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A szerzok in vitro hor-ekvivalens modellt
készitettek és immunoperoxiddz mddszerrel
vizsgdltak a keratinocita differencidléddsi
markerek (keratin 10, 14, 10, keratinocita
transzglutamindz és involucrin) megjelenését
a modellben, dsszehasonlitva azt a normdl és
psoriasisos  1éziobdl  szdrmazd  biopszids
anyaggal. Megdllapitottak, hogy a modell
hamja a vizsgdlt markerek expresszidjdt te-
kintve a hiperproliferdcios psoriasos hdmra
hasonlit.

Kulesszavak:
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SUMMARY

In vitro skin equivalent was fabricated.
The apparance of the markers for keratinocy-
te differentiation (keratin 10, 14, 16, kerati-
nocyte transglutaminase, and involucrin)
was analyzed by immunoperoxidase method
and was compared to the normal and the pso-
riatic lesional biopsies. It was found, that the
epidermis of the skin equivalent model re-
sembles psoriatic epidermis in terms of exp-
ressions of proliferation markers.
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A bor szdmos sejtféleségbol allo dsszetett
funkcidju szerv, melynek specialis szerkeze-
téért és mikodéséért nagyrészt a himréteg
909%-at alkotd keratinocitdk felelések. Rein-
wald és Green munkassaga soran valt lehetd-
vé a keratinocitdk in vitro tenyésztése (28,
29). Ez széles tavlatokat nyitott a funkciond-
lis, morfoldgiai és gyogyszer kutatdsoknak.
Az osztoéddsukban gétolt egér fibroblaszt sej-
tekre rétegezett, tripszinnel izoldlt hamsej-
tek, novekedési faktorokkal, hormonokkal
(epidermal gowth factor, glucocorticoid, in-
sulin stb), kiegészitett aminosavakat, iono-
kat, szérumot tartalmazé tdpfolyadékban
gyorsan osztédnak. Az osztéddsra képes ke-

ratinocitdk a hdm bazdlis sejtrétegét repre-
zentdljdk, néhdny hét alatt Gsszefolyd hamsejt
réteget alkotnak, melybdl az egér fibroblasz-
tok kipusztulnak és a keratinocitdk jelentds
része differencidléddsnak indul. Néhdny ré-
tegll epidermisz-lemez képzadik a tenyésztd
edény aljan (15). A differencidlédds indukal-
hato és mértéke fokozhatd a szérum A vita-
min tartalmdnak csokkentésével (14, 16). A
keratinocitdk fibroblaszt tdpldlé réteg nélkii-
li, alacsony Ca tartalmi médiumban torténd
tenyésztésének kidolgozasdval (6) parhuza-
mosan ndvekedtek ismereteink a keratinocita
differencidloddst befolydsold tényezdkrol. A
konvenciondlis tenyésztés soran azonban, a
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differencidlédést eldsegitd koriilmények ko-
zOtt is a hdm csak néhany szabdlytalan réteg-
bol dll, mely differencialédasi marker exp-
resszidja (keratinok, involucrin, keratinocyta
transzglutamindz, filagrin stb) jelentdsen el-
tér az in vivo hamétdl (14). Ennek ellenére az
igy tenyésztett hdmsejtek alkalmasak a him
differencidlddds, funkciok vizsgdlatara és
gyakorlati hasznuk is van, mert donoronként
szolgdlhatnak ulcus cruris, égés utdni sebek
fedésére. (7, 8, 18, 26, 31, 32, 37)

A torekvések, hogy szerkezetileg és funk-
ciondlisan is az in vivo hdmhoz hasonlé mo-
dellt alakitsanak ki, az utdbbi évtizedekben
megvaldsithatonak latszanak. Az ez irdnyud
kutatdsokat kiiléndsen a gyogyszergydrak fi-
nansziroztik, mivel ezek a bdr ekvivalens
modellek lehetdséget teremtenek a drdga és
sokszor timadott allatkisérletek részbeni he-
Iyettesitésére.

