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Bevezetés

A bort érintd betegségek nemcsak esztétikai problémat, hanem szdmos kellemetlen
tiinetet (fajdalom, viszketés) is okoznak; emellett kezelésiik is tovabbi sz6védményeket vonhat
maga utan (infekcidk, osteoporosis, veseelégtelenség stb.). Mindezek miatt egyre inkabb arra
toreksziink, hogy a betegségek patogenezisét megismerjiik, valamint hatékonyabb célzott
terapiat alkalmazzunk, mely kevesebb mellékhatassal jar és jobb életmindséget biztosit a
betegek szamara.

Munkank kdzponti eleme a pemphigus vulgaris és az atopias dermatitis patogenezisében
is fontos szereppel bird barrier funkcid és regeneracio jelatviteli folyamatainak kutatasa volt.
Ennek soran elséként a mechanikai integritas fenntartasaban jelentds, a keratinocitak kozotti
kapcsolo egységeket felépité adhézios molekulak, a dezmoglein (dsg) -1, dsg-3 és P-kadherin
(P-cad) kifejez6dését befolyasold folyamatokat vizsgaltuk, kiemelt figyelmet forditva ezen
sejtek proliferacios és differencialodéasi folyamatait szabalyoz6 protein kindz C (PKC)
izoenzimcsaladra (Papp et al. 2003). Mivel az epidermisz felépitése soran a keratinocitak
kiilonboz6 differencidlodasi fazisba keriilnek, mely soran eltérd adhézids molekulak fejezédnek
ki, felmeriilt a kérdés, hogy a PKC enzimcsaladnak van-e hatasa ezekre a fehérjékre is.

A borgyogyaszati externakban az irritacid csokkentése €s a barrier funkcio helyreallitasa
céljabol sikeresen alkalmazzuk a glicerolt és a hasonl6 szerkezetii xilitolt (Korponyai et al.
2017). Kisérleteinkben masodik részében igy arra fokuszaltunk, hogy ezen két poliol
megvaltoztatja-e a keratinocitakban a differencialodasi és gyulladasos markerek kifejezédését,

illetve befolyasolja-e a kapcsolodo jelatviteli folyamatokat.



Irodalmi attekintés

A bor és a keratinocitik

Boriink jelenti a hatart az emberi test és a kiils6 kornyezet kozott. Védi testiinket a kiilsé
kémiai ¢€s fizikai hatdsokkal szemben, metabolikus, immunologiai folyamatokban vesz részt,
hészabalyozo szerepe van, illetve az elsGvonalbeli védelmet biztositja a mikrobakkal szemben
(Hongbo, 2004).

A Keratinocitak a test védelmének biztositasat egy fiziko-kémiai barrier kialakitasaval
valositjak meg. Ahhoz, hogy ezt a fiziko-kémiai barriert fenntartsak, a sejtek folyamatosan
proliferalnak, majd differencialédnak és kialakul az epidermisz négy rétege (a tenyér és talp
borében még egy réteg, a Stratum lucidum is megtalalhat6). A Stratum basale-ban (alapi réteg)
a folyamatosan osztédod hengeres Ossejtek helyezkednek el, melyek elsddleges tamadaspontjai
tobb, a szabalyozasban szerepet jatszo anyagnak. Felfelé haladva a sejtekben beindul a
programozott sejthaldl (apoptédzis) folyamata, illetve a barrier kialakitdsdhoz sziikséges
citoszkeletalis fehérjék termeldédése, mely folyamatot kornifikacionak nevezziik. A kévetkezo
réteg a Stratum spinosum (tiiskés réteg), majd ezt koveti a Stratum granulosum (szemcsés
réteg). Az ezt alkotd sejtekben kétféle granulum jon 1étre; az egyik a keratohialin testecske, a
masik a lamellaris test. A keratohialin granulum a Stratum corneum (SC) intracellularis
komponenseit, a filaggrint, a lorikrint és a keratin filamentumokat tartalmazza, mig a lamellaris
test az extracellularis anyagokat, ugymint lipideket, korneodezmozint és kallikreint. A
szemcses réteg utan a sejtek ellapultta valnak és elveszitik magjukat, sejtmembranjuk helyett
az un. ,cornified envelope” veszi Oket koriil, mely a lamellaris testekbdl kiszabadulo
anyagokbol all. Ezeket a sejteket korneocitaknak nevezziik, az altaluk 1étrehozott réteget pedig

Stratum corneumnak (Fuchs 1990), 1. abra.
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1. abra Az epidemisz felépitése

Az epidermisz 4 rétegbdl épiil fel, mely a bazalis membrantol a felszin felé haladva a
Str. basale, spinosum, granulosum, corneum. A sejtek kozotti kapcsolo apperatusok a
dezmoszomak, melyek az intercellularis térben kadherineken keresztiil kapcsolodnak,
mig a sejten beliil keratin filamentumok horgonyozzak ki a citoszkeleton fehérjéihez.
(Visscher and Narendran 2014)

A bor, mint barrier

A Dbér barrier funkcidjanak fenntartasaban kémiai, fizikai, mechanikai, illetve
immunologiai tényezoknek van szerepe. A barrier fenntartasanak egyik legfontosabb eleme az
elszarusodott réteg; felépitését a falhoz szoktak hasonlitani, melyben az elszarusodott
keratinocitak, a korneocitak a téglakat, a zsirban gazdag intercellularis matrix pedig a habarcsot
szimbolizalja (El Maghraby et al. 2008, Pailler-Mattei et al. 2009) A korneocitak belsejét
filaggrinhoz kotott citokeratin tolti ki, mig kiviilr6l egy merev, igynevezett fehérje-lipid boriték
(cornified envelope) veszi koriil (Bouwstra et al. 2003, Rudikoff 1998, Stawczyk-Macieja et al.
2015). Ez a boriték kapcsolodik az extracellularis matrixhoz, hatart képezve a hidrofil és lipofil
felszinek k6zott (Bouwstra and Ponec 2006). Az elszarusodott réteg tehat 15-20 elhalt, ellapult

sejtsorbol all, ahol a sejteket korneodezmoszémak kotik 6ssze és oldhatatlan lipidek veszik



koril. A réteg aljan elhelyezkedd sejtek még szorosan kapcsolddnak egymashoz, mig a felsd
részben mar lazan helyezkednek el, majd levalnak. Ez szintén kontrollalt folyamat, mely a
korneodezmoszomak degradacidja révén valosul meg és f6 triggere az intracellularis kalcium
koncentracié novekedés, mely protedazokat és fehérje modositd enzimeket aktival (Madison
2003).

A barrier allapotat befolyasol6 fizikai faktorok kozé tartozik a faggyutermelés mértéke,
az epidermisz hidraltsaga, melyet alapvetéen a transzepidermalis vizvesztés (transepidermal
water loss — TEWL) befolyasol, valamint a bor pH értéke (Hongbo, 2004). A felszint beboritd
lipidréteg két forrasbol szarmazik. Az egyik a zsirkOpeny nagy részét kitevé faggyu (sebum),
melyet a faggyumirigyek termelnek, mig a masik az epidermalis lipidek. A zsirréteg vastagsaga
0,5-5 um attél fiiggden, hogy az adott régidoban milyen a faggyamirigyek denzitasa (Pailler-
Mattei et al. 2009, Youn et al. 2005). Az intercellularis matrix lipidjei a Str. granulosum
Odland/lamellaris testecskéiben talalhatd prekurzorokbol jonnek 1étre. A kalciumkoncentracio
novekedésével a lamellaris testek elindulnak a sejt apikalis felszine felé, ahol exocitosissal
kitiritik  tartalmukat. A poléaris lipidek enzimatikus folyamatok révén apolarissa, a
glikoszfingolipidek hidrolizis soran ceramidokka, mig a foszfolipidek szabad zsirsavva
alakulnak at. Az epidermalis lipidek 45-50%-ban szfingolipidekbdl vagy ceramidokbol, 20-
25%-ban koleszterinbdl, 10-15%-ban szabad zsirsavakbdl és nagyon kis részben apolaris
lipidekbdl allnak (Plasencia et al. 2007, Verdier-Sevrain and Bonte 2007). Ezzel szemben a
faggyu apolaris lipidek keveréke; trigliceridekbdl (~15%), szabad zsirsavakbol (~33%), viasz
észterekbdl (~26%), szkvalénbol (~12%), koleszterin észterekbol (~3%) és koleszterinbol
(~1,5%) all (Giacomoni et al. 2009, Zouboulis 2004). A dominans zsirsavak C16-C18
szénlancu esszencialis zsirsavak, melybdl a legtobb az olajsav, mig a telitett zsirsavak koziil a
palmasav (Nordstrom et al. 1986, Plasencia et al. 2007). A faggyt antimikrobialis hatasa révén

véd a patogén mikroorganizmusok elszaporodasa ellen (Youn et al. 2002), valamint a talzott



nedvesség és a kornyezet hémérséklet valtozasaival szemben (Zouboulis CC. 2004); emellett
Segit fenntartani az epidermisz vizmegkoto képességét (Tagami 2008b, Youn et al. 2002).

Az egészségés borfelszin pH értéke 4,0-6,0 kozott valtozik. A savas kornyezet
fenntartasat a szabad zsirsavak termelése (foként a tejsav), aminosavak, hidrogén és ammonium
vegyitiletek biztositjak (Darlenski et al. 2009). A savkopeny kialakitasaban jelentOs szerepe van
azon lipolitikus enzimeknek, melyek a szaruréteg intracelluldris lipid metabolizmusaban
vesznek részt. A savas kémhatast az alsobb rétegekben a natrium/hidrogén pumpa tartja fent,
mely a sejtekbdl eltavolitja a H* iont, igy helyére Na* ion Keriil. A savas pH tartja egyenstlyban
a normal és a potencialisan patogén flora korokozoit. Szaprofita mikroorganizmusok a
triglicerideket szabad zsirsavva alakitjak at, ezaltal segitik a savas kornyezet fenntartasat. A pH
koéros emelkedése kedvez a baktériumok €és gombak szaporodasanak és kolonizaldsanak;
emellett katepszinek aktivalodnak, fokozodik a filaggrin lebomlasa, ezaltal csokken a
természetes hidratalo faktor (natural moisturizing factor-NMF) kialakuldsa (Lambers et al.
2006), valamint a transzepidermalis vizvesztés is fokozodik (Darlenski et al. 2009).

Az epidermalis barrier integritasa védi meg az epidermiszt a fokozott vizvesztéstol,
illetve fenntartja a megfelel6 hidraltsagot (O'Goshi and Serup 2005). Ennek az egységnek az
egyik tényezéje az NMF, mely felelés a megfeleld hidraltsag fenntartasaért. Az NMF
tobbségében szabad zsirsavakbol és metabolitjaibol, mint az urokainsavbol és a filaggrin
lebontasabol szarmazd pirrolidon dekarboxilsavbol all. A boéron keresztiili vizvesztés a
verejtékmirigyek kivalasztasanak és a transzepidermalis passziv diffizionak az eredménye; ez
utobbi a TEWL értékkel jellemezheté (Holm et al. 2006). A TEWL értéke jelzi az epidermalis
réteg integritasat s nagyon érzékeny mutatdja az epidermalis barrier karosodasnak (Huang and
Chang 2008, Tagami 2008a). Allandé kiils6 koriilmények kozott a TEWL 4-10 g/h/m? koriil
valtozik, attol fiiggden, hogy a bér melyik részén mérjiik. Amennyiben azonban a barrier

funkcio karosodik, a TEWL akar harmincszorosara is megnéhet (Hongbo 2004). Mindezek



mellett a TEWL-t szamos egyéb faktor befolyasolhatja, mint példaul a bér hémérséklete, a bér
ereinek vérataramlasa, az epidermisz regeneracios iiteme, a szaruréteg lipidtartalma és
vastagsaga, a verejtékmirigyek szama és aktivitasa, vagy a kiilsd hdmérséklet és paratartalom
(Marrakchi and Maibach 2007). A normalis mértékti TEWL fenntartasaban fontos szerepe van
a Str. granulosum és corneum kozott 1évo junkceioknak is, melyek befolyasoljak a viz és egyéb
hogy a TEWL szabalyozza a hamlast is; minél intenzivebb a vizvesztés, annal fokozottabb a
hamlas, melynek az excessziv hamlassal jard korképekben, illetve erythrodermdban van
jelentésége (Verdier-Sevrain and Bonte 2007).

A mechanikai védelemet kiilonb6z6 sejtkapcsold apparatusok hozzak létre. A szoros
kapcsolo apparatusok (tight junction, TJ), a szomszédos sejteket sszekotve, meghatarozzak a
paracellularis anyagaramlast és elkiilonitik a sejtmembran apikalis és bazolateralis részét. Azt
figyelték meg, hogy a Str. corneum karosodésa esetén a TJ fehérjék az alsobb sejtrétegekben, a
Str. granulosumban ¢és spinosumban fokozattan jelennek meg, mely feltételezi szerepiiket a
barrier 1étrehozasaban (Brandner et al. 2006). Az adherens junkciok és dezmoszomak szintén
fontos alkotorészei a barriernek. T6bb olyan betegségben, ahol a sejtek kozotti kapcesolatokat
medialo fehérjék karosodnak (példaképpen a pemphigus vulgaris, ahol a dsg 3; illetve az akut
ekcéma, ahol az E-kadherin) fokozodik a TEWL, de ezek allatmodelljeiben is fokozott TEWL-
t igazoltak (Elias et al. 2001, Trautmann et al. 2001).

A bor az els6 vonalbeli védelmet jelenti a szervezet szamdra a kérokozokkal szemben
IS, melyet sajat immunrendszerének segitségével valosit meg. Ennek egyik eleme a velesziiletett
¢s adaptiv immunitashoz tartoz6 effektor sejtek, Ugymint a neutrofilek, makrofagok,
dendritikus sejtek, limfocitak, melyeket “bér asszocialt lymphoid szovetnek” (SALT) is
neveznek. A masik lényeges képviseldi az immunbarrier fenntartasaban nélkiilozhetelen

keratinocitak (Yazdi et al. 2016). Mindemellett bériinket mikroorganizmusok kolonizaljak,
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melyek segitenck az egyensulyt fenntartani a patogén korokozokkal szemben, emellett
folyamatosan stimulaljdk az immunrendszert mind az immunogén, mind a tolerogén
immunvalasz fenntartasara (Fredricks 2001). A bér valamennyi, immunitasban részt vevo sejtje
rendelkezik mintazat felismerd receptorokkal (PRR-pattern recognition receptor), mely az Gn.
patogén-asszocialt (PAMP-pathogen-associated molecular pattern) vagy veszély-asszocialt
molekularis mintazatot (DAMP-danger-associated molecular pattern) ismeri fel, ezaltal nagyon
korai immunvalaszt tudnak 1étrehozni (Akira et al. 2006).

Az epidermalis Kkeratinocitak ‘“nem-professzionalis” effektor sejteknek tekinthetok,
ugyanis antimikrobialis peptideket (AMP), proinflammatorikus citokineket és kemokineket
termelnek, valamint koros koriilmények k6zott antigén prezentalo sejtekként is viselkedhetnek.
Az AMP-k evoluciosan konzervalt peptidek, melyek a kérokozok membranjahoz koétddve
lyukat hoznak létre. Ide tartoznak a B-defenzinek (HBD-1, -2, -3), katelicidinek (LL-37),
pszoriazin (S100A7) és RNaz 7 (Braff et al. 2005, Schroder and Harder 2006). A HBD-k
cisztein gazdag kis molekulastlya peptidek. A HBD-1 folyamatosan jelen van, féleg Gram
negativ korokozdok ellen jelent védelmet. A HBD-2 csak gyulladas esetén termelddik;
citokineket aktival (tumor nekrozis faktor-o [TNF-a], interleukin-1 [IL-1]), illetve els6sorban
Gram negativ baktériumok, kismértékben Gram pozitivak ellen hatasos. Ezzel szemben a HBD-
3, mely szintén gyulladasos kdrnyezetben termelddik, a Gram pozitivakkal szemben jelent
védelmet. A HBD-k és a keratinocitak tovabbi fontos feladata a dendritikus sejtek és memoria
T-sejtek aktivalasa (Harder et al. 2001). Az LL-37 prekurzor molekuldja a hCAP-18, melyet
szamos bdrben eléforduld sejt képes termelni, majd neutrofil granulocitdk protedzai alakitjak
at egy 37 aminosavbdl allo peptiddé. A baktériumok, gombak €s virusok ellen egyarant képes
védelmet biztositani, emellett a hizosejtek és a neutrofilek kemotaxisat is elésegiti (Nizet et al.
2001). A pszoriazin hatékonysagat Escherichia coli ellen igazoltak, illetve kemotaktikus

hatasat is kimutattak CD4+ sejteken €s neutrofileken (Glaser et al. 2005, Jinquan et al. 1996).
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Az RNéz 7 ribonukledz aktivitdsa révén széles antimikrobialis spektrummal rendelkezik
(Harder and Schroder 2002).

A keratinocitak altal termelt citokinek koziil kiemelheté a TNF-a, IL -1 és IL-6, melyek
mitogén ¢és lipid szintézist fokoz6 hatassal rendelkeznek, €és szerepiik van a neutrofilek borbe
azonban ha a karosodas kronikussa valik, gyulladast és fokozott epidermalis proliferaciot
okoznak (Wang et al. 2004). A keratinocitak emellett folyamatos transzformald novekedési
factor-p (transforming growth factor-f, TGF-B) termeléssel eldsegitik a Langerhans-sejtek
aktivaciojat és bearamlasat, melyek egyiittesen az immun “surveillance” fontos elemei (Sharp

et al. 2005).

