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Bevezetés

A bort érintd betegségek nemcsak esztétikai problémat, hanem szdmos kellemetlen
tiinetet (fajdalom, viszketés) is okoznak; emellett kezelésiik is tovabbi szovédményeket
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 kozponti eleme a pemphigus vulgaris és az atopias dermatitis
patogenezisében is fontos szereppel bird barrier funkcido ¢és regeneracid jelatviteli
folyamatainak kutatasa volt. Ennek soran els6ként a mechanikai integritas fenntartasaban
jelentés, a keratinocitak kozotti kapcsolo egységeket felépité adhéziés molekuldk, a
dezmoglein (dsg) -1, dsg-3 és P-kadherin (P-cad) kifejezodését befolyasold folyamatokat
vizsgaltuk, kiemelt figyelmet forditva ezen sejtek proliferacios ¢€s differencialodasi
folyamatait szabalyozé protein kinaz C (PKC) izoenzimcsaladra. Mivel az epidermisz
felépitése soran a keratinocitdk kiilonbozd differencidlodasi fazisba keriilnek, mely soran
eltér6 adhézioés molekulak fejezddnek ki, felmeriilt a kérdés, hogy a PKC enzimcsaladnak
van-e hatdsa ezekre a fehérjékre is.

A borgyogyaszati externakban az irritacid csokkentése €s a barrier funkcio6 helyreallitasa
céljabol sikeresen alkalmazzuk a glicerolt és a hasonlo szerkezetii xylitolt. Kisérleteinkben
masodik részében igy arra fokuszaltunk, hogy ezen két poliol megvaltoztatja-e a
keratinocitakban a differencialédasi és gyulladasos markerek kifejezodését, illetve

befolyasolja-e a kapcsolodo jelatviteli folyamatokat.



Célkitiizések

PhD munkém soran 6 célom a bér barrier funkcidjat befolyasold tényezok vizsgalata

volt. Ennek soran 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
el6szor a tenyésztési id6, azaz a proliferacios és differencialtsagi allapot fliggvényében, adott
PKC izoenzimeket stabilan overexpresszald HaCaT sejtekben, végezetiil farmakoldgiai
modszerekkel (szelektiv PKC inhibitorok), valamint RNS interferencia (RNSi) technika

alkalmazasaval.

2. Kutatasaink masodik részében a barrier helyreallitasaban szerepet jatszo anyagok (glicerol,
xilitol) hatasat vizsgaltuk a barrier kialakulasaban szerepet jatsz6 mechanizmusokra, tigymint
intracellularis kalciumszintjeire, ¢és jelatviteli folyamatokra, ezen beliil is a PKC
izoenzimekre, illetve a MAPK utvonalra, valamint gyulladdsos modellekben

gyulladascsokkentd hatasukra.



Anyagok és modszerek

Sejttenyésztése
HaCaT

A human immortalizalt HaCaT Keratinocitakat 25 és 75 cm?

-es szovettenyészto
edényben, 10% embrionalis borji szérummal, 2 mM-o0s L-glutaminnal, 50 U/ml penicillinnel,
50 pg streptomycinnel, 1,25 pg/ml Fungizonnal  kiegészitett DMEM tapoldatban
tenyésztettiik 37°C-on, 5%-0s CO> tartalom mellett. A PKC overexpresszor (illetve az ,,iires”
vektorral transzfektalt) keratinocitakat hasonld koriilmények kozott, ugyanakkor (a

folyamatos szelekcid fenntartdsanak érdekében) 500 pg/ml geneticin  antibiotikumot

tartalmaz6 DMEM médiumban tenyésztettiik.

NHEK

A human bdrmintdkat sebészeti beavatkozason atesd, borgydgyaszati szempontbodl
egészséges donoroktol nyertiik, akik bérmintaik kutatasi céli felhaszndlasdhoz 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-k izolalasa soran a dermo-epitelialis elvalasztast 2,4 IU/ml diszpaz oldattal
végeztiik (egy €jszakan at 4°C-on), majd az epidermiszt rovid ideig (20 perc, 37°C) 0,05%-0s
tripszinnel emésztettiik. Az igy nyert NHEK sejteket 1 uM inzulinnal, 1 uM kortizollal, 100
pg/ml streptomycinnel, 100 U/ml penicillinnel, 50ng/ml amphotericin B-vel, 0,4% borju
agyalapi mirigy kivonattal és 0,06 mM CaClz-dal kiegészitett szérummentes Epilife

médiumban tenyésztettiik 37°C-on, 5% CO, tartalom mellett.