A modellek, a haromdimenzids hamszerv
kultirdk kidolgozdsat az a felismerés tette le-
hetové, hogy a két dimenzids hamlemezt a le-
vegd/tenyésztd folyadék hatdrra emelve ez az
in vivo koriilményekhez igen hasonlé mili6t
teremt. A hdm alulrdl kapja a tapldlékot,
mely a dermalis rétegen atdiffundélvaériel a
hdamot, aminek felsd sejtjei a levegdvel érint-
keznek (19). Az arteficialis bor mintegy tutaj
(raft) a feliileten dszik. Ez a koriilmény a hdm
még jobb differencidléddsat teszi lehetdvé
(23). Bar a pontos mechanizmus nem ismert,
feltételezik, hogy a hamban kialakult cstkke-
nd retinoid koncentracié-gradiens felelds a
valtozasokért (21).

A modell, himbdl és az alatta elhelyezkedd,
azt mechanikusan és kémiailag timogatd, az ir-
ha feladatait bet6lto részbdl all. A dermalis ek-
vivalens kialakitdsdra tobb lehetGség van.

Kezdetben collagénbdl készitett gélt hasz-
ndltak, nyilvanvalévd vdlt azonban, hogy a
hdm nem sokkal rétegezettebb, mint a médi-
ummal elarasztott kultirak esetén, ha a colla-
gén nem tartalmaz fibroblasztot.

Bell és mkisai tanulmdnyoztdk, hogy a szo-
lubilis kollagénnel &sszekevert fibroblasz-
tokbol képzadott gél a géllé alakulds utdn né-
hidny 6raval megkisebbedik, kontrahal. Ezért
a jelenségért a fibroblasztok a feleldsek, me-
lyek dj kotészoveti matrix anyagok képzésé-
vel reorganiziljdk a gélt, mely igy alkalmas
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dermalis ekvivalensként (19). Hasonlé mo-
don létrehozott arteficialis bort az Organoge-
nesis Inc. kereskedelmi forgalomba is hozta
Testskin LSE néven. T¢bb laboratérium kis
modositdsokkal haszndlja ezt a modszert (1,
2,24).

Egy korabbi, széles korben elterjedt lehe-
toség €16 vagy kadaverbll szdrmazé bor
hamjdnak eltdvolitdsa utdn a dermiszt vagy
irraddcidval vagy hokezeléssel devitalizdlni,
€s fgy haszndlni a keratinocitdk rétegezésére,
vagy biopszids anyagok hdmjdnak tovdbbi
expanzidjara (17, 27).

Az utébbi években dolgoztdk ki a fibroblasz-
tok hdromdimenzids tenyésztését, mely szintén
alkalmas dermdlis ekvivalens céljaira (9, 33).

Az elbzdekben ismertetett modellek akkor
eredményeztek jol differencidlédott hamot,
ha a hdm alatt a tenyészetben fibroblasztok is
jelen voltak. Ez felhivta a figyelmet a fibrob-
lasztok ham differencidlédast kedvezden be-
folydsold szerepére és lehetdséget adtak en-
nek tanulmdnyozdsdra (10).

Bar 1990-ben Rosdy (30) kozolt haromdi-
menzids hdmkultdrdt kémiailag meghatdrozott
Osszetétell mediumban fibroblasztok nélkiil,
mas kutatok ezt még nem erSsitették meg.

Az altalunk alkalmazott modszer, a Bell
féle eredeti leirdashoz dll kozel (3). Lénye-
ge, hogy a kollagén gélbe inkorporalt fib-
roblasztokra tenyésztett himsejteket réte-
geziink és a folyadék levegd hatiron kelld
differencidltsag eléréséig tartjuk. A kozle-
ményben ezt a modszert €s az in vitro mo-
dell hasonldsagdt a normadl biopszids him-
hoz kivdnjuk bemutatni.