A PKC rendszer

A protein kinaz C (PKC), melyet Yasutomi Nishizuka fedezett fel 1988-ban (Nishizuka
1988), a szerin/treonin kinazok egyik jelentés képviseldje, mely a test valamennyi sejtjének,
igy a keratinocitadk életfolyamataiban is kozponti szerepet jatszik. Szerkezeti és aktivacios
mechanizmusaik alapjan korabban 4 nagyobb csoportot kiilonitettiink el, melyet 12 kiilonb6z6
izoforma alkotott (Nishizuka 1988, Nishizuka 1992). A konvencionalis vagy klasszikus
csoportba (cPKC) tartozik: a PKCa, Bi, Bu és v, melyek kalcium- és diacil-glicerol- (DAG),
illetve annak exogén megfeleldjeként miikodo forbol-észter-dependensek. A novel csoportot
(nPKC) alkotja a PKC3, €, 1 és 0 izoenzimek, kalcium nélkiil, forbol-észterekkel (illetve DAG-
lal) is aktivalhatok. A harmadik, atipusos csoportba (aPKC) sorolhat6 a PKCE és A/1. Ezen
izoformak aktivalodasahoz sem kalcium, sem forbol-észter nem sziikséges. Kiilon csoportot
hoztak 1étre a PKCp szamara, mely szerkezete és aktivacioja szempontjabdl is rendhagyo volt;
ujabb kozlemények szerint ezt a format mar a protein kinaz D csaladba soroljak (Johannes et

al. 1994). igy jelenleg 3 nagy csoport kiilonitheté el, illetve 11 izoforma.
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A PKC-k szerkezetére jellemzd, hogy tartalmaznak egy N termindlis regulatorikus
domént (kb. 35 kDa), illetve egy C termindlis kindz domént (kb. 45 kDa). A klasszikus és novel
izoformak N-terminalis doménje tartalmazza a pszeudoszubsztrat koto helyet, valamint a DAG
(C1) és kalcium (C2) kotShelyet, mig a C-terminalison az ATP ¢és a szubsztrat kotéhely
talalhato meg, ezért nevezziik kinaz vagy katalitikus doménnek.

A pszeudoszubsztrat kotéhelynek az enzim sajat gatlasaban van szerepe, lefedi a
szubsztrat kotd helyet. A C1 doménbdl egy vagy kettd is lehet. A novel izoformakban erds
affinitdst mutat a DAG-hoz, mely miatt az aktivacidohoz elegendé 6nmagaban a DAG, mig a
klasszikus izoformékban ez az affinitas alacsony, igy ezek az izoenzimek a DAG mellett az
intracellularis kalcium szint emelkedését is igénylik aktivaciojukhoz. (Giorgione et al. 2006)
Az atipusos PKC-k csak egy DAG-inszenzitiv C1 domént tartalmaznak (Pu et al. 2006), mely
kozvetleniil a pszeudoszubsztrat régio utan helyezkedik el és az enzim aktivacié gatlasaban van
szerepe (Graybill et al. 2012). A klasszikus izoenzimekben a C2 domén érzékeli a kalciumot,
melynek beko6tddésével az enzim a plazma membranhoz kapcsolodik. A kalciummal megkotott
rész kapcsolodik az anionos foszfolipidekhez, mig a bazikus része a foszfatidil-inozitol-4,5-
biszfoszfathoz (PIP2) (Morales et al. 2016). A novel formak C2 doménje sem a kalciumhoz,
sem a PIP2-hoz nem tud kotédni. Az atipusos enzimek tartalmaznak egy PB1 domént, mely
fehérjékhez (p62, Par6) kotddik, és hasonloan miikodik, mint a C1 domén DAG kapcsolat a
novel és klasszikus tipusokban (Graybill et al. 2012, Tobias and Newton 2016). A kinaz domén
tartalmazza az aktivacios helyet. A C terminalis farok teszi lehetdvé a kapcsolddast kiilonbozo
regulatorikus fehérjék szamara. Két erésen konzervalt foszforilacios helyet tartalmaz, az egyik
a “turn”-motivum, masik a hidrofob szakasz, melyek az enzim stabilitdsdban jatszanak szerepet
(Edwards and Newton 1997), illetve a PKC-t érése soran a membranhoz horgonyozzak (Yang

and lgumenova 2013, Newton 2018) (2. abra)

13



activation  turn  hydrophobic
pseudosubstrate loop motif motif
y C1A CiB C2 hinge \ \ /

Conventiggal N B \ /
Y

— novel C2 C1A Ci1B
ove

PB1  atypical C1
Atypical e
Zy N @ @ @& c

regulatory modules kinase domain C tail

2. abra A PKC izoenzimek szerkezeti jellemzdi

Valamennyi PKC izoenzim esetén a regulatorikus domén tartalmaz egy
pszeudoszubsztrat régiot (piros négyzet) és egy Cl1 domént (narancssarga négyzet).
Ezek kiilonb6z6 affinitassal rendelkeznek a DAG irant (az abran Y/W [Y-gyenge, W-
erds] jeloléssel lathato a C1B doménben). A Klasszikus izoenzimekben a kalciumot k6t
C2 domén (sarga négyzet), a PIP2-hoz vald kotédésben jatszik szerepet. Az atipusos
izoformdkban 1évé PB1 domén (lila négyzet) az enzim aktivaciojaért felelds. A kinaz
doménben (kék) lévd aktivacios hurok (rozsaszin kor) €s C terminalis farokban (sziirke)
[évé turn”-motivum (narancssarga kor) és hidrofob régidé (zold kor) az enzim
foszforilacios helyei (Newton 2018).

A gatolt, stabil allapotii PKC a citoszolban talalhatd. A klasszikus izoformaknal a PIP2
hasitadsa sordn felszabaduld6 DAG és kalcium hatdsara két 1épésben aktivalodik az enzim.
Elészor a kalcium bekotddik a C2 doménhez, mely ezaltal a plazma membran anionos
foszfolipidjeivel Iétesit kapcsolatot. Ez konformacié véltozast okoz és a C2 domén eltavolodik
a kinaz doméntdl, igy szabadda valik a bazikus PIP2 ko6té domén is, mely kihorgonyozza az
enzimet a membranhoz. Masodik 1épésben a DAG bekotdédik a C1B doménhez, mely ujabb
konformacié valtozast eredményez, mely pedig elmozditja a pszeudoszubsztratot a szubsztrat-
koté helytl (Orr et al. 1992, Newton and Johnson 1998, Jaken 1996, Nishizuka 1988,
Nishizuka 1992, Parekh et al. 2000). Az aktivacido soran lejatsz6dd membranba torténd

transzlokaci6 a PKC izoenzimek specifikus jellegzetessége. A novel izoformédkat a DAG
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Oonmagaban aktivalja. Mivel nem rendelkeznek plazmamembran szenzorral valamennyi
membran strukturahoz képesek kotddni; ugymint a plazma membranhoz, mitokondriumhoz,
Golgihoz és a PKC3 esetében a magmembranhoz (Gallegos et al. 2006). Az atipusos izoformak
sem kalciummal, sem DAG-Ial nem aktivalhatok. Ezek az enzimek PB1 doménjiik segitségével
kiilonb6z6 célfehérjékhez, mint a p62 és Par6 kotddnek, ezaltal a pszeudoszubsztat eltavolodik
a szubsztrat-koté helytdl, igy lehetévé valik a célmolekula bekotése (Drummond and Prehoda

2016, Steinberg 2004) (3. abra).

stimulus

substrate
protein kinase C

G protein .
PIP2 phosphate

phospholipase C
/
response

3. abra PKC aktivacio folyamata

A foszfatididil-inozitol-4,5-biszfoszfat (PIP, lila rak) foszfolipaz C (sziirke capa) altali
hasitasa révén inozitol-triszfoszfat (IP3, raktest), és diacilglicerol (DAG, rak olld)
keletkezik. Az IP3 hatasara az intracellularis kalcium koncentracié novekszik, mely
lehetévé teszi a PKC (kék polip) allosztérikus valtozasat. Ezeknek a masodlagos
hirvivoknek a kotddése stabilizalja a PKC aktiv formgjat, mely igy a
plazmamembranhoz kétddve képes foszforildlni a szubsztratjat (sarga csikd halak)
(Newton 2018).

A PKC izoenzimek megoszlasa az adott speciesre, szovetre, valamint sejtre jellemzd

(Baier et al. 1993, Goodnight et al. 1994, Nishizuka 1988, Nishizuka 1992, Ohno et al. 1991).
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Ezen megoszlas gazdagsagabol fakad, hogy a PKC enzimek az élettani szabalyozo6 folyamatok
legszélesebb skaldjat képesek befolyasolni. Azonban nemcsak szerkezeti, aktivacids ¢és
megoszlasi heterogenitast mutatnak, hanem regulacidjuk és biologiai szerepiik is jelentésen
kiilonbozik(het) egymastol (Nishizuka 1992), Decker, 2003). Bebizonyosodott emellett az is,
hogy egy adott sejtvalasz (kiilonos tekintettel a proliferacio és differencialodas) kialakitasaban

akar egymassal ellentétes hatasuk is lehet (Papp et al. 2003).

A PKC szerepe keratinocitakban

Ismert, hogy a normal humén epidermalis keratinocitdkban (NHEK) megtalalhato a
PKCa, B, v, 9, €, n, valamint { és p (Fischer et al. 1993, Fisher et al. 1993, Rennecke et al.
1996). A munkacsoport, amelyhez én is csatlakoztam PhD munkam soran, korabban HaCaT
keratinocitakon térképezte fel az egyes PKC izoenzimek eléfordulasat, illetve a
differencidlodasban és proliferacidoban betoltott szerepét. Igazolodott, hogy a HaCaT sejtekben
hét izoenzim talalhat6: a cPKCa és 3; a nPKC9, €, ) és 0, valamint az aPKCC. Ezen eredmények
alapjan elmondhato6, hogy a NHEK ¢s HaCaT kozott csak minimalis kiilonbség van a PKC
rendszer vonatkozasdban (NHEK-ben 0 nem volt kimutathatd). Tovabbi kisérletekben
bebizonyosodott, hogy az izoformak koziil a proliferalo sejtekben az &, mig a
differencialoddakban a o kifejezddése volt szignifikansan emelkedett. Kimutattak azt is, hogy
a keratinocitak a kiilonb6z6 differencialtsagi stadiumoknak megfelelden fejeznek ki kiillonb6z6
markereket. {gy a proliferalé sejtekben a keratin 17 (K17), a differencialodas kezdetén a keratin
10 (K10) expresszidja a legmagasabb, a differencialt sejtekben az involukrin (INV) és filaggrin
(FLG), a terminalis differenciacio fazisat pedig a transzglutaminaz-1 (TG-1) jelzi (Ryle et al.
1989). PKC aktivatorok és inhibitorok alkalmazasaval sikeriilt igazolni a PKC izoformak
specifikus befolyasold hatasat a proliferaciora és differencialodasra. Az altalanos PKC aktivator

forbol-12-mirisztat-13-acetat (PMA) hatasara a sejtek a terminalis differencialodas jeleit
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mutattak; ezzel szemben az altalanos PKC inhibitor (GF109203X) hatasara a K17 1ényegesen
nem valtozott, mig a tobbi, a differenciacios fazisban kifejez6dé markerek, az INV, FLG, K10
¢és TG-1 csokkentek (Papp et al. 2003). Ezen eredmények megerdsitése céljabol rekombinans
transzfekcio segitségével az egyes PKC izoenzimeket stabilan overexpresszalo HaCaT sejteket
is létrehoztak. Kimutattak, hogy a cPKCa-t és az nPKCd-t kifejez6 sejtekben a proliferacid
lecsokkent, mig az nPKCe-t vagy a cPKCp-t fokozottan expresszalo sejtek novekedési liteme
felgyorsult. A differencialtsagi allapot is ennck megfeleléen valtozott, ugyanis a
hiperproliferativ cPKCB-t vagy nPKCe-t overexpresszald sejtekben lecsokkent a késdi
differencialtsagi markerek szintje, mig az CPKCa-t és d-t expresszald hipoproliferativ
keratinocitakban az INV, a FLG és a keratinocita-specifikus TG-1 fejezddik ki fokozottabban
(Papp et al. 2004).

Kevéssé kutatott teriilethez tartozik a PKC rendszer adhézios molekulakra kifejtett
hatéasa. A szelektiv PKC inhibitor H7, illetve tirozin- és szerin/treonin-kinaz gatlo staurosporin
képes volt a kalcium-fiiggd dezmoszémak kialakulasat gatolni, ami valoszintsiti, hogy a PKC
szerepet jatszhat a dezmoszomak kialakulasaban. Mas kisérletekben a PMA, mint altalanos
PKC aktivator az adherens junkciokon keresztiil sejt-sejt kapcsolat kialakulasat okozta
(Kitajima et al. 1999). Tovabbra sem volt ugyanakkor ismert a PKC rendszer adhézios

molekulék kifejezddésének szabalyozasaban betdltott szerepe.

Az adhézios molekulak

A szovetek az epitélsejtek felszinén elhelyezked6 kapcsold struktirak, az adhéziods
molekulak segitségével tartjak fenn szerkezeti stabilitasukat. Ezek lehetnek adherens junkciok
és dezmoszomak, melyek a kadherin szupercsaladba tartozé adhézids molekulakbol épiilnek fel

(4. abra).
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4. abra Epidermalis dezmoszomak szerkezete.

A dezmoszomak a szomszédos keratinocitakat 0sszekotd strukturak, melyeket alkotod
adhézios molekulak (dsg-1, dsg-3, dsc), legtobbszor homolog formaban kapcsolodnak
egymashoz. (Schmidt et al. 2019)

A kadherinek homofil kalcium dependens molekulak, melyek egy nagy extracellularis,
egy transzmembran és egy kisebb intracellularis doménnel rendelkeznek. Az adherens
junkciokban talalhatok a klasszikus kadherinek, az E- és P-kadherin (E-cad, P-cad), melyek a
katenineken keresztiil aktinhoz kotédnek. A dezmoszomakat a dezmoszomalis kadherinek
alkotjak — ezek a dezmogleinek (dsg) és a dezmokollinok (dsc) — melyek intermedier
filamentumok segitségével a keratinrendszerrel tartanak fenn kapcsolatot (Koch and Franke
1994). Ezen kapcsol6 molekulaknak harom-harom izoformajat kiilonboztetjilk meg: a dsg-1, 2
és 3-at, valamint dsc-1, 2 és 3-at. Mig a dsg-2 és dsc-2 minden dezmoszomat tartalmazo

szovetben megtalalhatd, addig a dsg-1 és 3, valamint a dsc-1 és 3 csak a tobbrétegli epitélben
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fordul el (Garrod et al. 2002). A dezmogleineket 6t extracellularis, egy transzmembran és egy
citoplazmatikus domén alkotja. Utobbival kotédnek a dezmoplakinhoz és dezmofilinhez, illetve
(4. abra)

PhD munkam soran a dsg-1, dsg-3 és P-cad molekulakat tanulmanyoztuk, melyek
el6fordulasa kiilonb6z6 a bérben és a nyalkahartyakon. A dsg-1 elsésorban a tobbrétegii lapham
szuprabazalis rétegeiben fordul el6. Ezzel szemben a dsg-3 az epidermiszben a Stratum basale
és spinosum also sejtsoraiban, a nyalkahartyaban valamennyi sejtrétegben megtalalhatd
(Arnemann et al. 1993). A P-kadherin szintén csak a bazalis sejtek felszinén expresszalodik

(Furukawa et al. 1994) (5. abra).
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5. abra A vizsgalt dsg-1, dsg-3 és P-cad kifejezédése a human bor epidermiszében

A bazalis sejtsorokban a dsg-3 és P-cad, ezzel szemben a felsékben a dsg-1 fokozott
expressziojat figyelték meg (Green and Gaudry 2000).

Adhézios molekulakat érintd borgyogydszati korképek: a pemphigus vulgaris és foliaceus
Ismert, hogy a kiillonbozd holyagképzddéssel jardo borbetegségek kialakuldsdban az
adhézidos molekuldkkal szemben Iétrejové “immunoldgiai tdmadas™ jatszik szerepet.

crer

(Kovacs et al. 2004). A dsg-1 és 3 patogenetikai szerepe jol feltérképezett pemphigus
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vulgarisban ¢és foliaceusban. Kimutattak, hogy a Staphylococcal scaled skin (SSS) szindréma
kialakulasaban szerepet jatszd Staphylococcus aureus exfoliativ toxinja a dsg-1 3-as és 4-€s
doménjéhez kotddve hozza 1étre a bor levalasat (Amagai 2008). Ezen betegségek koziil a
pemphigus 2 6 tipusat mutatjuk be részletesen.

A pemphigus egy potencialisan halalos kimenetelli hdlyagos betegség, mely mind a bort,
mind a nyalkahartyakat érintheti. A sejtfelszini antigénhez k6t6d6 antitestek kovetkeztében a
keratinocitak kozotti intercellularis kapcsolat megszakad, akantolizis jon 1étre (Stanley, 2003).
A betegség leggyakrabban 45-65 év kozott jelentkezik. Incidencidja jelentds kiillonbségeket
mutat az egyes orszagokban, leggyakoribb az USA-ban ¢és Izraclben. Ennek a
valtozékonysagnak az oka a genetikai hattér és kivalto tényezok kiilonbozosége lehet (Schmidt
et al. 2019). Ugy tiinik, hogy a pemphigusos betegek legnagyobb része hordozza a HLA
DRB1*04:02 vagy DQB1*05:03 allélt (Vodo et al. 2018). Emellett eddig 4 nem-HLA gént is
kimutattak. Ezek a dsg-3-at kodolo DSG3; a TAP2 gén, mely az antigén prezentacidban
szerepet jatszo ATP-kot6 kazetta (ABC) transzportert kodol; az IL-6 gén és a gyulladasban és
apoptozisban fontos transzkripcids faktort kodold ST18 gén (Sarig et al. 2012, Vodo et al.
2018). Kornyezeti tényezok koziil gyodgyszereknek (penicillamin, captopril), ndvényvédo
szereknek, nehézfémeknek, UV sugarzasnak, égésnek, miitétnek és stresszes életmodnak lehet
szerepe (Daneshpazhooh et al. 2016, Morell-Dubois et al. 2008, Wolf et al. 1991). A nikotin
fogyasztas védelmet jelent, melyet magyarazhat az a tény, hogy a kolinerg antagonistak in vitro
csokkentik az akantolizis mértékét pemphigusban (Lai et al. 2018, Nguyen et al. 2004).

