikus citokin receptorral rendelkezd
keratinocitdkra. A fibroblaszt novekedési
faktor (FGF) példaul, sziikséges a kera-
tinocitik normalis morfogeneziséhez (35).
A keratinocita novekedési faktor (KGF) a
FGF csaladban tartozik, mitogén a kera-
tinocitdkra, és djabb adatok szerint a diffe-
rencidlédasukra is hat (12), de a keratin
gének expresszidjit nem befolydsolja (18).
Szamos gyulladdsos citokin befolydsolja a
termel&dését (IL1, PDGF, IL6, TGF alfa)
(5). A transzformilé novekedési faktor
(TGF)-beta a keratinocita VII tipusi kol-
lagén szintézisét fokozza (16), ezzel az
egyik legfontosabb citokin a bazdlis memb-
ran osszerendezddésében és az epidermadlis
mezenchimadlis interakcidk szabidlyoza-
saban. Hat a mezenchimalis matrix akku-
mulicidjdra, de egyéb citokinek (bazikus
fibroblaszt novekedési faktor, TGF-alpha,
insulin like novekedési factor I) ezt a hatdst
médositjidk. Az extracelluldris matrix
kialakitdsiaban a citokinek egyensilya fon-
tos (9).

A fibroblasztok nemcsak a citokin pro-
dukcioval, hanem extracellularis mdtrix
képzésével is befolydsoljak a keratinocitik
fejlddését, mivel azok mellett hozzdjdarul-
nak a bazdlmembrin komponenseinek szin-
téziséhez is (21). Ennek Gsszetétele pedig
befolydssal van a keratinocitdk integrin
expresszidjdra (29), ezen keresztiil a diffe-
rencidléddsukra.

A 3T3 sejtek véleményiink szerint olyan
egyensllyban produkdlnak citokineket és
olyan Gsszetételd extracellularis matrixot
hoznak létre, mely kedvezd a keratinocitdk
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differencidlédasdra. A 3T3 egér fibroblasz-
tok hatdsa egyardnt érvényesiilt az djsziilot
és a felndtt keratinocitdkon is. Ezek a kisér-
leteink aldtamasztjak a fibroblasztok jelen-
tGségét az epidermalis differencidcidban.
Az egér fibroblasztok altal iranyitott ked-
vezd keratinocita differencidlédds a ha-
romdimenzids modellben nemcsak a ham-
modell tokéletesitésének lehetségeit veti
fel, hanem utat mutat a ham differencisciét
befolydsold tényez8k tanulminyozdsdhoz
is. A fibroblasztok hatdsa a hdm differen-
cidldddsra a kotGszoveti sejtek lehetséges
patogenetikai szerepére hivja fel a figyel-
met a keratinizacid zavardval jard bizonyos
betegségekben (pl. psoriasisban).
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