Anyag és modszer
Keratinocita tenyésztés monolayerben:

Ujsziilott fityma bért a subcutan zsirszévettdl
megszabaditva, kb 3 mm-es darabokra vdgva 4
C°-0s 0,25% tripszinben egy éjszakdn 4t inkubdl-
tuk. Ezt kovetoen a hamot az irhdr6l konnyen le-
hiztuk és a tripszinben szuszpenddlva izoldlt hdm-
sejtekre vdlasztottuk, melyeket 1x10° koncentra-
ciéban 3x10° mitomycinnel kezelt 3T3 egér fib-
roblaszt sejttel egy T-75 tenyésztdedénybe FAD
mediumba (DMEM és Hams’ F-12 3:1 ardnyban,
kiegészitve 10% fetal bovin serum (FBS) 400
ng/ml hidrokortizon, 10-10 M choleratoxin, 10
ng/ml epidermal gorwth factor, 0,089 mM adenin,




1. dbra 2. dbra 3. dbra

Bor-ekvivalens modellek Egy modell kiszelebbrdl 14 napos modell paraffinba
6 lyukii lemezben dgyazott keresztmetszete

(hematoxilin eosin (HE)
festés, 400x)

4. dbra 5. dbra 6. dbra

Normdl bér, kriosztdt metszet, Modell Gjsziilott keratinocita Psoriasis, kriosztdt metszet,

immunoperoxidase (IP) festés és fibroblasztbdl., krioszidt IP festés, keratinocita

keratinocita transzglutamindz metszet, [P festés, keratinocita transzglutamindz Ab, 200x
antitest (Ab), 200x transzglutamindz Ab, 400x

7. dbra 8. abra 9. dabra
Normil bér, paraffinba Modell tjsziilott keratinocitdbol Psoriasis, paraffin metszet.
dgyazott metszet, IP festés, és fibroblasztbol, paraffin IP festés, involucrin Ab, 200x
involucrin Ab, 400x metszet, IP festés, involucrin
Ab, 400x

e

10. dbra 11. dabra 12. dbra
Modell djsziildtt keratinocitdbol Modell ujsziilott keratinocitibol Modell jsziilétt keratinocitdbdl
és fibroblasztbdl, paraffin és fibroblasztbdl, paraffin és fibroblasztbél, paraffin
metszet, IP festés, keratin 14 metszet, IP festés, keratin 10 metszet, IP festés, keratin 16
Ab, 400x Ab, 400x Ab, 400x
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292 ug/ml glutamin, 0,105 TU/ml insulin, transfer-
rin, 1% Fungibact) helyeztiink. A medium heti hd-
rom alkalommal volt cserélve. Konfluens tenyé-
szet elérése utdn a tripszin+EDTA segitségével
felszedett keratinocitdkat KGM mediumba 3T3
sejtek nélkiil tenyésztettiik tovibb.,

Fibroblaszt tenyésztés:

Az Gjszilott fitymabor dermiszébdl néhdny
apr6 darbot szovettenyésztd petri csésze aljdra
helyeztiink, amit négy sarkdn vazelinezett fed6-
lemezzel fedtiink és 109% FBS-t tartalmazé
DMEM-mel hetente hdromszor tdpliltunk, kb 3
hét milva a dermiszbdl a fibroblasztok kindttek
€s beteritették a tenyésztdedény aljat. Ekkor fel-
tripszinizdlva a fibroblasztokat monolayerként
tenyésztettiik tovdbb,

Bor-ekvivalens modell:

L. nap. dermélis komponens el6készitése (kol-
lagen gél készitése):

Jjégen 10x DMEM, FBS, antibioticum, antimy-
coticum, NaOH keverékéhez solubilis patkdnyfa-
rokbdl szdarmazé kollagen I oldatot (Collaborative
Biochemical Products) adtunk, majd 1-2x l()sfml
gel végkoncentricidban fibroblasztokat (3-5 pas-
sage) kervertiink hozza. 24 lyuki lemez mélyedé-
seibe oltottiink egy-egy ml-t, majd 37 C"-os inku-
bitorba helyeztiik amig meg nem szildrdult, ekkor
DMEM FBS mediumot rétegeztlink rd. Visszahe-
lyeztiik az inkubdtorba.

2. nap. epidermdlis komponens készitése.

A monolayer tenyészetbdl a keratinocitdkat
(3—4 passage) feltripszineztiink és FAD medi-
umban reszuszpenddlt 5x10° keratinocitdt he-
lyeztiink minden egyes gél tetejére, miutdn eltd-
volitottuk a fibroblaszt médiumot. 24 6riin 4t in-
kubdltuk.