A két f6 target antigén pemphigusban a dsg-1 és dsg-3, melyek a kalcium dependens
kadherin csaladba tartozo transzmembran adhézios fehérjék (Waschke and Spindler 2014).
Pemphigus foliaceusban dsg-1 ellen termelddnek autoantitestek, melyek a Str. granulosum
szintjében kialakuld holyagokat okoznak kizardlag a boron. Ezzel ellentétben a pemphigus

vulgarishan a szuprabazalis rétegben kialakuld holyagok tipusosan el6szor a nyalkahartyan
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jelennek meg, majd ezt kovetden a boron. A nyalkahartya érintettséggel jaré formaban dsg-1,
mig a mukokutan formaban mindkét izoforma elleni autoantitestek jelen vannak (Amagai
1999), melyek immunglobulin G (IgG) tipustiak (Mahoney et al. 1999).

A pemphigus foliaceus 160 kDa-os antigénjét, a dsg-1-et Eyre és Stanley azonositotta
(Eyre and Stanley 1987) a dezmoglein csalad els6 tagjaként, majd a pemphigus vulgaris antigén
egy 130 kDa-os glikoproteinjét, a dsg-3-at Amagai és mtsai mutattak ki (Amagai et al. 1991).

A két pemphigus tipus klinikai megjelenésében fellelhetd kiilonbség hatterében egyrészt
a két izoforma eltéré megjelenése all az epidermiSzben és az epitéliumban. EQy mésik tényezd,
hogy a két dsg képes kompenzalni egymas hianyat abban a rétegben, ahol mindkettd
expresszalodik; ezt nevezik “dezmoglein kompenzacid” tedrianak. A nyalkahartyaban a dsg-1
foként a felszini rétegekben expresszalodik és csak kismértékben a bazalis rétegben, a dsg-3
azonban minden rétegben kifejezédik. A borben a dsg-1 a felszini, a dsg-3 a szuprabazalis
rétegekben talalhatd elsGsorban. Ennek eredményeként az anti-dsg-1 19G termeléssel jard
pemphigus foliaceusban a felsé epidermalis rétegben jon 1étre a holyag, ahol a dsg-3 expresszid
nem kompenzalja a dsg-1 antitestek okozta funkcionalis hianyat, mig a nyalkahartyan nem okoz
tiineteket a dsg-3 teljes jelenléte miatt. Ehhez hasonléan a pemphigus vulgarisban az akantolizis
az anti-dsg-3 1gG hatasara a nyalkahartya alsé rétegében jon létre, ahol a dsg-1 expressziod
minimalis (Stanley and Amagai 2006).

A korképek kezelését immunszupressziv és immunmodulans szerek alkalmazésa jelenti.
Korabban elsé vonalban szteroidokat (prednisolone, dexamethason) alkalmaztak, de tekintettel
stlyos mellékhatasaikra elétérbe keriiltek a szteroid sporolast lehetévé tevod kezelések. Ma,
amennyiben elérhet6, az anti-CD20 rituximabot alkalmazzak, emellett nagy dozisu
immunoglobulin, mikofenolat mofetil és azathioprine, illetve ezen szerek kombinécioja lehet

elsésorban hatékony (Schmidt et al. 2019, Melchionda and Harman 2019).
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A holyagos boérbetegségek mortalitasa elsdésorban a kisérd infekciokkal fiigg 0ssze €s
jelentésen javult az alkalmazott szteroid 6sszdozisok csokkenésével. A betegség lefolyasat
befolyasold rizikod tényezOk kozé tartozik a magas szérum anti-dsg-3 szint, a fiatal életkor,

valamint a nyalkahartya érintettsége (Saha et al. 2014).

Barrier diszfunkcio atopids dermatitisben

Az atopias dermatitis (AD) a leggyakoribb gyulladasos bdérbetegség a fejlett
orszagokban, melyre kiilonboz6 predilekcios helyeken (pl. flexor felszineken) kialakul6 szaraz,
viszket6 teriiletek jellemzoek. A betegség gyakoribb gyermekkorban és fiatal felndttkorban;
kialakulasaban genetikai, kornyezeti és immunologiai tényezok egyarant szerepet jatszanak. Az
utobbi évtizedekben egyre inkabb ismertté valt a betegség patogenezise, melyben az
epidermalis barrier karosodasanak ¢s immunologiai folyamatoknak van kozponti szerepe. A
betegség kialakuldsdban szerepet jatszd6 immunologiai folyamatok kiterjedése révén az
alapvetden borre lokalizal6dd betegség szisztémassa valhat és egyéb allergids korképek
(allergias rhinitis, asthma, ételallergia) is kialakulhatnak; ezt a folyamatot un “atdpias
menetelés”-nek nevezték el (Spergel and Paller 2003). Bar az atdpids dermatitis kialakulasaban
a barrierkarosodasnak és az immunoldgiai folyamatoknak egyiittesen van szerepe, tekintettel
az értekezés témajara, ebben a fejezetben a barrier diszfunkciot targyaljuk részletesebben.

A barrier karosodas egyik f6 eleme a filaggrin metabolizmus megvaltozasa, melyet FLG
gén knock out és mutalt egerekben észlelt spontan dermatitis, bdrbarrier kdrosodas és
dehidratacio tamaszt ala (Saunders et al. 2016). A Str. granulosum lamellaris testecskéiben a
filaggrin polimerizalt (profilaggrin) formaban van jelen, melybdl enzimatikus hasitas révén
monomerek képzédnek a Str. corneumban. A monomerek Kkeratin filamentumokhoz
kapcsolodva strukturalis fehérjeként vesznek részt a keratinocitak felépitésében. A felsébb

rétegekben azonban citrullinacioval, peptidyl-arginin-deiminaz segitségével elszakadnak a
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keratinoktol és aminosavakka (glutamin, arginin, hisztidin) degradalodnak, melyekbdl a savas
pH fenntartasahoz sziikséges urokainsav és a természetes hidratalé faktorokhoz tartozo (NMF),
igy a hidratacié megdrzésében fontos, pirrolidin karboxilsav jon 1étre (Leyvraz et al. 2005,
Rawlings and Harding 2004). A pH emelkedésével szerin proteazok és kallikrein aktivalodnak,
ami a korneodezmoszomak és az intercellularis lipidek érésében szerepet jatszo enzimek
proteazok megfelelé miikodéséhez elengedhetetlen a protedz inhibitorok élettani funkcioja is,
tehat az ezeket kodold génekben bekovetkezett mutaciok (1. tablazat) szintén szerepet

jatszanak az AD kialakulasaban (O'Regan et al. 2009)

Gén Feheérje
FLG (R501X, 2282de14) Filaggrin
KLK7 Kallikrein
LEKTI (Lympho-epithelial
SPINKS Kazal-type-related
inhibitor)

1. tablazat Az atopias dermatitisben leggyakrabban szerepet jatszo gének és az altaluk
kodolt fehérjék.

Az igy kialakult valtozadsok Th2 tipusu gyulladasos folyamatokat aktivalnak és
fokozodik az allergének boron keresztiili atjutasa (Kawasaki et al. 2012), mely IL-1a és B,
valamint IL-4 szintézist eredményez. Az IL-4 hatasara csokken a ceramid, filaggrin, lorikrin és
dsg-3 szintézis (Elias and Schmuth 2009). A pH értékének novekedése hatassal van a bort
kolonizal6 baktériumokra is, melyek szintén fontos szerepet jatszanak az AD patogenezisében.
Az emelkedett pH érték és az immunrendszer Th2 iranyu eltolodasa kedvez a Staphylococcus
aureus elszaporodasanak (Rippke et al. 2004), mely a keratinocitak sejthalalahoz vezetd

folyamatokat general (Brauweiler et al. 2014).
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A barrierkarosodas mellett természetesen az immun folyamatoknak is jelentds szerepe
van a patogenezisben. Szamos citokineket kodold génben bekovetkezd mutdcid ismert.
Mindezek alapjan az AD kezelésében az immunszuppressziv és barriert helyreallitd

gyogyszereket egylittesen sziikséges alkalmazni.

Poliolok a bérgyogydszatban

A glicerolrol (1,2,3-trihidroxi-propan), mely endogén modon a boérben is termelddik,
ismert, hogy hidratalja és nyugtatja a bort. Emellett javitja a bor barrier funkciojat azaltal, hogy
elésegiti a sebgyogyulast (Andersen et al. 2007, Fluhr et al. 2008). A xilitol (1,2,3,4,5-
pentahidroxi-pentan) a glicerolhoz hasonl6 poliol, melyet elsésorban cukor helyettesitoként
ismeriink; kis mennyiségben szervezetiinkben is termelddik a szénhidrat metabolizmus soran
(Ur-Rehman et al. 2015). Ismert errdl a vegyiiletrdl is hidratalod és irritaciot csokkenté hatasa
(Korponyai et al. 2011, Szel et al. 2015); kimutattak tovabba, hogy gatolja a Staphylococcus
aureus biofilm kialakulasat AD-ben (Katsuyama et al. 2005) és elésegiti a kollagén felépiilését
a bérben (Knuuttila et al. 2000, Mattila et al. 2005). A fizikai hasonl6sag ellenére ismert, hogy
nem teljesen azonos hatas varhato ett6l a két vegyiilettél. A glicerol aquaporin 3 (AQP3)
csatornakon keresztiil penetralodik az epidermisz alsobb rétegeibe (Hara et al. 2002). A
csokkent hidrataltsagu Str. corneummal és karosodott bérbarrierrel rendelkezé6 AQP-3 hianyos
egerekben a glicerol kezelés javitotta a hidraltsagot, mig a Xilitol nem mutatott ilyen hatast

(Hara and Verkman 2003).
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Célkitiizések

PhD munkam soran f6 célom a bdr barrier funkciojat befolyasolo tényezok vizsgalata

volt. Ennek sordn két teriileten folytattam kutatasokat.
1. Kisérleteink egyik felében a PKC izoenzimek adhéziés molekulak (dsg-1, dsg-3, P-cad)
kifejezOdésére gyakorolt hatasat elemeztiik human epidermalis HaCaT keratinocitakon.
Munkank soran:

a. vizsgaltuk expressziojukat a tenyésztési idd, azaz a proliferacids és differencidltsagi

allapot fliggvényében;

b. adott PKC izoenzimeket stabilan overexpresszald6 HaCaT sejtekben;

C. Végezetiil szelektiv PKCS inhibitor, valamint RNS interferencia (RNSi) technika

alkalmazasaval adott PKC izoformara nézve “géncsendesitett” HaCaT keratinocitakon.

2. Kutatasaink masodik részében a barrier helyreallitasaban szerepet jatszo anyagok (glicerol,

xilitol) hatasat vizsgaltuk a barrier kialakuldsaban szerepet jatszo mechanizmusokra és
jelatviteli folyamatokra. Ennek soran:

a. Kiilonbozd koncentraciok és kezelési idok alkalmazasaval vizsgaltuk a poliolok hatasat

a keratinocitdak  proliferacidjara, a keratinocitdk differencialédasi markereinek

kifejezddésére, valamint a sejtek intracellularis kalciumszintjeire;

b. A keratinocita differencialodasi folyamatokban szerepet jatszo jelatviteli folyamatokra

fokuszalva, tanulmanyoztuk a PKC, illetve a MAPK utvonalra gyakorolt hatdsukat,

melyekrol ismert a Keratinocitak differencialodasanak szabalyozasaban betdltott szerepiik.

c. Végezetiil, kiilonféle gyulladdsos modelleket alkalmazva tanulmanyoztuk esetleges

gyulladascsokkent6 hatasukat.
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Anyagok és modszerek

Felhasznalt anyagok

Kisérleteink soran hasznalt Xilitol, Glicerol, LTA (“lipoteicoil-sav”, S. aureusbol), LPS
(Lipopolysaccharid, E. colibdl), poly-IC (“polyinosinic:polycytidyl-sav”) és rottlerin a Sigma-
Aldrichtol (St. Louis, MO, USA) szarmazik. Az olddszerek esetleges aspecifikus hatasainak
kizarasara a gyartd uatsitdsanak megfeleld olddszerrel ezerszeres toménységii térzsoldatokat
készitettiink. A -20°C-on térolt torzsoldatokbol kozvetleniil a kezelés eldtt készitettiik el a
sziikséges koncentraciokat a sejtek tapoldataban (Ca®'-imaging esetén Hank oldatban).
Vizsgalataink soran ,,kezeletlen kontrollként” minden esetben az anyagok olddszerével azonos

higitasban kezelt sejteket hasznaltunk.

HaCaT keratinocitik és tenyésztése

A humin dermatologiai kutatdsok sordn széleskorlien hasznalt HaCaT humén
keratinocita sejtvonalat egy melanomaban szenvedd férfi beteg nem infiltralt borteriiletébol
izolaltak (Boukamp et al. 1988, Boukamp et al. 1997). A sejtek spontan immortalizalodasat
alacsony extracellularis kalcium koncentracié ([Ca®']e) és magasabb hémérséklet
alkalmazasaval érték el. Jellemz6 a sejtekre, hogy ugyan nem jott 1étre benniik daganatos
transzformacio, ugyanakkor in vitro proliferacios kapacitasuk, valamint in vivo tumorgenetikus
potencialjuk megnovekedett, differencialodasi képességiik azonban csokkent (Breitkreutz et al.
1991, Fusenig and Boukamp 1998).

Az immortalizdcéval jard valtozasok mellett, a HaCaT sejtekre tovabbra is jellemzdek
maradtak a normal human epidermalis keratinocitdk (NHEK) miikodési sajatossagai, igy a
legtobb funkcionalis vonatkozasban a NHEK-k egyik legjobb modelljének tekinthetok (Fusenig

and Boukamp 1998, Schoop et al. 1999).
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A human immortalizalt HaCaT keratinocitékat 25 és 75 cm?-es szvettenyésztd edényben,
10% embrionalis borji szérummal (Sigma-Aldrich), 2 mM-os L-glutaminnal, 50 U/ml
penicillinnel, 50 pg streptomycinnel, 1,25 pg/ml Fungizonnal (mindegyik TEVA-Biogaltdl,
Debrecen, Magyarorszag) kiegészitett Dulbeco’s modified Eagle’s medium (DMEM) (Sigma-
Aldrich) tapoldatban tenyésztettiik 37°C-on, 5%-0s CO. tartalom mellett. A PKC
overexpresszor (illetve az ,,iires” vektorral transzfektalt) keratinocitakat hasonl6 koriillmények
kozott, ugyanakkor (a folyamatos szelekcid fenntartasanak érdekében) 500 pg/ml geneticin
antibiotikumot (Invitrogen, Paisley, Egyesiilt Kiralysag) tartalmaz6 DMEM médiumban

tenyésztettiik.

NHEK-K izoldldsa és tenyésztése

A huméan bdrmintdkat sebészeti beavatkozason atesd, borgydgydszati szempontbdl
egészséges donoroktol nyertiik, akik bérmintdik kutatasi célu felhasznaldsahoz a megfeleld
tajékoztatast kovetden irdsos beleegyezésiiket adtdk. A mintavétel és a felhasznalas a Helsinki
Deklaracionak megfelelden, az Debreceni Egyetem Kutatasetikai Bizottsaganak engedélyét
kovetden (protokollszam: DE OEC RKEB/IKEB 3724-2012; iigyiratszam: 1X-R-052/01396-
2/2012) tortént.

A NHEK-kK izolalasa soran a dermo-epitelialis elvalasztast 2,4 IU/ml diszpaz oldattal
(Roche Diagnostics, Berlin, Németorszag) végeztik (egy éjszakan at 4°C-on), majd az
epidermiszt rovid ideig (20 perc, 37°C) 0,05%-os tripszinnel (Sigma-Aldrich) emésztettiik. Az
igy nyert NHEK sejteket 1 pM inzulinnal, 1 pM kortizollal (mindketté a Sigma-Aldrichtol),
100 pg/ml streptomycinnel, 100 U/ml penicillinnel, 50ng/ml amphotericin B-vel, 0,4% borju
agyalapi mirigy kivonattal (mindegyik az Invitrogentdl) és 0,06 mM CaCl.-dal (Sigma-Aldrich)
kiegészitett szérummentes Epilife médiumban (Invitrogen) tenyésztettiik 37°C-on, 5% CO:

tartalom mellett.
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PKC-overexpresszor HaCaT sejtek létrehozdsa

A kiilonbozé PKC izoenzimeket stabilan overexpresszaldé HaCaT keratinocitdkat
korabbi leirasnak megfeleléen hoztuk Iétre. (Papp et al. 2004). A kisérletek transzfektalt
poolokbol torténtek, de minden izoformdra vonatkozdan az eredményeket hdrom kiilonalld
klénnal erdsitettiik meg. A rekombinans overexpresszio hatékonysagat Western blottal és kinaz

esszével ellendriztiik.

RNS interferencia (RNSI)

A sejteket 6-well-es szovettenyészté plate-en szélesztettiik szérumot tartalmazo,
antibiotikum mentes DMEM tapoldatban. Ezt kovetéen 40-50%-0s konfluencia szinten
Lipofectamin 2000 anionos detergens (Invitrogen) segitségével transzfektaltuk dket cPKCa, B,
nPKC3 és ¢ elleni, scrambled (kontrollként) vagy fluoreszcein kotott kontroll kis interferald
RNS (siRNS) oligonukleotidokkal (mindegyik a Santa Cruz Biotecht6l, Santa Cruz, CA,
Egyesiilt Allamok), melyeket elézéleg a transzfekcids reagenst tartalmazo transzfekcios
médiummal (mindkettd a Santa Cruztol) kevertiink 0ssze és szobahdmérsékleten 25 percig
inkubaltunk. Az RNSi medialt géncsendesités hatékonysagat Western blot és quantitative “real-

time” PCR (Q-PCR) technikakkal négy napig naponta ellendriztiik.