PKC-overexpresszor HaCaT sejtek létrehozdsa

A kiilonbozé PKC izoenzimeket stabilan overexpresszaldé HaCaT keratinocitakat
korabbi leirasnak megfeleléen hoztuk Iétre (Papp és mtsai). A kisérletek transzfektalt
poolokbol torténtek, de minden izoforméra vonatkozoan az eredményeket harom kiilonalld
kloénnal erdsitettik meg. A rekombindns overexpresszid hatékonysagat Western blottal €s

kinaz esszével ellendriztiik.

RNS interferencia (RNSi)

A sejteket 6-well-es szovettenyészté plate-en szélesztettilk szérumot tartalmazo,
antibiotikum mentes DMEM tapoldatban. Ezt kovetden 40-50%-0s konfluencia szinten
Lipofectamin 2000 anionos detergens segitségével transzfektaltuk éket cPKCa, B, nPKCS és ¢
elleni, scrambled (kontrollként) vagy fluoreszcein kotott kontroll kis interferaldo RNS (siRNS)
oligonukleotidokkal, melyeket elézéleg a transzfekcios reagenst tartalmazo transzfekcios
médiummal 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 adhéziés molekulak kimutatasara, a PKC
izoformak RNS interferenciaval tortént lecsenditésének fehérje szintii ellendrzésére, illetve a
mitogén-aktivalt protein kindz (MAPK) utvonal aktivalodasanak igazolasara. A sejteket
jéghideg foszfat-pufferben (PBS) mostuk le, lizis pufferrel learattuk, majd jégen ultrahangos
feltarast végeztiink. Ezt kovetden a fehérjetartalmat modositott BCA protein assay
segitségével hataroztuk meg. A lizatumokhoz natrium-dodecil-szulfat mintapuffert (SDS-
PAGE) adtunk, majd a fehérjék denaturalasat 10 perces 100°C-on torténd f6zéssel végeztiik.
Az igy elkészitett mintdkat SDS-PAGE gélelektroforézisnek vetettiik ala (valyinként 20-30

pg fehérjét vittiink fel 8%-os gélre), majd nitrocelluldz membranra transzferaltuk. A membran



szabad kot6helyeit 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 soroltuk fel. Ezt kovetéen a membranokat 30 percig PBST oldatban
mostuk. Masodlagos antitestként torma peroxidaz konjugalt kecskében termeltetett nyul és
egér ellenes IgG antitestet (1:1000 higitasban) hasznaltunk, mellyel 1 o6ran at
szobahOmérsékleten inkubdltuk a membranokat. Az immunreakciok eredményét ECL
Western blot meghataroz6 Kit, illetve SuperSignal® West Pico Chemiluminescens Substrate
kit segitségével tettiik 1athatova. Az immunoblottok denzitometrias analizisét Intelligent Dark
Box ¢és Image Pro Plus 4.5.0 software segitségével végeztiik. Ezt kdvetden a tobb fliggetlen
kisérletbdl szdrmazo normalizalt denzitometrias értékeket meghataroztuk és atlag:=SEM-ként
fejeztiik ki. Az egyenletes mintafelvitel igazolasara membran strippinget kovetéen haztartasi
fehérjék elleni antitesttel végeztiik el a folyamatot. Ennek sordn a membranokat 2% SDS-t és
0,1M B-merkaptoetanolt tartalmaz6 200 ml 50mM Tris-HCI pufferrel (pH 7,5) kezeltiik 65°C-
on 1 o6ran at, majd haztartasi fehérjék (B-aktin, citokréme-C) ellenes monoklonalis antitestet
alkalmaztunk. Az adhézidés molekuldk ¢és az RNS interferencia ellendrzésénél B-aktint és
citokrom C-t, a MAPK tutvonal aktivalasanak igazoldsanal B-aktint alkalmaztunk. Ezutan a
korabbi modszer szerint vizualizaltuk az eredményt. A specificitas igazoldsara, amennyiben
rendelkezésre allt, specifikus neutralizald peptidet alkalmaztunk, egyéb esetekben elsddleges
antitest nélkiil végeztiik a kisérleteket, melyek soran immunfestés nem jott 1étre.
Immuncitokémia

A NHEK-kon végzett immuncitokémiai vizsgalatok soran a sejteket 24-well plate-re
helyezett steril fedGlemezen szélesztettiik és tenyésztettilk, majd acetonnal fixaltuk. A
membran permeabilizalasa 0,1% Triton-X-100 oldattal tortént. PBS oldattal torténé mosast
kovetéen az aspecifikus kotéhelyeket 5% borju szérum albumint (BSA) tartalmazo PBS

oldattal blokkoltuk (30 percig, szobahémérsékleten). Ezt kovetden a sejteket nyulban



termeltetett PKCa (1:200 higitasban) és PKCS (1:200 higitasban) ellenes elsédleges antitesttel
egy ¢jszakan keresziil 4°C-on inkubaltuk. PBS-sel torténd mosast kovetden fluoreszcein-
izotiocianat konjugalt masodlagos antitesttel (1:200 higitasban) kezeltiik a sejteket 60 percig
szobahOmérsékleten. PBS-sel torténd mosas utan a sejtmagokat DAPI festés segitségével
tettiik lathatova. A negativ kontrollok esetében az elsddleges antitestet kihagytuk a kisérlet
soran vagy blokkolo peptidet alkalmaztunk.