3. nap. A gél tetejérél a FAD médiumot éva-
tosan lesziviuk, majd a gélt kiemelve a 24 lyuku
lemez mélyedésébdl 6 lyuki lemez mélyedésé-
ben elhelyezett rozsdamentes. ldbakon 4116 rics-
ra tettiik, Ggy, hogy a gél keratinocitdkat tartal-
mazd teteje legyen tovdbbra is feliil. Hetente 3x
gy cseréltiik a FAD médiumot, hogy az csak a
dermdlis komponest érje, a him a levegdvel
érintkezzen, taplalékot, csak alulrél a dermiszen
keresztiil kapjon (1. 2. dbra). 14-21 napon ha-
sonléan barmely bdrbiopszids anyaghoz, fel-
hasznalhattuk.

A modellek felhasznaldsa:

A kb I cm dtmérdji borekvivalens modelleket
a 14-21 napon fixdltuk. Minden egyes anyag 1/3-
at OCT-be dgyaztuk, folyékony nitrogén fagyasz-
tast kovetden 4 p-os kriosztat metszeteket készi-

tettlink poly-L lisinnel kezelt tdrgylemezre. Az
anyagok masik harmadat folyékony nitrogén fa-
gyasztés utdn -70 C°-on tdroltuk molekuldris bio-
I6giai feldolgozds céljabdl. Végiil 1/3-dt parafor-
maldehidben fixdltuk és paraffinba dgyazva
metszet késziilt bel6le, mely mindegyikét hema-
toxilin eosinnal festettiik. Kontrollként feln&tt
normdl €s psoridzisos 1€zi6bdl szdrmazo borbi-
opszids anyagot haszndltunk, mely hasonlé mé-
don volt fixdlva.

Immunohistokémia:

Keratinocita transglutaminase (KTG) (BC 1
ajandék Scott Tachert6l), Keratin 14, keratin 10,
keratin 16 (Trene Leight6l). involucrin (kereske-
delmi) antitestek és DAKO LSAB kit felhaszndl4-
sdval immunoperoxiddz festést végeztiink a proto-
kollban leirt médon DAB kromogén felhaszndla-
sdval, a hattérfestéshez hematoxilin I-et haszn4l-
tunk.

Eredmények

A modell hisztologiai metszetén (3. dbra)
hematoxilin eosin festéssel lithatd, hogy a
transzparens, kevés fibroblasztot tartalmazé
irha fol6tt egyenes hatdrral elkiiléniilve tébb-
rétegli elszarusodott lapham van, mely réte-
gezettsége kissé szabdlytalanabb, mint az
¢l6b6l szdrmazé hamé. A stratum granulo-
sum megfigyelhetd, a szarurétegben parake-
ratdzis van.

A differencidléddsi markereket tekintve a
KTG a normdl hamban (4. dbra) a granuldris
rétegben van jelen, mig a modellben (5. dbra)
mar a suprabasalis rétegben megjelenik, ha-
sonldan a psoriasisos hamhoz (6. abra). Az
involucrin a normdl hdmban a granularis ré-
tegben €s a str. spinosum ahhoz kozeli réte-
geiben ldthatd. Psoriasisban (9. dbra) a KTG-
hez hasonldan, az alsébb rétegekben jelenik
meg, mig a borekvivalens modellben (8. db-
ra) szinte az egész ham teriiletén festddést
mutat. A bazdlis sejtekre jellemzo keratin 14
expresszid a modell hamjanak minden réte-
gében megmarad (10. dbra). A & differenci-
dloddsi marker, a keratin 10 ezen in vitro ko-
rilmények kozott a suprabasalis réteg felsd
sejtsoraiban jelenik meg (1 1. dbra). Az é16bdl
szdrmazd normdlis viszonyok kézott nem
expresszilodo keratin 16 a raftban bazdlis ré-
teg folott jelenik meg (12. dbra) és megmarad
a felsobb rétegekben is.