Western blot

Western blot technikat alkalmaztunk az adhézios molekuldk kimutatasara, a PKC
izoformak RNS interferenciaval tortént lecsenditésének fehérje szintli ellendrzésére, illetve a
mitogén-aktivalt protein kinaz (MAPK) utvonal aktivalodasanak igazolasara. A sejteket
jéghideg foszfat-pufferben (PBS) mostuk le, lizis pufferrel learattuk (20 mM Tris-HCI, 5 mM

EGTA, 1 mM 4-(2-aminoetil)-benzenszulfonil-fluorid, 20uM leupeptin, pH 7,4, mindegyik a
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Sigmatol), majd jégen ultrahangos feltarast végeztiink. Ezt kovetéen a fehérjetartalmat
modositott BCA protein assay (Pierce, Rockford, IL, USA) segitségével hataroztuk meg. A
lizatumokhoz natrium-dodecil-szulfat mintapuffert (SDS-PAGE, 10 [V/V]% glicerin, 2
[V/V]% SDS, 62 mM Tris, 20 mM ditiotreitol, 0,002 [V/V]% bromfenolkék és 5 [V/V]% B-
merkaptoetanol; mind Sigma) adtunk, majd a fehérjék denaturalasat 10 perces 100°C-on torténd
fozéssel végeztik. Az igy elkészitett mintdkat SDS-PAGE gélelektroforézisnek vetettiik ala
(valytnként 20-30 ug fehérjét vittiink fel 8%-os gélre), majd nitrocellul6z membranra (BioRad,
Bécs, Ausztria és Whatman, Maidstone, Egyesiilt Kiralysag) transzferaltuk. A membran szabad
kotohelyeit 5% sovany tejport tartalmazé PBS-ben blokkoltuk, majd az adott fehérje elleni
primer monoklonalis antitestekkel inkubaltuk egy éjszakan at 4°C-on. Az alkalmazott primer
antitesteket a 2. tablazatban soroltuk fel. Ezt kdvetéen a membranokat 30 percig PBST (1
[VIV] % Tween-20 (Sigma) tartalmtt PBS oldat) oldatban mostuk. Masodlagos antitestként
torma peroxidaz konjugalt kecskében termeltetett nyul és egér ellenes IgG antitestet (1:1000
higitasban, BioRad) hasznaltunk, mellyel 1 oran at szobahOmeérsékleten inkubaltuk a
membranokat. Az immunreakciok eredményét ECL Western blot meghatarozé kit (Amersham,
Little Chalfont, Egyesiilt Kiralysag), illetve SuperSignal® West Pico Chemiluminescens
Substrate kit (Pierce, Rockford, IL, USA) segitségével tettiikk lathatova. Az immunoblottok
denzitometrids analizisét Intelligent Dark Box (Fuji, Tokyo, Japan) és Image Pro Plus 4.5.0
software (Media Cybernetics, Silver Spring, MD, USA) segitségével végeztiik (Griger et al.
2007, Papp et al. 2003). Ezt kovetéen a tobb fliggetlen kisérletbdl szarmazd normalizalt
denzitometrids értékeket meghatiroztuk ¢és atlagtSEM-ként fejeztiik ki. Az egyenletes
mintafelvitel igazolasira membran strippinget kovetéen haztartasi fehérjék elleni antitesttel
végeztiik el a folyamatot. Ennek soran a membranokat 2% SDS-t és 0,1M - merkaptoetanolt
tartalmaz6 200 ml SO0mM Tris-HCI pufferrel (pH 7,5) (mindegyik a Sigma-Aldrichtol) kezeltiik

65°C-on 1 oran at, majd haztartasi fehérjék (B-aktin, citokrom C) ellenes monoklonalis
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antitestet alkalmaztunk. Az adhézios molekuldk és az RNS interferencia ellenérzésénél B-aktint
(Sigma) és citokrom C-t (Santa Cruz), a MAPK utvonal aktivalasanak igazolasanal B-aktint
(Santa Cruz) alkalmaztunk. Ezutan a korabbi modszer szerint vizualizaltuk az eredményt. A
specificitas igazolasara, amennyiben rendelkezésre allt, specifikus neutralizaldo peptidet
alkalmaztunk, egyéb esetekben els6dleges antitest nélkiil végeztiik a kisérleteket, melyek soran

immunfestés nem jott 1étre.

Cél feheérje Faj Higitas Gyarto
PKCa nyul 1:1000 Sigma-Aldrich
PKCP nyul 1:1000 Sigma-Aldrich
PKCd nyul 1:200 Santa Cruz
PKCe nyul 1:1000 Sigma-Aldrich
Progen (Heidelberg,
Dsg-1 eger 1:25
Németorszag)
Serotec (Diisseldorf,
Dsg-3 nyul 1:250
Németorszag)
BD Biosciences Pharmingen (San
P-cad eger 1:250 _
Diego, CA, Egyesiilt allamok)
Erkl/2 eger 1:500 Sigma-Aldrich
phospho-Erk1/2  egér 1:500 Sigma-Aldrich
Cytochrom C eger 1:50 Santa Cruz
B-aktin eger 1:1000 Sigma-Aldrich
B-aktin eger 1:2000 Santa Cruz

2. tablazat Western blot soran alkalmazott elsodleges monoklondlis antitestek

Immuncitokémia
A NHEK-kon végzett immuncitokémiai vizsgalatok soran a sejteket 24-well plate-re
helyezett steril feddlemezen szélesztettiik és tenyésztettiik, majd acetonnal fixaltuk. A membran

permeabilizalasa 0,1% Triton-X-100 (Sigma-Aldrich) oldattal tortént. PBS oldattal torténd
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mosast kovetden az aspecifikus kdtéhelyeket 5% borja szérum albumint (BSA, Sigma-Aldrich)
tartalmazo PBS oldattal blokkoltuk (30 percig, szobahomérsékleten). Ezt kovetden a sejteket
nyulban termeltetett PKCa (1:200 higitasban, Sigma-Aldrich) és PKC6 (1:200 higitasban,
Santa Cruz) ellenes els6dleges antitesttel egy éjszakan keresziil 4°C-on inkubaltuk. PBS-sel
torténd mosast kovetden fluoreszcein-izotiocianat (Maksoud et al.) konjugalt masodlagos
antitesttel (1:200 higitasban, Vector Laboratories, Burligame, CA, Egyesiilt Allamok) kezeltiik
a sejteket 60 percig szobahémérsékleten. PBS-sel torténd mosas utan a sejtmagokat DAPI festés
(Vector Laboratories) segitségével tettiik lathatova. A negativ kontrollok esetében az elsddleges
antitestet kihagytuk a kisérlet soran vagy blokkol6 peptidet alkalmaztunk.

leirt jelolés eldtt a sejteket el6zdleg kiilonbozo ideig 0,27% glicerollal vagy 0,45% xilitollal
kezeltiik. A fluoreszcens festést Zeiss LSM 510 konfokalis mikroszkoppal (Oberkochen,

Németorszag) tettiik lathatova.

Kvantitativ “real-time” PCR (Q-PCR)

A PKC izoformdak RNS interferenciaval tortént lecsendesitésének ellendrzésére, a
keratinocita differenciacios markerek és gyulladasos utvonalak aktivalodasanak mRNS szintii
kimutatasara Q-PCR technikat alkalmaztunk, melyet ABI PRISM 7000 Sequence Detection
System (Applied Biosystems, Foster city, CA, Egyesiilt Allamok) géppel végeztiik 5 nukleaz
assay-t hasznalva. A sejtek teljes RNS tartalmat TRIzol reagenssel (Invitrogen) izolaltuk, majd
2-3 ng teljes RNS cDNS-sé torténd reverz transzkripciojat végeztik el 15 U AMV reverz
transzkriptaz (Promega, Madison, WI, USA) ¢és 0,025ug/ul random primer (Promega)

crer

k (Applied Biosystem) segitségével végeztiik a TagMan Universal PCR Master Mix Protokollt
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kovetve. Belso kontrollként a 3-aktint, illetve a ciklofilin A-t (Usai-Satta et al.) hataroztuk meg.

AtagMan primerek és probak azonositojat a 3. tablazat tartalmazza.

Cél gén Azonosito
PKCa Hs00176973 ml
PKCp Hs00176998 ml
PKCd Hs00178914 ml
PKCe Hs00178455 ml
IL-1a Hs00174092_ml
IL-1B Hs00174097 ml
IL-6 Hs00985639 ml
IL-8 Hs00174103_ml
IL-18 Hs01038788 ml
MMP 1 Hs00899658 ml
MMP 9 Hs00234579 ml
TNFa Hs00174128 ml
HLA-DR Hs00219575_ml
FLG Hs00856927 gl
LOR Hs01894962 sl
IVL Hs00846307 sl
OCL Hs00170162_ml
pB-aktin Hs99999903 ml
PPIA Hs99999904 ml

3. tablazat Q-PCR sordn alkalmazott primerek és probdak azonositoikkal

Az életképesség és proliferacio vizsgdalata MTT esszével
Az MTT-esszé alapja, hogy a sarga szinti 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-
difeniltetrazolium-bromidbol (MTT, Sigma-Aldrich) a tetrazolium gyliri mitokondrialis

dehidrogenazok altali hasitasa révén lila szinli formazan kristaly keletkezik. A sejteket 96 lyuka
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lemezekre szélesztettiik 10.000 sejt/lyuk denzitasban, majd xilitol és glicerol kiilonb6z6
koncentréacioival, kiillonbozo ideig kezeltiik dket. Ezt kovetden a tenyésztd oldat eltavolitasa
pipettaztunk, majd 37°C-on 2 6ran 4t inkubdltuk a sejteket. Az MTT oldat eltavolitasat
kovetéen minden lyukhoz 100 pl ,MTT szolubilizalo oldatot” (81 [V/V]% 2-propanol, 9
[VIV]% 1 M HCI, 10 [V/V]% Triton X-100; mindegyik Sigma-Aldrichtol) adtunk a formazan
kristalyok feloldasara, majd tizendt percig szobahdmérsékleten inkubaltuk a sejteket kozepesen
meg 565 nm-en FlexStation 3 késziilék (Molecular Devices) segitségével. A mért abszorbancia
aranyos az ¢l0 sejtek szdmaval. Minden kezelést legalabb négy ismétléssel végeztiink, az

adatokat a kontroll szdzalékaban, atlagtSEM formaban adtuk meg.

Az apoptozis vizsgadlata

A mitokondrialis membranpotencial csokkenése az apoptozis egyik legkorabbi markere.
Kisérleteink soran a mitokondrialis membranpotencial vizsgalatat a MitoProbe™ DilCy(5)
Assay Kit (Life Technologies, Carlsbad, CA, Egyesiilt Allamok) segitségével végeztiik el
(Dobrosi et al. 2008, Green and Reed 1998, Susin et al. 1998, Toth et al. 2011, Toth et al. 2009).
A Kkisérlet soran alkalmazott festék (1,1,3,3,3’,3"-hexametil-indodikarbocianin-jodid; a
tovabbiakban ,,DilC1 (5)”), a mitokondrialis membranpotencial fliggvényében halmozodik fel
a sejtek mitokondriumaiban, ezért a korai apoptotikus jeleket mutatd sejtekben csokkent
fluoreszcencia intenzitast detektalhatunk. A NHEK-kat 20.000 sejt/lyuk denzitasban
szélesztettiik 96 lyuku ,,black well/clear bottom” lemezekre (Greiner Bio One, Frickenhausen,
Germany), majd xilitol és glicerol MTT assay-nél alkalmazott koncentracidival kezeltiik 6ket
ugyanazon ideig. A feliiluszo eltavolitasa utan a sejteket 1:200 aranyban higitott DilC1(5)

munkareagenssel (50 pl/lyuk) 30 percig 37°C-on inkubaltuk. PBS-sel torténé mosast kovetden
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a fluoreszcencia intenzitast 630 nm-es hulldmhosszon gerjesztve, 670 nm-en detektalva mértiik
FlexStation 3 Fluorescence Image MicroPlate Reader késziilék (FLIPR; Molecular Devices,
San Fransisco, CA, Egyesiilt Allamok) segitségével. Minden kezelést négy ismétléssel
végeztiink, a relativ fluoreszcenciat a kezeletlen kontroll szazalékaban, 4tlagtSEM formaban

adtuk meg.

A nekrozis vizsgdlata

A kiilonféle anyagok sejtnekrozist okozo hatasat fluoreszcens SYTOX Green (Life
Technologies) jeloléssel végeztiik. A festék csak a nagymértékben sériilt plazma-, illetve
magmembranon keresztiil képes atjutni és a sejtmagban a duplaszala DNS-hez k6tédni. Az ép
plazmamembrannal rendelkez6, azaz €16 sejtekbe nem képes bejutni. A festék zold
fluoreszcencia intenzitasabol a tenyészetben 1évo citotoxikus folyamatokra kovetkeztethetiink.
A sejteket 96 lyuku ,,black well/clear bottom” lemezekre (Greiner Bio One) szélesztettiik
20.000 sejt/lyuk denzitasban, majd a poliolokkal kezeltiik 6ket. A feliiliszo eltavolitasa utan 1
37°C-on inkubaltuk a sejteket. PBS-sel torténd mosast kovetden FlexStation 3 késziilék
(Molecular Devices) segitségével 490 nm gerjesztési €s 520 nm emisszios hullamhossz mellett.
Minden kezelést négy ismétléssel végeztiink, a relativ fluoreszcencia intenzitast a kezeletlen
kontroll szazalékéaban, 4tlag:=SEM formaban adtuk meg.

Az SYTOX Green, illetve a DilCy(5) festékeket egyszerre adtuk a munkaoldathoz, igy

a folyamatokat egyszerre tudtuk vizsgalni ugyanabban a mintaban (Geczy et al. 2012).
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A sejtek intracelluldris kalcium koncentrdcidjanak ([Ca®*))) meghatdrozdsa Ca?*-imaging
technikaval

A NHEK-kban Iétrejové, poliolok okozta esetleges [Ca?*] valtozast fluorimetrids Ca?*-
imaging technikaval vizsgaltuk. A kisérletek soran Fluo-4 AM jelolést hasznaltunk. A Fluo-4
egy Ca?*-érzékeny fluoreszcens festék, ami a hozzakapcsolt ,,AM” (acetoxi-metilészter)
csoportnak kdszonhetden képes bejutni a sejtekbe, ahol nem-specifikus észterazok lehasitjak az
»AM” részt, csapdaba ejtve ezzel a Fluo-4-et a sejt belsejében. A Fluo-4-nek szabad kalcium
ion jelenlétében jelentdsen megnd a fluoreszcencia intenzitasa, amit a mérés soran
detektalhatunk. A vizsgalat soran a sejteket 10.000 sejt/lyuk striiségben 96-lyukt ,,black
well/clear bottom” lemezekre (Greiner Bio One) szélesztettiik. A mérés napjan haromszori
Hank oldatos (1% BSA, 2,5 mM Probenecid, 136,8 mM NaCl, 54 mM KCI, 0,34 mM
Na2HPOs, 0,44 mM KH2POs, 0,81 mM MgSOs, 1,26 mM CaClz, 5,56 mM gliikkoz, 4,17 mM
NaHCOg, pH 7,2, mindegyik Sigma-Aldrichtol) mosast kovetden a sejteket tapoldatban oldott
2 uM Fluo-4 AM (Invitrogen) festékkel 40 percig 37°C-on inkubaltuk. Ismételt mosas utan 1%
borju szérum albumin (BSA) és a nem-specifikus transzporterek gatlasara 2,5 mM Probenicid
(mindkett6 Sigma-Aldrichtol) tartalma Hank oldatban tartottuk a sejteket 30 percig, 37°C-on.
A Fluo-4 AM-rel feltoltott sejtek [Ca?*]i valtozasat FLIPR (Molecular Devices) késziilékkel
mértiik 494 nm gerjesztési €s 516 nm emisszios hulldmhosszokon. A kinetikai mérések kozben
a miszerbe épitett pipettorfe] segitségével automatikusan adagoltuk a sejtekhez a
kezeldanyagokat. Pozitiv kontrollként 180 uM ATP tartalmt oldatot, negativ kontrollként

kalcium mentes Hank oldatot alkalmaztunk.
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Statisztikai analizis
Az adatokat az IBM SPSS Statistics 19 (SPSS Inc., Armonk, NY, USA), illetve Origin
Pro Plus 6.0 szoftver (Microcal) segitségével, kétoldalu, kétmintas t-probaval vizsgaltuk, €s a

P<0,05 értékeket tekintettiik szignifikéns kiilonbségnek.
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Eredmények

l. A PKC izoenzimek hatasa az adhéziés molekulak Kifejezédésére human

epidermalis HaCaT keratinocitakon

Az adhézios molekulik kifejezddése HaCaT keratinocitak — sejtdenzitis-indukalta
differencialtsagi allapotanak fiiggvényében

Laboratoériumunkban korabban kimutattuk (Papp et al. 2003), hogy ha a HaCaT
keratinocitak elérik a konfluencia allapotat (vagyis bendvik a tenyésztdéedényt), a nagy
sejtdenzitas kovetkeztében beindul differencialodasi programjuk. Ezért elészor azt vizsgaltuk,
hogy az adhéziés molekulak kifejez6dése valtozik-e a konfluencia fliggvényében. Kisérleteink
soran a sejteket 9 napon keresztiil tenyésztettiik; a sejteket 1., 3., 5., 7. és 9. napon
Osszegyujtottilk, majd az adhézidés molekuldkra nézve Western blotot végeztiink, illetve
denzitometriaval kvantitativan is meghataroztuk a kapott eredményeket. A sejtek a 100%-0s
konfluenciat az 5. tenyésztési napon érték el (6. abra).

Megallapitottuk, hogy a kiilonb6z6é adhéziés molekulak kifejezédése eltéré modon
valtozott. A dsg-1 a szubkonfluens (vagyis még a proliferacio fazisaban 1év0) sejteken kevésbé
volt megtalalhato, mint a nagy sejtdenzitast elért, azaz differencialédo keratinocitakon. Ezzel
ellentétes modon a dsg-3 expresszidja a proliferacio fazisaban volt magas (1-5. napok kozott),
mig a posztkonfluens kultirakban gyakorlatilag nem volt detektalhat6. A P-cad kifejezddése is
ehhez hasonldan alakult; a molekula szintje a proliferalo sejtekben emelkedett volt, mig a
differencialodoakban alacsony (6. abra).

Mindezen eredmények 0sszhangban vannak azzal a kifejez6dési mintazattal, amely a
dsg-1, -3 és P-cad molekulak vonatkozasaban in vivo az epidermisz rétegeiben megfigyelheto.
Azaz, ahogyan korabban mar emlitettiik, a dsg-3 és P-cad a nagyobb proliferacios aktivitassal

jellemezhet6 Str. basale és az also spinosus rétegekben, mig a dsg-1 inkabb a differencialtabb
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Str. granulosumban fejezédik ki (Arnemann et al. 1993, Furukawa et al. 1994). Ez alapjan
megallapithatd, hogy a HaCaT keratinocitdk jol hasznalhatéak az adhézidés molekulak

kifejezddésének in vitro vizsgalatara.
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6. abra Az adhézios molekulak expressziojanak valtozdasa a tenyésztési napok

fliggvényében
(A) Az 1., 3., 5., 7. és 9. tenyészési napon Osszegyljtott HaCaT sejteken, adhézios
molekuldk (dsg-1, dsg-3, P-cad) elleni specifikus antitestek felhasznalasaval végzett
Western blot eredménye. 4-5 egymastol fiiggetlen kisérletet végeztiink el, melyek azonos
eredményt mutattak. (B) A Western blot soran kapott immunjelek denzitometrias
analizise soran nyert értékek, melyet a B-aktinra normalizaltunk, majd az eredményeket
szazalékban adtuk meg. Az adott kisérletben legerésebb jel intenzitasat vettilk 100 %-
nak.

Az adhézios molekulak kifejezodése kiilonféle PKC izoformdakat stabilan tultermelé HaCaT
keratinocitdkban

Laboratoériumunkban korabban mar kimutattuk, hogy a PKC izoenzimek rekombinans
overexpresszioja szignifikans mértékben befolyasolja a HaCaT keratinocitak in vitro és in vivo
sejtproliferaciot, mig a differencialodasi markerek (involukrin, filaggrin, transzglutaminaz-1)
kifejezddését fokozta. Ezzel ellentétben, a cPKCP és nPKCe esetében fokozott proliferaciot és

a differencialodas csokkenését észlelték (Papp et al. 2004).
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Jelen kisérleteinkben a harom adhéziés molekula kifejezodését elemeztiik a PKC
overexpresszor HaCaT keratinocitakon. Ehhez azonos (kb. 80-85 %-o0s) konfluencianal
Osszegylijtott, hasonlo proliferacios és differencialodasi stadiumban 1€vo sejteken Western blot

analizist végeztiink (7. abra).
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7. abra Az adhézios molekuldk expresszidja a kiilonféle PKC izoformdkat tultermeld

HaCaT keratinocitdkban izoforma specifikus modon valtozik
(A) Az egyes PKC izoenzimeket stabilan overexpresszald vagy a kontroll (K) esetén {ires
vektort tartalmazé sejteket Osszegyljtottiik, majd specifikus antitestek felhasznalasaval
Western blotot készitettiink az adhézios molekuldak kimutatasara. (B) A Western blot
soran kapott immunjelek denzitometrias analizise soran kapott értékeket P-aktinra
normalizaltuk, majd az értékeket szazalékban adtuk meg, ahol a kontroll (,,iires” vektorral
transzfektalt) sejtek vizsgalatakor kapott jel intenzitasat vettiik 100 %-nak. Az abran 5-6
fiiggetlen kisérlet atlag=SEM értékeit tiintettiik fel. A * szignifikans (p<0,05) eltéréseket
jeldl a kontrollhoz viszonyitva.

Azt talaltuk, hogy a dsg-1 kifejez0dése a differencialodast indukaldé PKCo
overexpresszidjakor szignifikansan ndvekedett, mig a hiperproliferativ PKCe overexpresszidja
jelentésen csokkentette ezen adhézids molekula expressziojat (a hipoproliferativ PKCa és a
hiperproliferativ PKCB nem valtoztatta meg a dsg-1 kifejez6dését). Az epidermisz alsobb
(proliferalo) rétegeiben in vivo elhelyezkedd dsg-3 (a vartnak megfelelden) a differencialodast

fokoz6 PKCa-t és o-t overexpresszald keratinocitdkban szignifikdnsan alacsony, mig a
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proliferaciot serkenté PKCe-t tultermeld sejtekben szignifikansan magas expresszids szintet
mutatott (a PKCp esetében nem volt kiilonbség a kontrollhoz képest). A dsg-3-hoz hasonlo in
Vvivo eloszlast mutaté P-cad szignifikdnsan fokozottan fejezddott ki a hiperproliferativ PKCp-t
tultermeld sejtekben, mig a hipoprolifertaiv PKCa és & overexpresszidja szignifikansan
csOkkentette expresszidjat (az ugyancsak hiperproliferativ PKCe izoenzim tultermeltetése nem

befolyasolta a P-cad kifejezddését).

Az adhézios molekulak kifejezodése HaCaT keratinocitdkban RNS-interferencia segitségével
szelektiven csokkentett PKC expresszio esetén

Kisérleteink kovetkez6 1épéseként RNSi technika (Griger et al. 2007) alkalmazasaval
kifejez6désében bekovetkezd valtozasokat. Az RNSi beavatkozas hatékonysaganak ellenérzése
céljabol Q-PCR-t, Western blotot, illetve annak denzitometrias analizisét végeztiik el (8. abra).
Megallapitottuk, hogy RNSi transzfekciot kovetden 48 oraval szignifikdns mértékben csokkent
valamennyi ,,célzott” PKC izoforma szintje (scrambled RNS-t tartalmazé mintak kb. 20%-ara).
Tekintettel arra, hogy nem tapasztaltunk mérhetd valtozast sem a tobbi (,,nem tamadott”) PKC
izoforma, sem a vizsgalt B-aktin kifejez6désében; valamint a scrambled RNS-ek sem
befolyasoltdk az endogén izoenzimek kifejez0dését, a beavatkozas szelektivnek bizonyult.

Tovabbi vizsgalataink soran ezért 48 oraig kezelt mintakat hasznaltunk.
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8. abra RNSi transzfekcio hatékonysaganak idofiiggése fehérje és mRNS szinten
(A) Transzfekciot kovetéen 12, 24 és 48 6ra mulva adott PKC izoformék iranyaban
végzett Western blot immunjeleinek denzitometrias analizise soran nyert optikai denzitas
[-aktinra normalizalt értékei, melyeta kontroll (scrambled) szazalékaban adtuk meg. (B)
Ezzel parhuzamosan Q-PCR technika segitségével kimutatott PKC izoformak mRNS -
aktinra normalizalva, a scrambled kontroll szazalékaban megadva. A * szignifikans
(p<0,05) eltéréseket jeldl a kontrollhoz viszonyitva.

A PKC overexpresszio esetében kapott eredményekhez képest ugyanazon PKC
izoformék szelektiv down-regulacigja ellentétes modon valtoztatta meg az adhézidés molekulak
kifejezodését (9. abra). A dsg-1 kifejezddése szignifikans moédon fokozddott a hiperproliferativ
PKCB, mig szignifikdnsan csokkent a differencialdédast fokoz6 PKCS downregulacidja esetén
(a PKCa és a B szintjének csokkentése nem okozott érdemi valtozast). A dsg-3 vizsgalata soran
azt tapasztaltuk, hogy a differencialodast indukalé PKCa és 6 szintjének molekularis
csokkentése szignifikans mértékben fokozta, mig a proliferacioért felelos PKCe down-
regulacioja szignifikdnsan csokkentette a szintjét (az ugyancsak hiperproliferativ hatasu PKCp
szintjének modositasa nem befolyasolta a dsg-3 expresszidjat). A legdramaibb valtozast a P-
cad vizsgalatakor tapasztaltuk. Megallapitottuk, hogy a keratinociték differencialodéasat fokozé
PKCa ¢és o kifejezddésének csokkentése szignifikdns mértékben megndvelte, mig a
hiperproliferativ PKC B és € down-regulacioja szignifikans mértékben lecsdkkentette a P-cad

expresszigjat.
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(A) RNSI (si) technikaval “géncsendesitett” sejteken (transzfekciot kovetd 48 dra miilva)
végzett Western blot a PKC izoformék, a kiilonféle adhézios molekulak, valamint a -
aktin, mint endogén kontroll kifejezddésének kimutatasara, mely 5-6 hasonld eredményt
ado kisérlet egyikét mutatja, piros keretben a valtozasokat kiemelve. (B) A Western blot
soran kKapott immunjelek denzitometrias analizisének eredménye f-aktinra normalizalva
a kontroll (scrambled RNSi probat tartalmazoszazalékaban megadva (kontroll=100%).
Az &bran 6 fliggetlen kisérlet atlag£SEM értékeit tiintettiik fel. A * szignifikans (p<0,05)

eltéréseket.

A szelektiv PKC6 inhibitor rottlerin hatasa az adhézios molekulik kifejezodésére HaCaT

keratinocitdkban

A fenti eredményeket mas modszerekkel is megerdsitendd farmakologiai modszerekkel

folytattuk vizsgalatainkat. Mivel kereskedelmi forgalomban csak a PKC3d-nak van specifikus
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9. abra Az adhézios molekuldk kifejezodése RNSi technikdval szelektiven down-regulalt

PKC izoenzimek esetéen HaCaT keratinocitakban
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gatloszere (a tobbi izoforma specifikusnak vélt gatloszerérdl ugyanis kidertilt, hogy egyéb
enzimeket is gatolnak, (Alessi 1997), igy farmakologiai kisérleteinkben a rottlerint alkalmaztuk

(Gschwendt et al. 1994), mely 5 uM koncentraci6 alatt képes a PKC9 szelektiv gatlasara.
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10. abra A PKCo gatloszer rottlerin hatasa az adhézios molekuldk expressziojara

crer

kovetden, az adhéziés molekulak elleni specifikus antitestek felhasznalasaval Western
blotot készitettiink. A kisérleteket 4-5 ismétléssel végeztiik el, melyek hasonlo eredményt
adtak. (B) A kapott immunjelek denzitometrias analizisével nyert értékeket B-aktinra
normalizaltuk, majd a kontroll (kezeletlen) szazalékaban adtuk meg (kontroll=100%). Az
abran 4-5 fiiggetlen kisérlet atlag+SEM értékeit tiintettiik fel. A * szignifikans (p<0,05)
eltéréseket jeldl a kontrollhoz viszonyitva.

crey

rottlerint tartalmazo6 oldattal kezeltiik, majd western blot technikéval vizsgaltuk az adhézids
molekulak szintjét (10. abra). Megallapitottuk, hogy a rottlerin dozisfliiggé6 modon szignifikans
mértékben lecsokkentette a dsg-1, mig fokozta a dsg-3 és P-cad expreszigjat (a kezeletlen

kontrollhoz képest). Ezen eredményeink megerésitették a PKCS overexpressszor, illetve a

PKCd-specifikus RNSi transzfektalt keratinocitak vizsgalatakor kapott eredményeket.
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1. A glicerol és xilitol hatasa a barrier Kkialakulasaban szerepet jatszo
mechanizmusokra és jelatviteli folyamatokra normal human epidermalis keratinocitakon

(NHEK)

A poliolok nem befolyasoljik az NHEK-k proliferdcidjat és életképességét

Kisérleteinkben elséként azt vizsgaltuk, hogy hatassal vannak-e a poliolok (glicerol,
xilitol) a tenyésztett NHEK-k novekedésére és talélésére. A 60-70 %-0s konfluencian névekvo
NHEK-Kkat (prekonfluens, vagyis proliferald) 0,0027-0,27%-0s glicerollal, illetve 0,0045-
0,45%-o0s xilitollal (azonos ozmolaritas mellett) kezeltiink 24, 48 és 72 6ran keresztiil, majd az
¢letképes sejtek aranyat kolorimetrias MTT assay-vel hataroztuk meg (11. abra).
Eredményeink azt mutattak, hogy egyik poliol sem okozott mérhet6 koncentracio vagy
id6fuggd csokkenést a sejtek é€letképességében. Mivel tovabbi DilCi(5) és Sytox Green
festéssel is ki tudtuk zarni az anyagok apoptozist vagy nekrozist okozd hatasat (nincs
bemutatva), ezt kovet6 kisérleteinkben a legmagasabb koncentraciokat (0,27% glicerol, 0,45%

xilitol) alkalmaztuk.

A xilitol és glicerol hatdsa a keratinocitikban expresszalodo differencidcidaloddsi és barrier
markerek kifejezédésére

Ezt kovetden kiilonb6zd differencidltsagi allapoti (konfluenciaji) sejttenyészetekben
vizsgaltuk a poliolok hatasat azon molekulak (filaggrin, involukrin, lorikrin, okkludin)

expresszidjara, melyek koOzponti szerepet jatszanak az epidermalis Keratinocitak

------

2003).
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11. abra A poliolok nem befolydsoljak a NHEK-k proliferdcidjat
Prekonfluens (vagyis proliferalo) NHEK sejtkultarat 0,0027, 0,027, 0,27%-0s glicerollal
¢és 0,0045, 0,045, 0,45%-0s xilitollal kezeltiink 24, 48 és 72 6ran keresztiil, majd MTT
esszé segitségével vizsgaltuk a sejtek életképességét és novekedési litemét. Az adatokat
atlag=SEM értékben tiintettiik fel. Harom kisérletsorozat azonos eredményeket mutatott.
Kimutattuk, hogy a vizsgalt anyagok sem id6- (a legnagyobb koncentraciot alkalmazva)
(A), sem dozisfiiggd (B) modon nem befolyasoljak az epidermalis Keratinocitak

crcr

Mivel ismert, hogy a NHEK-k differencialodasi programja a konfluencia elérését
kovetéen automatikusan beindul (nagy sejtdenzitas indukalta differencialodas) (Czifra et al.
2012, Olah et al. 2012), ezért eldszor prekonfluens NHEK sejtkultiran Q-PCR technikaval

vizsgaltuk a poliolok hatasat (12. abra). A keratinocita differencialédasi markereket vizsgalva
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megallapitottuk, hogy mind a glicerol, mind a xilitol jelentés és szignifikdns mértékben
megndovelte a filaggrin mRNS szintli expresszidjat 24 és 48 oras kezelést kovetden egyarant,
valamint szignifikans mértékben fokozta a lorikrin szinjét 24 ora elteltével (az involukrin
esetében csak tendenciozus ndvekményt mértiink a 24 6ras mintakban).

A posztkonfluens, vagyis mar differencialodé sejtkultarakban vizsgalva a két poliol
hatésat, azt tapasztaltuk, hogy 48 ora eltelte utan a glicerol szignifikans mértékben fokozta a
filaggrin és lorikrint kifejez6dését (de nem volt hatassal az involukrin szintjére). Ehhez hasonlo
hatast mutatott a masik poliol, de a filaggrin és lorikrin kifejez6désének szignifikans novelése
kovetden (12. abra).

A fenti markerek mellett vizsgaltuk a tight junction-ok felépitésében szerepet jatszo
okkludin kifejez6dését is, mely az epidermalis barrier kialakulasanak és fenntartasanak egyik
kulcsmolekulaja (Fuchs 1990). Megallapitottuk, hogy mindkét poliol szignifikans mértékben
fokozta az okkludin kifejez6dését 48 oras kezelést kovetGen a pre- és posztkonfluens
sejtkultarakban egyarant (12. abra).

Mindezen adatok azt sugalljak, hogy a poliolok — az epidermalis keratinocitak
differencialodasanak fokozasa révén — pozitiv hatassal rendelkeznek a barrier felépitésére

éslvagy helyreallitasara vonatkozodan.
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12. abra. A glicerol és xilitol kiilonbozé modon befolydsolja a keratinocita

differencialodasi és barrier markerek kifejezodését.
Prekonfluens (vagyis proliferalo) és posztkonfluens (vagyis differencialodo) NHEK-kat
0,27%-os glicerol oldattal and 0,45%-o0s xilitol oldattal kezeltiink 24, illetve 48 6ran at.
Ezt kovetéen Q-PCR technika segitségével vizsgaltuk a filaggrin (A), lorikrin (B),
involukrin (C) és okkludin (D) mRNS expresszidjat. Az adatokat AACT moddszerrel
kalkulalva, PPIA-ra és kezeletlen kontrollra normalizalva adtuk meg, ahol a kontroll
érteke 1. Az eredmények harom kiillonb6z0 meghatarozas atlag + SD értékét mutatjak.
Két teljesen kiilonb6z6 kisérlet azonos eredményeket mutatott. Szignifikansnak a p<0,05
(*-gal jelolve) értékeket tekintettiik.
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A poliolok nem befolydsoljik az NHEK-k intracelluldris Ca’* koncentrdcidjdt

Tekintettel arra, hogy a keratinocitak proliferacios és differencialédasi folyamatainak
szabalyozasaban igen jelentds szerepe van a Kalciumnak, kisérleteink kdvetkezé részében Ca?*-
Imaging technika alkalmazasaval vizsgaltuk, hogy a polioloknak van-e hatasa az intracellularis
Ca?* koncentraciora (13. abra). Megallapitottuk, hogy egyik poliol sem befolyasolja a Ca2*

koncentréciot, vagyis hatasukat valamilyen mas jelatviteli utvonalon fejtik ki.
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Fluorimetrids Ca?* imaging technika alkalmazasaval, Fluo-4 AM festéket hasznalva a
glicerol (0,27%) és xilitol (0,45%) hatasara nem alakul ki intracellularis kalcium
koncentraci6 véltozasa keratinocitdkban. Pozitiv kontrollként ATP-t (180 pM)
hasznaltunk, a fluoreszcenciat (melyet relativ fluoreszcencia egységben adtunk meg) az
alapvonalra normaltuk. Két elvégzett kisérlet azonos eredményt adott.