Megbeszélés

A monolayerben tenyésztett keratinocitak-
kal és az in vivo kimetszett bérbdl szdrmazo
hisztologiai metszetiel dsszehasonlitva a bor
ekvivalens modell hdmja a normal hdmhoz
szerkezetileg sokkal kozelebb 4ll, annak elle-
nére, hogy a kiilonbségek, mar HE festés
mellett is nyilvdnvaléak (3. dbra) (papillalt-
sdg hidnya, kisebb foki rendezettség, parake-
ratozis).

A keratinocitdk differencidléddsa sordn a
sejtek 4ltal szintetizalt fehérjék mindsége €s
mennyisége a differencidlodds fokatol fiig-
gben eltérd és arra jellemzd, immunhisztokée-
miai médszerekkel vizsgdlhatd. A differenci-
aldddsi markerek felhaszndldsa részletesebb
dsszehasonlitast tesz lehetdve.

A legjelentdsebb valtozds, mely mutatja,
hogy a sejt elindult a differencialodas fel€, a
nagy molekulasilyt K1 és K10 megjelenése
a basalis sejtekre jellemzd K5 és K14 helyett
(13). A HE festéssel az é16bdl szarmazoé ham-
ra nagyon hasonlité modellben a K14 exp-
resszidja (10. dbra) nemcsak a basalis rétegre
lokalizalddik, hanem a ham egészében meg-
marad, a keratin 10 (11. dbra) pedig kés6bb
jelenik meg. Ugyancsak eltér a K16 megjele-
nése is. Ez a hiperproliferdcios keratinnak is
nevezett keratin a normdl hdmban nem talal-
haté meg, viszont gyorsabban proliferdlo
hdmb#n (sebgydgyulds, psoriasios 1€zid
hamja) a suprabasalis rétegtol jelen van. A
K 16 antitesttel a modell bazilis sejtjeit kivé-
ve minden sejt mutat festodést (12. dbra),
mely jelzi a hiperproliferacios allapotot.

A hiperproliferdcids hamra jellemzd elren-
dez6dést mutatja a modellben a KTG (5. db-
ra) és involucrin (7. dbra) expresszidja is. A
KTG a keratinocitdkra jellemz6 transzgluta-
mindz, membrianhoz kotott fehérje, mely
szubsztritjaibdl (imvolucrin, loricin, cornifin
stb) a keratinocita differencidloddsra jellem-
z0 enzimatikus bontdsnak, kémiai oldésze-
reknek ellendllé burkot (cornified envelop)
hoz létre (36), mely fontos jellemzdje a diffe-
rencialéddsnak (12). A normdl borben a KTG
a granularis rétegben, az involucrin a granu-
liris és a szuprabazilis réteg kiilsé részében
van jelen. Psoriasisban mindkettd a him al-
s6bb rétegeiben jelenik meg. Osszehasonlit-
va ezen markerek festGdését a psoridsisos
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bérben megyfigyeltekkel, megdllapithatd,
hogy a differencidléddsi markereket tekintve
a modell morfoldgiailag kizelebb all a hiper-
proliferacios hamokhoz, mint a normalhoz.

Ezen eredmények Osszhangban vannak az
irodalmi adatokkal (2, 20), miszerint a mo-
dellek morfolégiailag a sebgydgyulds és a
psoriasisos 16zié hdamjdra emlékeztetnek. Ez
részben magyarazhatd azzal, hogy az in vitro
koriilmények kozott hidnyzik a kontakt gdt-
las és a tapfolvadékok proliferacidt serkentd
anyagokat tartalmaznak. A modell és az €16
bér nyilvanvalo kiilonbségeit tekintve is ez a
szerv-kultira a borgydgydszati kutatdsok
fontos eszkoze. Alkalmas gybgyszerek far-
makoldgiai hatdsdnak (20), a bdr barrier
funkcidjdnak (25, 35), a differencidlodas fo-
lyamatdnak (1, 9) és a fibroblaszt-keratinoci-
ta interakcié (5, 11, 34) tanulmanyozdsdra,
valamint a korképek modellezésére (22). A
bér-ekvivalens modellek alkalmazdsa egy 1¢é-
péssel kozelebb vitte az in vitro kutatdsokat
az in vivo viszonyokhoz.
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