A poliolok hatdsa kiilonbozd jelatviteli folyamatokra

Amint kordbban részleteztilk, a PKC izoenzimek kozponti szerepet jatszanak a
keratinocitak ¢letfolyamatainak szabalyozasaban. Laboratériumunk kordbban kimutatta, hogy
a PKCa ¢és o izoformak aktivitisanak megnovelése fokozza a human Keratinocitak
differencialodasat (Gschwendt et al. 1994); ezért megvizsgaltuk azt is, hogy a poliolok hasonld
hatasaban részt vesznek-e ezen izoformak. Mivel (ahogy fent részleteztiik) a PKC enzimek

aktivalodasuk soran megvaltoztatjak szubcellularis lokalizaciojukat (azaz pl. a citoplazmabol a
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magmembranba  transzlokdlodnak), ezért konfokalis mikroszkép — alkalmazésaval

tanulmanyoztuk a poliolok hatdsat a PKCa ¢€s 3 sejten beliili elhelyezkedésére.

A Kontroll

Glicerol

30 minf

Xilitol

10 min

B Kontroll

Glicerol

10 min 2 i 60 min

Xilitol

14. abra A xilitol a PKC9 szeletiv transzlokdciojat valtja ki NHEK-0n
NHEK-kat glicerollal (0,27%) és xilitollal (0,45%) 10, 30 és 60 percen keresztiil
kezeltiink, majd a PKCo-t (A) és a PKCo-t (B) fluoreszcens festékkel megjeldlve
konfokalis mikroszkop segiségével (“z-stack” modban, masodik kép a fed6lemez
szintjétél) hataroztuk meg az izoenzimek szubcellularis lokalizaciojat. A PKCa esetében
nem észleltiink valtozast a kezelések hatasara, mig a PKCS esetében xilitol hatasara
transzlokacio volt kimutathato (nyilakkal jelezve). Lépték: 10 pm. Két kiilonbozé kisérlet
azonos eredményt mutatott.
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Megallapitottuk, hogy a poliolok nem valtoztattdk meg a PKCoa szubcelluléris
lokalizaciojat (14/A. abra). Bebizonyosodott ugyanakkor az is, hogy a xilitol (a glicerollal
A MAPK rendszer, hasonléan a PKC rendszerhez, szamos keratinocita funkci6 kézponti
szabalyoz6 eleme (Eckert et al. 2002). Ezért azt is vizsgaltuk, hogy befolyasoljak-e a poliolok
a MAPK jelatviteli utvonal aktivitasat. Western blot technika alkalmazéséaval azt talaltuk, hogy
mindkét altalunk vizsgalt poliol a MAPK kaszkad aktivacidjat valtotta ki, amit az Erk1/2

(p42/44) MAPK tranziens foszforilacioja jelzett (15. abra).

OD: 1 55 27,6 2,7 26,6 1 244 9,13 325 28,7
Erk1/2 :____;___:-_—-: =-~__;==:~_:
P-Erk1/2 b = — = =

£S5 5 85 & 55 &5
Glicerol Xilitol

15. abra Mindkét poliol aktivalja a MAPK-ErK jelatviteli utvonalat NHEK-on
NHEK-kat glicerollal (0,27%) és xilitollal (0,45%) 10, 30 és 60 percen keresztiil
kezeltiink, majd Western blot technika alkalmazasaval vizsgaltuk az Erk1/2a — foszfo-
Erk1/2 atalakulést, melyek a 42 kDa/44 kDa-nak megfelel sdvban voltak kimutathatok.
Pozitiv kontrollként PMA-t hasznaltuk. Két kisérlet hasonl6 eredményt mutatott.

Ezen kisérletes eredményeink azt sugalljak, hogy a glicerol és a xilitol feltehetéen

kiilonb6z6 hatasmechanizmussal befolyasoljak az epidermalis keratinocitak differencialédasat.

A poliolok hatdsa a gyulladdsos medidatorok termelidésére és kifejezodésére

A barrier és bor integritas szempontjabol szintén fontos tényez6 a gyulladasban szerepet
jatszo fehérjék aktivacioja, termelddése. Ezért kiilonbozé gyulladas modellekben vizsgéltuk,
hogy a xilitol és glicerol hogyan valtoztatja meg mRNS szinten az inflammatorikus citokinek
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(IL-ek, TNFa, matrix metalloproteazok, MMP) expresszidjat a keratinocitakban. A NHEK-kat
a toll-like receptor (TLR) Gtvonal aktivatoraival kezeltiik (O'Neill et al. 2013); az LTA a TLR-
2 utvonalat aktivalo Gram pozitiv bakterialis endotoxin; a poly-IC a TLR-3 iranyaban hato,
virusfertézésnek megfeleld aktivaciot indukal; mig a TLR-4 aktivacidhoz LPS-t hasznaltunk,
ami egy Gram negativ bakteridlis endotoxin. Vizsgaltuk ezen anyagok hatdsat kiilonbozo
gyulladasos mediatorok (IL-1a, IL-1B, IL-6, IL-18, IL-8, TNF-a, MMP1 és MMP9) mRNS
szintli expressziojara. Elemeztiik tovabba, hogy valtozik-e HLA-DR expresszid, melyrdl
leirtak, hogy szerepet jatszik a keratinocitak immun aktivaciojaban, a gyulladasban és TLR
jelatvitelben (Farthing et al. 1992, Travers et al. 1999) (4/A-1. tablazat). A HLA-DR expresszio
vizsgalatakor enyhe donorfiiggést tapasztaltunk; lathato volt ugyanakkor egy tendencia, hogy a
poliolok képesek voltak meggatolni a TLR-indukalt HLA-DR expresszio-fokozodast azon
esetekben, amikor az utvonal aktivalhato volt. A Xilitol esetében ez a hatas szignifikansnak
bizonyult. (4/A. tablazat). Bar némi donor dependencia az IL-1a és IL-1 altal kozvetitett TLR
upregulacio esetében is megfigyelhetd volt, dsszességében mind a xilitol, mind a glicerol
szignifikansan csokkentette ezen IL-k kifejez6dését (4/B-C. tablazat). Az IL-6 és IL-18
esetében a poliolok kevésbé bizonyultak hatékonynak, illetve az IL-8 TLR-medialt
kifejez6dését is csak kismértékben csokkentették (4/D-F. tablazat). A xilitol azonban
meglehetdsen effektivnek bizonyult a poly-1C indukalta TNF-o upregulacio kivédésében (4/G.
tablazat). MMP1 és MMP9 esetében azt tapasztaltuk, hogy TLR aktivaciora adott valasz
kevésbé volt kifejezett, de mindkét poliol (foként a Xilitol) hatasara szignifikans modon

csokkent a TLR-indukalt MMP9 expresszio (4/H-1. tablazat).
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HLA-DRA

4/A

Donor1 |Donor2 |Donor3 |Donor4 |Donor5 |Donor6 |Donor?7 |Donor8 |Donor?9
Kontroll 1 1 1 u/l u/ u/ u/l u/ 1.00
LPS U/l u/l u/l u/ U/
LPS+Gly [NI NI NI U/l u/l u/l u/ U/ NI
LPS+Xyl u/l u/l u/l u/ u/
LTA 1.76 u/l u/l u/i u/ u/
LTA+Gly [NI 1.04# NI u/l u/l u/l u/ u/ NI
LTA+Xyl 1.05# u/l u/l u/l u/ u/
pIC 8.38 2.86 u/l u/l u/i u/ u/
pIC+Gly NI 3.76# 1.05# u/l u/l u/l u/i u/ NI
pIC+Xyl 1.59* 2.00# u/l u/l u/i u/i u/

4/A. tablazat Poliolok hatdsa a HLA-DRA kifejezédésére

9 donortdl szarmazé keratinocita tenyészetet kiilonbozé TLR aktivatorokkal (LTA, mint TLR2; poly-IC-pIC, mint TLR3; LPS, mint TLR4
aktivator) kezeltiink, majd 0,27%-0s glicerol és 0,45%-0s xilitol oldatot adtunk a sejtekhez. Ezt kovetden Q-PCR segitségével megmértitk a HLA-
DRA mRNS expresszidjat, a AACT modszert hasznalva. A tablazatban feltiintetett adatokat a PPIA, mint belsé kontrollra normalizalva, a sajat
kontrollt (csak LTA, pIC vagy LPS kezelt) 1-nek véve tiintettiik fel. Minden kisérletet haromszor végeztiink el. Szin kéd: zold betii, zold hattér és
*: szignifikans expresszid csokkenés(P<0,05), fekete betii, sarga hattér és #: down-regulaciora utal6 tendencia (nem szignifikans), piros betti, fehér
hattér és #: up-regulaciora utald tendencia, piros betii, piros hattér és *: szignifikans (P<0,05) up-regulacidé, N/D: nem mérthet6, U/l: nem
azonosithatd, nem indukalhato (NI): <1,5x up-regulacio észlelhet6 az aktivatorral kezelt csoportban a kezeletlenhez képest.
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IL-1a

4/B

Donor1 |Donor2 |Donor3 |Donor4 |Donor5 |Donor6 |Donor7 |Donor8 |Donor9
ctrl 1 1 1 1 1 1 1 1 1
LPS 271 1.63
LPS+Gly ]2.38 NI NI NI 1.66 NI NI NI NI
LPS+Xyl 1.15* 1.62
LTA 3.19 2.10 1.68 1.99 1.64
LTA+Gly |3.17 NI 2.13 NI 1.66 1.64* NI 1.94* NI
LTA+Xyl |1.66* 1.47* 1.57 1.76* 1.57
pIC 1.86 3.37 1.92 1.88 2.01 1.98 1.93
pIC+Gly 1.32* 3.59 1.33* NI 1.26* NI 2.05 2.19* 1.58*
pIC+Xyl 1.27* 2.40# 1.45* 1.53# 1.97 2.24 2.79*

4/B. tablazat Poliolok hatasa az IL-1a kifejezddésére

9 donortdl szarmazé keratinocita tenyészetet kiilonbozé TLR aktivatorokkal (LTA, mint TLR2; poly-IC-pIC, mint TLR3; LPS, mint TLR4
aktivator) kezeltiink, majd 0,27%-o0s glicerol és 0,45%-0s xilitol oldatot adtunk a sejtekhez. Ezt kovetéen Q-PCR segitségével megmértiik a HLA-
DRA mRNS expresszidjat, a AACT modszert hasznalva. A tablazatban feltiintetett adatokat a PPIA, mint belsd kontrollra normalizalva, a sajat
kontrollt (csak LTA, pIC vagy LPS kezelt) 1-nek véve tiintettiik fel. Minden kisérletet haromszor végeztiink el. Szin kéd: zold betii, zold hattér és
*: szignifikans expresszid csokkenés(P<0,05), fekete betii, sarga hattér és #: down-regulaciora utal6 tendencia (nem szignifikans), piros betii, fehér
hattér és #: up-regulaciora utald tendencia, piros betii, piros hattér és *: szignifikans (P<0,05) up-regulacidé, N/D: nem mérthet6, U/l: nem
azonosithatd, nem indukalhat6 (NI): <1,5x up-regulacio észlelhetd az aktivatorral kezelt csoportban a kezeletlenhez képest.
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IL-1p

4/C

Donor1 |Donor2 |Donor3 |Donor4 |Donor5 |Donor6 |Donor7 |Donor8 |Donor9
ctrl 1 1 1 1 1 1 1 1 1
LPS 6.91 1.75
LPS+Gly |7.62# NI NI NI 1.84 NI NI NI NI
LPS+Xyl |2.41* 1.78
LTA 8.88 1.59 3.17 1.93 2.36 1.55 1.58
LTA+Gly |10.74# 1.86# 3.32 NI 1.83 NI 2.14 1.56 1.49
LTA+Xyl |3.74* 2.14# 3.62 1.75* 1.81* 1.37* 1.52
pIC 421 13.44 4.57 2.78 1.86 2.32 2.59
pIC+Gly [2.90* 16.49%# 4.37 NI 1.11* NI 1.50* 2.17 1.75*
pIC+Xyl 0.78* 9.06* 3.83* 2.33* 2.70* 1.83* 3.72*

4/C. tablazat Poliolok hatasa az IL- 15 kifejezédésére

9 donortdl szarmazé keratinocita tenyészetet kiilonbozé TLR aktivatorokkal (LTA, mint TLR2; poly-IC-pIC, mint TLR3; LPS, mint TLR4
aktivator) kezeltiink, majd 0,27%-0s glicerol és 0,45%-0s xilitol oldatot adtunk a sejtekhez. Ezt kovetden Q-PCR segitségével megmértitk a HLA-
DRA mRNS expresszidjat, a AACT modszert hasznalva. A tablazatban feltiintetett adatokat a PPIA, mint belsé kontrollra normalizalva, a sajat
kontrollt (csak LTA, pIC vagy LPS kezelt) 1-nek véve tiintettiik fel. Minden kisérletet haromszor végeztiink el. Szin kéd: zold betii, zold hattér és
*: szignifikans expresszid csokkenés(P<0,05), fekete betii, sarga hattér és #: down-regulaciora utalo tendencia (nem szignifikans), piros betii, fehér
hattér és #: up-regulaciora utald tendencia, piros betii, piros hattér és *: szignifikans (P<0,05) up-regulacioé, N/D: nem mérthet6, U/I: nem
azonosithatd, nem indukalhat6 (NI): <1,5x up-regulacio észlelhetd az aktivatorral kezelt csoportban a kezeletlenhez képest.
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IL-6

4/D

Donor1 |Donor2 |Donor3 |Donor4 |Donor5 |Donor6 |Donor7 |Donor8 |Donor9
ctrl 1.00 N/D 1 1 1 1 1 1 1
LPS N/D 2.72 1.67 2.42
LPS+Gly |[NI N/D NI 2.11# 2.10* NI NI NI 1.88#
LPS+Xyl N/D 2.25# 1.14* 1.36#
LTA 1.86 N/D
LTA+Gly |0.90# N/D NI NI NI NI NI NI NI
LTA+Xyl ]1.69 N/D
pIC 2.00 N/D 11.88 18.19 115.45 7.51 44.43 14.55
pIC+Gly 1.18# N/D 70.92* 10.17# 177.28* | NI 13.13# 48.56# 5.82*
pIC+Xyl 2.17 N/D 12.75 13.70# 62.09* 6.31# 41.87# 13.26#

4/D. tablazat Poliolok hatdsa az IL-6 kifejezddésére

9 donortdl szarmazé keratinocita tenyészetet kiilonbozé TLR aktivatorokkal (LTA, mint TLR2; poly-IC-pIC, mint TLR3; LPS, mint TLR4
aktivator) kezeltiink, majd 0,27%-o0s glicerol és 0,45%-0s xilitol oldatot adtunk a sejtekhez. Ezt kovetéen Q-PCR segitségével megmértiik a HLA-
DRA mRNS expresszigjat, a AACT modszert hasznalva. A tablazatban feltiintetett adatokat a PPIA, mint belsé kontrollra normalizalva, a sajat
kontrollt (csak LTA, pIC vagy LPS kezelt) 1-nek véve tiintettiik fel. Minden kisérletet haromszor végeztiink el. Szin kéd: zold betii, zold hattér és
*: szignifikans expresszid csokkenés(P<0,05), fekete betii, sarga hattér és #: down-regulaciora utal6 tendencia (nem szignifikans), piros betti, fehér
hattér és #: up-regulaciora utald tendencia, piros betii, piros hattér és *: szignifikans (P<0,05) up-regulacioé, N/D: nem mérthet6, U/I: nem
azonosithatd, nem indukalhat6 (NI): <1,5x up-regulacio észlelhetd az aktivatorral kezelt csoportban a kezeletlenhez képest.
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4/E IL-8

Donor1 |Donor?2 |Donor3 |Donor4 |Donor5 |Donor6 |Donor7 |Donor8 |Donor9
ctrl 1 N/D 1 1 1 1 1 1 1
LPS NI N/D 1.82 471 1.84 NI 4.25 NI NI
LPS+Gly N/D 0.87* 5.55# 2.74* 2.54*
LPS+Xyl N/D 6.22# 6.63# 2.47* 3.54*
LTA NI N/D 7.37 1.80 NI NI 3.59 2.15 NI
LTA+Gly N/D 38.32* 1.96 3.04* 2.99#
LTA+Xyl N/D 54.10* 1.44 4.09* 2.31*
pIC NI N/D 241.40 451 8.96 1.77 22.09 33.03 12.64
pIC+Gly N/D 790.02* | 4.02 12.18* 1.94 41.58*  |41.71* 13.46#
pIC+Xyl N/D 531.63* |8.91* 12.65* 2.14# 31.57* |49.23* 16.00*

4/E. tablazat Poliolok hatdsa az IL-8 kifejezédésére

9 donortdl szarmazé keratinocita tenyészetet kiilonbozé TLR aktivatorokkal (LTA, mint TLR2; poly-IC-pIC, mint TLR3; LPS, mint TLR4
aktivator) kezeltiink, majd 0,27%-o0s glicerol és 0,45%-0s xilitol oldatot adtunk a sejtekhez. Ezt kovetéen Q-PCR segitségével megmértiik a HLA-
DRA mRNS expresszidjat, a AACT modszert hasznalva. A tablazatban feltiintetett adatokat a PPIA, mint belsd kontrollra normalizalva, a sajat
kontrollt (csak LTA, pIC vagy LPS kezelt) 1-nek véve tiintettiik fel. Minden kisérletet haromszor végeztiink el. Szin kéd: zold betii, zold hattér és
*: szignifikans expresszid csokkenés(P<0,05), fekete betii, sarga hattér és #: down-regulaciora utal6 tendencia (nem szignifikans), piros betii, fehér
hattér és #: up-regulaciora utald tendencia, piros betii, piros hattér és *: szignifikans (P<0,05) up-regulacioé, N/D: nem mérthet6, U/I: nem
azonosithatd, nem indukalhat6 (NI): <1,5x up-regulacio észlelhetd az aktivatorral kezelt csoportban a kezeletlenhez képest.
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IL-18

4/F

Donor1 |Donor?2 |Donor3 |Donor4 |Donor5 |Donor6 |Donor?7 |Donor8 |Donor9
ctrl 1 1 1 1 1 1 1 1 1
LPS 11.81 1.52 391
LPS+Gly [9.50# NI 1.72 NI NI NI NI NI 2.70#
LPS+Xyl [4.22* 2.444 1.79%
LTA 5.32 1.55 2.54 1.54
LTA+Gly [12.19* NI 1.63 NI NI NI 2.42 NI 1.58
LTA+Xyl |[3.82# 2.39% 1.96* 2.18#
plC 3.08
pIC+Gly |3.74 NI NI NI NI NI NI NI NI
pIC+Xyl 1.30#

4/F. tablazat Poliolok hatasa az IL-18 kifejezddésére

9 donortdl szarmazé keratinocita tenyészetet kiilonbozé TLR aktivatorokkal (LTA, mint TLR2; poly-IC-pIC, mint TLR3; LPS, mint TLR4
aktivator) kezeltiink, majd 0,27%-o0s glicerol és 0,45%-0s xilitol oldatot adtunk a sejtekhez. Ezt kovetéen Q-PCR segitségével megmértiik a HLA-
DRA mRNS expresszidjat, a AACT modszert haszndlva. A tablazatban feltiintetett adatokat a PPIA, mint belsd kontrollra normalizalva, a sajat
kontrollt (csak LTA, pIC vagy LPS kezelt) 1-nek véve tiintettiik fel. Minden kisérletet haromszor végeztiink el. Szin kéd: zold betii, zold hattér és
*: szignifikans expresszid csokkenés(P<0,05), fekete betii, sarga hattér és #: down-regulaciora utal6 tendencia (nem szignifikans), piros betii, fehér
hattér és #: up-regulaciora utald tendencia, piros betii, piros hattér és *: szignifikans (P<0,05) up-regulacié, N/D: nem mérthet6, U/l: nem
azonosithatd, nem indukalhat6 (NI): <1,5x up-regulacio észlelhetd az aktivatorral kezelt csoportban a kezeletlenhez képest.
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TNF-a

4/G

Donor1 |Donor2 |Donor3 |Donor4 |Donor5 |Donor6 |Donor7 |Donor8 |Donor?9
Ctrl N/D 1 1 N/D N/D 1 1 1 1
LPS N/D N/D N/D 3.12 1.67
LPS+Gly |N/D NI NI N/D N/D NI 1.77* 1.22* NI
LPS+Xyl |N/D N/D N/D 2.20# 1.64
LTA N/D N/D N/D 1.58 1.65
LTA+Gly |N/D NI NI N/D N/D NI 1.28* 1.79 NI
LTA+Xyl |N/D N/D N/D 1.74 1.99*
pIC N/D 24.65 14.49 N/D N/D 1.87 10.87 33.39 12.26
pIC+Gly [N/D 21.88# 11.444 N/D N/D 1.71 10.48 35.28 6.36*
pIC+Xyl N/D 8.86* 6.37* N/D N/D 0.78* 11.92# 25.37* 16.46*

4/G. tablazat Poliolok hatasa a TNF-o. kifejezédésére

9 donortdl szarmazé keratinocita tenyészetet kiilonbozé TLR aktivatorokkal (LTA, mint TLR2; poly-IC-pIC, mint TLR3; LPS, mint TLR4
aktivator) kezeltiink, majd 0,27%-os glicerol és 0,45%-0s xilitol oldatot adtunk a sejtekhez. Ezt kovetden Q-PCR segitségével megmértitk a HLA-
DRA mRNS expresszigjat, a AACT modszert hasznalva. A tablazatban feltiintetett adatokat a PPIA, mint belsé kontrollra normalizalva, a sajat
kontrollt (csak LTA, pIC vagy LPS kezelt) 1-nek véve tiintettiik fel. Minden kisérletet haromszor végeztiink el. Szin kéd: zold betii, zold hattér és
*: szignifikans expresszid csokkenés(P<0,05), fekete betii, sarga hattér és #: down-regulaciora utal6 tendencia (nem szignifikans), piros betii, fehér
hattér és #: up-regulaciora utald tendencia, piros betii, piros hattér és *: szignifikans (P<0,05) up-regulacioé, N/D: nem mérthet6, U/I: nem
azonosithatd, nem indukalhat6 (NI): <1,5x up-regulacio észlelhetd az aktivatorral kezelt csoportban a kezeletlenhez képest.
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MMP1

4/H

Donor1 |[Donor2 |Donor3 |Donor4 |Donor5 |Donor6 |Donor7 |Donor8 |Donor?9
ctrl N/D 1 1 N/D N/D 1 1 1 1
LPS N/D N/D N/D
LPS+Gly |N/D NI NI N/D N/D NI NI NI NI
LPS+Xyl N/D N/D N/D
LTA N/D 1.73 5.72 N/D N/D 1.79 1.52
LTA+Gly |N/D 1.67 4.97# N/D N/D NI 1.08* NI 1.05*
LTA+Xyl |N/D 4.18* 7.72# N/D N/D 1.83 1.52
pIC N/D 3.13 1.59 N/D N/D
pIC+Gly N/D 2.85 1.22# N/D N/D NI NI NI NI
pIC+Xyl N/D 3.75# 2.26# N/D N/D

4/H. tablazat Poliolok hatasa az MMPI kifejezédésére

9 donortdl szarmazé keratinocita tenyészetet kiilonbozé TLR aktivatorokkal (LTA, mint TLR2; poly-IC-pIC, mint TLR3; LPS, mint TLR4
aktivator) kezeltiink, majd 0,27%-os glicerol és 0,45%-0s xilitol oldatot adtunk a sejtekhez. Ezt kovetden Q-PCR segitségével megmértitk a HLA-
DRA mRNS expresszigjat, a AACT modszert hasznalva. A tablazatban feltiintetett adatokat a PPIA, mint belsé kontrollra normalizalva, a sajat
kontrollt (csak LTA, pIC vagy LPS kezelt) 1-nek véve tiintettiik fel. Minden kisérletet haromszor végeztiink el. Szin kéd: zold betii, zold hattér és
*: szignifikans expresszid csokkenés(P<0,05), fekete betii, sarga hattér és #: down-regulaciora utal6 tendencia (nem szignifikans), piros betii, fehér
hattér és #: up-regulaciora utald tendencia, piros betii, piros hattér és *: szignifikans (P<0,05) up-regulacioé, N/D: nem mérthet6, U/I: nem
azonosithatd, nem indukalhat6 (NI): <1,5x up-regulacio észlelhetd az aktivatorral kezelt csoportban a kezeletlenhez képest.
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MMP9

o Donor1 | Donor2 |Donor3 |Donor4 |DonorS5 |Donor6 |Donor7 |Donor8 |Donor?9
ctrl N/D 1 1 N/D N/D 1 1 1 1
LPS N/D N/D N/D

LPS+Gly [N/D NI NI N/D N/D NI NI NI NI
LPS+Xyl [N/D N/D N/D

LTA N/D N/D N/D 1.93

LTA+Gly [N/D NI NI N/D N/D NI 0.64* NI NI
LTA+Xyl [N/D N/D N/D 1.16*

plC N/D 102.69 23.16 N/D N/D 1.57
pIC+Gly |N/D 149.50* | 13.47* N/D N/D NI NI NI 0.96*
plC+Xyl N/D 29.45* 9.22* N/D N/D 2.33*

4/1. tablazat Poliolok hatisa az MMP9 kifejezédésére

9 donortdl szarmazé keratinocita tenyészetet kiilonbozé TLR aktivatorokkal (LTA, mint TLR2; poly-IC-pIC, mint TLR3; LPS, mint TLR4
aktivator) kezeltiink, majd 0,27%-o0s glicerol és 0,45%-0s xilitol oldatot adtunk a sejtekhez. Ezt kovetéen Q-PCR segitségével megmértiik a HLA-
DRA mRNS expresszidjat, a AACT modszert hasznalva. A tablazatban feltiintetett adatokat a PPIA, mint belsd kontrollra normalizalva, a sajat
kontrollt (csak LTA, pIC vagy LPS kezelt) 1-nek véve tiintettiik fel. Minden kisérletet haromszor végeztiink el. Szin kéd: zold betii, zold hattér és
*: szignifikans expresszid csokkenés(P<0,05), fekete betii, sarga hattér és #: down-regulaciora utal6 tendencia (nem szignifikans), piros betii, fehér
hattér és #: up-regulaciora utald tendencia, piros betii, piros hattér és *: szignifikans (P<0,05) up-regulacioé, N/D: nem mérthet6, U/I: nem
azonosithatd, nem indukalhat6 (NI): <1,5x up-regulacio észlelhetd az aktivatorral kezelt csoportban a kezeletlenhez képest.
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Megbeszélés

Bériink a legnagyobb szerviink, melynek legfontosabb feladata, hogy megvédje
szervezetlinket a fizikai, kémiai hatasoktol és korokozoktol. Ahhoz, hogy ez megvalosuljon,
szamos jol 6sszehangolt mechanizmus alakult ki, melynek pillérei maguk a keratinocitak, az
immunsejtek, illetve a bort kolonizaldé mikroorganizmusok. A keratinocitdk mind az
epidermiszt felépitd szerkezetiikkel, mind immunologiai tulajdonsagaikkal részt vesznek a
védekezo folyamatokban. Az epidermisz jellegzetes négy rétegében a sejtek a bazalis membran
felett elhelyezked6 osztodd sejtektdl felfelé haladva szamos differenciacos folyamat révén
jutnak el az elszarusodo, legfelsd rétegig. A differencidlodasi folyamat sordn megvaltozik a
sejtek struktirdja, a sejt-sejt kapcsolatok, illetve szamos, a mechanikai és kémiai behatdsok
ellen védd, az epidermiszen keresztiili vizvesztést gatld, a pH fenntartasaban szerepet jatszo
anyag termelddik (“cornified envelop”). Mindemellett kdzvetlen immunoldgiai funkcidkkal is
rendelkeznek, hiszen felsziniikdn expresszalnak szdmos az immunrendszert aktivald fehérjét
(PRR-k), illetve antimikrobialis peptideket (pl. B-defenzin, pszoriazin, RNaz 7), kemokineket,
citokineket (pl. IL-1, 6, TNFa, TGF-B) termelnek.

A bor barrier fenntartasa céljabol az epidermiszben kiilonb6zd kompenzécids és
regeneracios folyamatok jatszodnak le. Attol fiiggden, hogy a barrier melyik komponensében
jon 1étre karosodas, kiilonb6zd folyamatok indulnak be, igymint keratinocita proliferacio, zsir
¢s fehérje termelés. Tartosan fennallo karosodas azonban felborithatja az egyensulyt és a
folyamatok kontrollalatlannd valnak, 1étrehozva ezzel a kiilonbozd barrierkérosodéssal jard
betegségek jellegzetes tilineteit, mint a keratinocita hiperproliferacio, boérszarazsadg, hamlas,
viszketés vagy eritéma. Ezek a betegségek az esztétikai problémak mellett sulyos, akar életet
veszélyeztetd allapotokat hozhatnak létre, ezért is fontos patogenezisiik minél részletesebb

megismerése, hiszen célzott, oki kezelésre csak igy van mod. Fontos tovabba, hogy amennyiben
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lehetséges, megeldzziik vagy minél korabbi stddiumban, még az enyhébb eltérések idejében
megakadalyozzuk, illetve visszaforditsuk a folyamatokat.

Jelen munkaban ismertetett kisérleteink soran feltérképeztiik a fizikai barrier
kialakitasaban fontos adhézidos molekuldk kifejez0dését befolyasold jelatviteli folyamatok
koziil a PKC izoenzimcsalad hatasat, illetve a barrier helyreallitdsban ismerten szerepet jatszo
xilitol és glicerol jotékony fizikai-kémiai hatasa (vizmegkotd képesség) mellett feltételezhetd

jelatvitelt befolyasolo szerepét.

A PKC rendszer adhéziés molekulik szabalyozasaban betoltott szerepe

Az epidermisz sejtjei kozotti kapcsold apparatusok feladata az epidermisz struktaralis
integritdsdnak fenntartdsa, masrészt fizikai akadalyt is képeznek a kiilsé é4gensek ellen.
Kisérleteink soran ezen apparatusok kozé tartozdé dezmoszoémakat alkotd fehérjéket vizsgaltuk,
a dezmoglein-1-et (dsg-1), dezmoglein-3-at (dsg-3) és a P-kadherint (P-cad). Ismert a dsg-1 és
3-r6l, hogy differenciaciotol fiiggden kiilonbozo epidermalis sejtrétegben helyezkednek el. A
dsg-1 a felsobb, differencialtabb rétegekben, mig a dsg-3 az alsobb, differencialatlanabb
rétegekben expresszalodik nagyobb mértékben (Arnemann et al. 1993, Garrod et al. 1996,
Garrod 1993, Garrod et al. 2002, Legan et al. 1994) (2. abra). Ezen molekulak az autoimmun
holyagos borbetegségek kozé tartozd pemphigus vulgaris és foliaceus patogenezisében
jatszanak szerepet, ugyanis az elleniik termelddd antitestek hozzak 1étre a tipusos hdlyagokat
(Amagai 1996, Amagai et al. 2006, Amagai et al. 1996). Egy masik fontos kapcsol6 apparatus
az adherens junkcié, melyek kadherinekbdl épiilnek fel (Yap et al. 1997). Vizsgalataink
kozéppontjaban ezek koziil is a P-cad allt, mely a bazélis és szuprabazilis rétegben fordul el
gyakrabban (Mahoney et al. 2006, Mege et al. 2006). Irodalmi adatok alapjan ismert, hogy ezen
adhézidos molekuldkat szdmos, a differencidra is hatdssal bir6 folyamat befolyasolhatja

(Denning et al. 2000, Denning et al. 1998a, Hennings et al. 1980, Lewis et al. 1994). A mi
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érdeklédésiink kdzéppontjaban ezek koziil a jelatviteli rendszerek koziil a PKC rendszer allt,
melyrdl ismert a differencialodast és proliferaciot szabalyozo hatasa, illetve, hogy az egyes
izoformak egymassal ellentétes hatassal rendelkeznek (Papp et al. 2003).

Az adhézios molekuldk és PKC rendszer kapcsolatat vizsgald kisérleteink sordn els6
célkitlizésiink az volt, hogy megvizsgaljuk az adhézios molekulak in vivo koriilmények kozott
¢észlelhetd jellegzetes, differencidcio fiiggd eloszlasa sejttenyészetben is megfigyelheto-e,
vagyis a differencialtabb sejtek a dsg-1-et, mig a proliferalok dsg-3-at és P-cad-t fejeznek-e ki
nagyobb mértékben. Ismert a keratinocitak azon tulajdonsaga, hogy tenyésztésiik soran, amikor
elérik a konfluencia allapotat a magas sejtdenzitas okozta gatlas révén proliferacidjuk csokken
és sejtfolyamataik a differencialodas iranyaba valtoznak (Pillai et al. 1990, Hohl et al. 1991,
Poumay and Pittelkow 1995). Igy azonos sejtdenzitissal széleszett HaCaT keratinocita
tenyészeteket kiillonb6z6 tenyésztési napokon (1., 3., 5., 7., 9. nap) “learattunk™ és Western blot
segitségével vizsgaltuk az adhéziés molekulak fehérje szinti kifejez0dését. Azt tapasztaltuk,
hogy a prekonfluens (1., 3., 5. nap) mintdkban a dsg-3 és P-cad expresszid szignifikansan
magasabb volt a dsg-1-hez képest, mig ezzel ellentétesen, a konfluencia elérését kovetden (7.,
9. nap) a differenciacié fazisaban 1év6 sejtekben a dsg-1 fejez6dott ki jelentés mértékben, mig
a masik két adhézidés molekula kevésbé (6. abra). Eredményeink alapjan azt a kovetkeztetést
vontuk le, hogy in vivo az epidermiszben 1év6 koriilmények jol korellalnak in vitro a kiillonbozo
tenyésztési napokon vizsgalt sejtkulturdkkal az adhézidos molekuldk kifejez6désének
tekintetében.

Munkahipotézisiink szerint, ha van a PKC rendszernek szabalyozd szerepe a
sejtkapcsolo fehérjékre, akkor azok fokozott vagy éppen csokkent expresszidja/miikodésének
gatldsa megvaltoztatja az adhéziés molekuldk kifejezddését is. Ezért kovetkezd
kisérletsorozatunkban a PKC izoenzimek adhézios molekuldkra gyakorolt szabalyozé hatasat

kivantuk tanulményozni overexpresszald ¢és RNS interferencidval lecsendesitett PKC
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izoformékat tartalmazé HaCaT sejtek, illetve a PKCd specifikus gatloszereként ismert rottlerin
alkalmazasaval. Megallapitottuk, hogy a differencialodast elésegité nPKCo (Denning et al.
1998b, Papp et al. 2004, Papp et al. 2003) a differencialodasi markernek tekintheté dsg-1
expresszidjat fokozta, mig a proliferald sejteken inkabb megtalalhat6 dsg-3 és P-cad szintézisét
csOkkentette az overexpresszalo sejteken, mig eredményeink mind a specifikus gatldszer és a
géncsendesitett sejtkultirdk esetén ezzel ellentétesek voltak. Ezzel szemben cPKCa nem volt
hatassal a dsg-1 kifejezddésére, mely alapjan feltételezhetd, hogy bar mindkét izoforma a
differencidlodéasban jatszik szerepet, kiilonb6z6é moédon befolyasoljak az adhézios molekulak
kifejez6dését. A keratinocita proliferaciot szabalyozé nPKCe és cPKCP (Papp et al. 2004)
hatasaro6l elmondhatjuk, hogy az elébbi a dsg-1 expresszidjat csokkentette, a dsg-3 és P-cad-ét
novelte, mig az utdbbi izoenzim csak a P-cad kifejez6désére volt hatassal, azaz fokozta azt.
Kisérleteink alapjan ugy tlinik, hogy érdekes modon a dsg-1 expresszidjanak szabalyozasaban
kalcium fliggetlen PKC izoenzimek (nPKCd és €) vesznek részt. Emellett ismert, hogy a
kalcium fokozza a dsg-1 kifejezodését (Denning et al. 1998a) és a keratinocita differencialodast,
mely valdszinlileg nem kozvetleniil a kalcium dependens PKC-k aktivacidjan keresztiil valosul
meg. A dsg-3 szabalyozasaban ugy tlinik szintén a kalcium independens nPKC-k vesznek részt,
de emellett a cPKCa-nak is van hatasa, melyet tamogat Osada és mtsainak eredménye, mely
szerint pemphigus vulgarisban szenvedd betegekbdl izolalt dsg-3 elleni autoantitest a cPKCa
és nPKC9 aktivaciojat okozta (Osada et al. 1997). A P-cad-t mind a klasszikus és novel PKC
parok (cPKCa/nPKCd és cPKCB/nPKCe) befolyasolhatjak, egymassal ellentétes modon (7-9.
és 10. abra).

Az irodalomban tobb adat talalhatd arrdl, hogy a PKC rendszernek szerepe van a
dezmoszomak kialakulasaban, azonban eddig nem volt ismert, hogy az egyes PKC izoenzimek
kiilon-kiilon hogyan befolyasoljak azt. Kimura és mtsai kimutattdk, hogy az (izoforma fliggd)

PKC aktivacio/gatlas megvaltoztatja a kalcium-independens, hiper-adheziv dezmoszomak
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kialakulasat, mely ezaltal mechanikai hatasra ellenallobb epidermiszt tesz lehetévé (Kimura et
al. 2007). Irodalmi adatok alapjan a pemphigus vulgaris-1gG (PV-IgG) hatasara tobb PKC
izoforma (PKC a ¢és ) is aktivalodik (Osada et al. 1997). Emellett Sanchez-Carpintero és mtsai
a PKC gatlo biszindolilmaleimid alkalmazasaval meg tudtak akadalyozni a pemphigus vulgaris
IgG okozta holyagképzodést 0jsziilott egerekben. (Sanchez-Carpintero et al. 2004). Leirtak,
hogy a PKC gatldsa stabilizalja a dezmoszomaban a dsg-3-at, illetve gatloszerek (G6-6976:
cPKC inhibitor, Safingol: cPKCa inhibitor) hatasara a PV-IgG dsg-3-at eliminalo hatasa
kivédheté volt (Spindler et al. 2011). Emellett az is ismert, hogy a dezmoplakin
foszforilacidjaban a PKCa-nak szerepe van (Kroger et al. 2013), hiszen az izoforma gatlasa
stabilizalja a dezmoszomat, valamint gatolja annak szétbomlasat. Sajat eredményeink alapjan
a PKC izoenzimek attol fliggden, hogy melyik izoformarol beszéliink vannak hatassal a dsg-3
kifejezddésére; az irodalomban ugyanakkor nem lelhet fel olyan kdzlemény, mely izoforma
fliggden vizsgalta volna hatasukat. Mas jelatviteli utvonalak patofizioldgiai szerepe is ismert
pemphigus vulgarisban, ugymint a p38MAPK, GTPaz csaladba tartozé Rho, a c-myc és a
foszfolipaz C szignalizacié (Sharma et al. 2007, Spindler and Waschke 2018), ugyanakkor ezek
pontos szerepe még tisztazasra var. Egu és mtsai a dsg-1 kifejezddését €és a holyagképzdodést
vizsgaltak PKC és Erk utvonal szabalyozé hatasanak tekintetében PV-IgG jelenlétében. A PKC
nem szelektiv gatloszerét (Bim-X) alkalmazva nem észleltek valtozast sem a holyagképzddés
sikeriilt ezeket az eltéréseket csokkenteni (Egu et al. 2019) A PKC utvonal aktivalasanak
sikertelensége hatterében felmeriil, hogy a nem szelektiv PKC inhibitor egymassal ellentétes
hatasu PKC izoenzimet gatolt, melynek eredményeként “nettd hatastalansagot” tapasztalhattak.
Izoforma specifikus hatdst csak a PKCa esetében vizsgaltak, mig a tobbi izoenzimrdl nincs

adat, mely a szabalyoz6 folyamatok felderitése céljabol elengedhetetlen lenne. Eredményeink
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jo alapot adhatnak tovabbi olyan kutatasoknak, melyek az in vivo talalt 6sszefiiggések alapjan

a klinikumban hasznalhat6 terapids lehetoségek kifejlesztésére iranyulnak.

Poliolok hatasa keratinocita életfolyamatokat szabalyozé jelatviteli atvonalakra

A poliolok olyan cukoralkohol molekulak, melyek tobb hirdoxilcsoportot tartalmaznak.
A glicerol (glicerin) szamos gyodgyaszatban hasznalt készitményben megtalalhatd. Ismert
antimikrébidlis hatdsa, melyet sebek kezelésénel haszndlnak ki hidrogél tartalmu kotések
formajaban (Stout and McKessor 2012). Vizmegkoté tulajdonsdga miatt hidrataloként
kozmetikumokban, bérgyogyaszati externakban hasznalt, édes ize miatt szirupok alkotoeleme,
hiperozmotikus tulajdonsaga révén végbélkup formajaban laxativumként alkalmazhat6. Nem
ennyire elterjedt még az alkalmazdsa a masik, érdeklddésiink kézéppontjaban 1évo poliolnak, a
xilitolnak. Legtobbiinknek a Xxilitol hallatan cukorhelyettesitéként torténé alkalmazasa jut
eszébe. Emellett azonban terjed borgydgyaszati alkalmazésa is elsésorban hidrataldé krémek
alkotoelemeként (pl. Aquaxyl, Xylinep). Szamos kutatas tortént a glicerol és xilitol
keratinocitakra gyakorolt hatasanak vizsgélatara. Kimutattak, hogy fiziko-kémiai hatasuk
révén a barrier diszfunkcio helyreallitasaban jatszanak szerepet (Fluhr et al. 2008). Egér
modellben igazoltak, hogy a natrium-lauril-szulfat irritans, gyulladaskelté hatasat ki tudtak
védeni, melyet a TEWL csokkenése, IL-1 és TNF-o mRNS szintli csokkenése, fehérvérsejtek
al. 2015). Mas munkacsoportok AQP3 knock down egereken vizsgaltak a glicerol hatasat az
epidermalis barrierre. Az aquaporin 3 viz/glicerol transzporterként ismert az epidermiszben.
Hara és mtsai az talaltak, hogy ezekben az egerekben a topikdlis, illetve oralisan alkalmazott
glicerol javitotta a SC hidraltsagat, a TEWL csokkent. (Hara and Verkman 2003). Ugyanezen
hatas nem volt kimutathatd egyéb poliolok (xilitol, eritritol, propanediol) alkalmazasa esetén.

Masok ugyanilyen egér modellben a bél ateresztd képességének fokozdodasat, intesztinalis
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epitelialis sejteken a claudin-1 és okkludin expresszidjanak csokkenését talaltak, mely alapjan
feltételezték a glicerol barrier szabalyozo szerepét (Zhang et al. 2011). Human kutatasok is
torténtek a két poliol egyiittes alkalmazasara. Két hét topikalis alkalmazés utan megvizsgalva a
bor kiilonbozdé hidraltsagi és morfologiai paramétereit (Str. corneum vastagsdg, TEWL,
érdesség, epidermisz vastagsag, dermalis papilla echogenitas), illetve a filaggrin jelenlétét az
epidermiszben megallapitottak, hogy a fenti paraméterck a két anyag egyiittes topikalis
alkalmazasa esetén jelentds javulast mutattak (Korponyai et al. 2017). Ismert, hogy az irritativ
kontakt dermatitis és szaraz bor szindromakban patogenetikai szereppel bird ozmotikus stressz
hatdsara a keratinocitak gyulladasos mediatorokat termelnek (Terunuma et al. 2001).
Igazolodott, hogy mind a Xilitol, mind glicerol ezt a gyulladasos valaszt képes csokkenteni (Szel
et al. 2019). Kimutattak tovabba, hogy Xilitol és farnezol tartalmu krém egylittes alkalmazasa
atopidas dermatisben szendvedd betegekben csokkentette az AD-ben patogenetikai szereppel
bird S. aureus kolonizaciot, emellett csokkentette a TEWL mértékét, illetve fokozta a SC
hidraltsagat mutaté konduktanciat (Katsuyama et al. 2005).

Kevésbé ismert azonban, hogy ezek a hatdsok milyen jelatviteli folyamatokon keresztiil
valosulnak meg. Kisérleteink soran elséként igazoltuk, hogy a két poliol nem befolyasolja a
keratinocita életfolyamatokat az altalunk alkalmazott dozisokban (0,27% glicerol, 0,45%
xilitol) (11. abra). Ezt kovetden megvizsgaltuk, hogy a NHEK-on bizonyos differencialodasi
markerek (filaggrin, lorikrin, okkludin) mRNS szintii kifejez6dése fokozodik proliferald és
differencidlod6 kultarakban egyarant (12. abra). Ismert, hogy a kalcium differencidciot
szabalyoz6 szereppel bir, azonban a glicerol és xilitol ezt a hatast nem az intracellularis kalcium
koncentraci6 fokozasaval érte el (13. abra). Annak kideritése érdekében, hogy a
differencidlodasi markerek expressziojanak fokozodasa hogyan johetett 1étre, egyéb jelatviteli
utvonalakat vizsgaltunk meg, mint a MAPK/Erk és PKC utvonalakat, melyekrdl szintén

kimutattak proliferacio-differencialodast szabalyozo szerepét (Gazel et al. 2008, Harmon et al.
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2013). Azt tapasztaltuk, hogy hatasukra aktivalodik a MAPK/Erk atvonal (15. abra), illetve a
xilitol PKC$ aktivaciot eredményez (14/B. abra). Ezen eredményiink 6sszefliggést mutat azzal,
hogy a kalcium-dependens PKCa-ra nem volt hatasa az altalunk vizsgalt anyagoknak (14/A.
abra). Adataink emellett azt is sugalljak, hogy a keratinocita differenciacioban igazoltan
szerepet jatszo PKC9 szignalizacion keresztiil alakulhat ki a hatas (Lee et al. 1997). Igazoltuk
tovabba, hogy a xilitol és glicerol kiillonb6z6 anti-inflammatorikus hatassal is rendelkezik.
Mindkét anyag képes volt az immunaktivacioban jelentés HLA-DR (Farthing et al. 1992,
Kimutattuk, hogy mig a glicerol féként a TLR3 tutvonalat befolyasolja, addig a Xilitolnak
mindharom (TLR2, 3, 4) gyulladds modellben volt hatdsa a citokinek kifejezddésére (4.
tablazat). Azt azonban sziikséges megjegyezniink, hogy a hatas jelentds donorfiiggést mutatott,
illetve, hogy az altalunk tapasztalt a mRNS szintli valtozdsokat tovabbi, fehérje szintl
vizsgalatokkal kell kiegésziteni, illetve validalni.

Az irodalmi adatok és sajat eredményeink alapjan azt feltételezziik, hogy a két anyag
egylittes lokalis alkalmazdsa a hidratdlas mellett, a keratinocita differencidlédasra és a
gyulladas csokkentésére is hatassal van, melyet tovabbi human klinikai vizsgalatok erdsithetnek

meg a késobbiekben.
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Osszefoglalas

Boriink integritasa nélkiilozhetetlen a kornyezetiinkben 1évé dgensek elleni
védekezésben. Az integritas fenntartdsanak egyik fontos tényezdjét jelentik a sejtkapcsolod
apparatusok, melyeket alkoto fehérjék in vivo kiilonbozé eloszlast mutatnak az epidermisz
rétegeiben, vagyis a differencialtsagi allapottdl fiiggéen. Az adhéziés molekuldk koziil a
pemphigus vulgaris és foliaceus patogenezisében szerepet jatszo dsg-1, 3 és P-cad expresszidjat
befolyasold tényezoket vizsgaltuk. Annak fényében, hogy a PKC izoenzim csalad szabalyozé
vizsgalhato a human epidermalis HaCaT keratinocita sejtvonalban, logikusnak tiint az egyes

PKC izoenzimek hatasanak vizsgalata az adhézidos molekulak kifejezodésére, melyet

overexpresszio, RNS interferencia és gatloszer, a rottlerin alkalmazasaval végeztiik.

cPKCa | nPKCs | cPKCpB | nPKCe
dsg-1 - T - \
dsg-3 l ! - T
P-cad ! } 1 -

5. tablazat Osszefoglalo tablazat a PKC izoenzimek adhézios molekuldkra gyakorolt hatdsardl

Piros hattér: proliferaciohoz kapcsolodo fehérjék. Zold hattér: differencialodashoz kapcesolodo
fehérjék

Kisérletes eredményeink arra utalnak, hogy a két Ca-independens ‘novel’ nPKC
izoforma a differencialtabb sejteken megtalalhatdo dsgl-et egymassal ellentétes modon
szabalyozza, azaz a differencidlddast segité NPKCO fokozta, mig a proliferacioért felelds ¢
csokkentette a dsg-1 expresszidjat. A differencialatlanabb sejteken kifejez6dé dsg-3
expresszidjat ezzel szemben az nPKCd csokkentette, mig az nPKCe fokozta; a differencialodast
indukalé a Ca-dependens ‘konvencidlis’ PKCa az nPKCd-hoz hasonloan viselkedett ebbdl a

szempontbol. A proliferald keratinocitdkon jelenlévé P-cad esetében valamennyi altalunk
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vizsgalt PKC izoforma szabalyozo6 szerepe érvényesiilt, egymassal ellenétes modon (cPKCa /
nPKCd gatolta, mig cPKCP / nPKCe fokozta az expressziot). Kisérleteink soran kimutattuk
tehat, hogy a PKC izoenzimek részt vesznek a dezmoszomakat és adherens jukciokat felépitd
adhézios molekulak kifejezodésének szabalyozasaban (5. tablazat).

Az integritas fenntartasanak egy masik jelentds eleme a hidraltsag biztositasa, melyet
két lokalisan is alkalmazhato poliol, a glicerol és xilitol segithet. Irodalmi adatok mar korabban
felvetették, hogy a hidraltsag biztositasa mellett ezen poliolok jelatviteli folyamatokat is
befolyasolhatnak; igy kisérleteink masik részében ezt vizsgaltuk. A poliolokat nem toxikus
dozisban (xilitol: 0,0045%-0,45%; glicerol: 0,0027%-0,27%) alkalmazva vizsgaltuk a
differencialodasi markerek kifejezodésére gyakorolt hatasukat. Azt talaltuk, hogy a filaggrin,

lorikrin, involukrin és okkludin expresszidjat mindkét anyag fokozta.

Filaggrin | Lorikrin | Involukrin | Okkludin | PKC3§ MAPK | Gyulladas
Glicerol + + - + - ¥ n
Xilitol + + + + + + +

6. tablazat Osszefoglalé tablazat a poliolok keratinocitik bioldgiai folyamataiban szerepet
jatszo differencialodasi markerekre, jelatviteli utvonalakra és a gyulladdsra gyakorolt
hatasarol

Ezen hatas mindkét poliol esetében a MAPK utvonalon, mig a Xilitol esetében a NPKCS
addicionalis aktivacidjan keresztiil valosult meg. Gyulladas modellekben az is kimutathaté volt,
hogy mind a glicerol, mind a xilitol kiilonféle citokinek expressziojat befolyasolva
gyulladascsokkent6 hatast is kifejtett. Mindezen eredményeink azt sugalljak, hogy a glicerol és
a xilitol hidratalé hatasuk mellett i) befolyasoljak a barrier helyreallitas szempontjabol fontos
fehérjék termelését és ii) a gyulladas csokkentését is el6 tudjak segiteni kiillonbozo jelatviteli
utvonalak aktivalasa révén. Mindezek mellett elméleti megfontoldsok alapjan az 1is
feltételezhetd, hogy egyiittes alkalmazasuk még hatékonyabban javitja a bor barrier funkcidjat

(6. tablazat).
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Summary

The integrity of our skin is indispensable in the protection against harmful agents in our
environment. One important factor in maintaining integrity is cell adhesion apparatus, whose
structure proteins show different distributions in vivo in the layers of the epidermis, i.e.,
depending on the state of differentiation. Adhesion molecules (dsg-1, 3 and P-cad), which are
involved in the patogenesis of pemphigus vulgaris and foliaceus, were investigated. In the light
of the fact that the PKC isoenzyme family performs a regulatory function in cell proliferation
and differentiation and that this regulatory function is well studied in the human epidermal
HaCaT keratinocyte cell line, it seemed logical to investigate the effect of each PKC isoenzyme
on the expression of adhesion molecules with the used overexpression, RNA interference
technics and the antagonist, rottlerin. Our results suggest that the two Ca-independent ‘novel’
nPKC isoforms regulate dsg-1, found on more differentiated cells, in the opposite ways, i.e.,
nPKC3, which promotes differentiation, increased, while €, which is responsible for
proliferation, decreased dsg-1 expression. In contrast, the expression of dsg-3, expressed on
undifferentiated cells, was reduced by nPKCd, while was increased by nPKC ¢g; the
differentiation-inducing Ca-dependent ‘conventional’ PKCa behaved similarly to nPKCS. In
the case of P-cad, present on proliferating keratinocytes, all PKC isoforms examined by us
seemed to have regulatory role, in an opposite way (cPKCa/nPKCd inhibited, while cPKCB/
nPKCg increased expression). Thus, we have shown that PKC isoenzymes are involved in the
regulation of the expression of adhesion molecules that make up desmosomes and adherent

juctions.

Another important element in maintaining integrity is the provision of hydration, which can be

aided by two topical polyols, glycerol and xylitol. Previous publications have suggested that in
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addition to providing hydration, these polyols can also affect signal transduction pathways.
Thus, in the other part of our experiments we examined this. We investigated the effect of
polyols on the expression of differentiation markers using non-toxic doses (xylitol: 0.0045% -
0.45%; glycerol: 0.0027% -0.27%). We found that the expression of filaggrin, loricrine,
involucrin, and occludin was enhanced by both substances. This effect was mediated by the
MAPK pathway for both polyols and by the additional activation of nPKCd for xylitol. In
inflammation models, it was also shown that both glycerol and xylitol had an anti-inflammatory
effect by influencing the expression of various cytokines. All these results suggest that in
addition to their moisturizing effect, glycerol and xylitol i) influence the production of proteins,
which are important for barrier restoration and ii) can also help reduce inflammation by
activating different signaling pathways. In addition, based on theoretical considerations, it can
also be assumed that their combined application even more effectively improves the skin barrier

function.
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