fent leirt jelolés el6tt a sejteket el6zdleg kiilonbozo ideig 0,27% glicerollal vagy 0,45%
xilitollal kezeltiik. A fluoreszcens festést Zeiss LSM 510 konfokalis mikroszkoppal tettiik
lathatova.

Kvantitativ “real-time” PCR (Q-PCR)

A PKC izoformak RNS interferenciaval tortént lecsendesitésének ellenérzésére, a
keratinocita differenciacios markerek és gyulladasos utvonalak aktivaldédasanak mRNS szintii
kimutatasara Q-PCR technikat alkalmaztunk, melyet ABI PRISM 7000 Sequence Detection
System géppel végeztiikk 5’nukledz assay-t hasznéalva. A sejtek teljes RNS tartalmat TRIzol
reagenssel izolaltuk, majd 2-3 pg teljes RNS CDNS-sé torténd reverz transzkripcidjat
végeztik el 15 U AMV reverz transzkriptaz és 0,025ug/pl random primer felhasznalasaval.
végeztiik a TagMan Universal PCR Master Mix Protokollt kévetve. Belsé kontrollként a -
aktint, illetve a ciklofilin A-t hataroztuk meg.

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) a tetrazolium gytr mitokondrialis dehidrogenazok altali
hasitasa révén lila szini formazan kristaly keletkezik. A sejteket 96 lyuku lemezekre

szélesztettik  10.000 sejt/lyuk  denzitasban, majd Xxilitol és glicerol kiilonb6z6



koncentréacioival, kiillonbozo ideig kezeltiik dket. Ezt kovetden a tenyésztd oldat eltavolitasa
pipettaztunk, majd 37°C-on 2 6ran at inkubdltuk a sejteket. Az MTT oldat eltavolitasat
kovetéen minden lyukhoz 100 ul ,MTT szolubilizal6 oldatot” adtunk a formazan kristalyok
feloldasara, majd tizenot percig szobahdémérsékleten inkubaltuk a sejteket kozepesen intenziv
nm-en FlexStation 3 késziilék segitségével. A mért abszorbancia ardnyos az ¢él6 sejtek
szamaval. Minden kezelést legalabb négy ismétléssel végeztiink, az adatokat a kontroll
szazalékaban, atlagtSEM formaban adtuk meg.

Az apoptozis vizgsgdlata (MitoProbe™)

A mitokondridlis membranpotencial csokkenése az apoptdzis egyik legkorabbi
markere. Kisérleteink sordn a mitokondridlis membranpotencial vizsgalatat a MitoProbe™
DilCy(5) Assay Kit segitségével végeztik el. A kisérlet soran alkalmazott festék
(1,1',3,3,3",3’-hexametil-indodikarbocianin-jodid; a tovabbiakban ,DilC1 (5)”) a
mitokondrialis membranpotencial fiiggvényében 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 majd xilitol és glicerol MMT assay-nél alkalmazott
koncentracioival kezeltiik 6ket ugyanazon ideig. A feliiliszo eltavolitasa utan a sejteket 1:200
aranyban higitott DilC1(5) munkareagenssel (50 ul/lyuk) 30 percig 37°C-on inkubaltuk. PBS-
sel torténé mosast kdvetden a fluoreszcencia intenzitast 630 nm-es hullamhosszon gerjesztve,
670 nm-en detektalva mértiik FlexStation 3 Fluorescence Image MicroPlate Reader késziilék

(FLIPR) segitségével.



A nekrozis vizsgdlata (Sytox Green)

A kiilonféle anyagok sejtnekrozist okozo hatasat fluoreszcens SYTOX Green
jeloléssel végeztiik. A festék csak a nagymértékben sériilt plazma-, illetve magmembranon
keresztiil képes atjutni és a sejtmagban a duplaszala DNS-hez kotddni. Az ép
plazmamembrannal rendelkezO, azaz ¢él6 sejtekbe nem képes bejutni. A festék zold
fluoreszcencia intenzitasabol a tenyészetben 1évé citotoxikus folyamatokra kovetkeztethetiink.
A sejteket 96 lyuka ,black well/clear bottom” lemezekre szélesztettilk 20.000 sejt/lyuk
denzitasban, majd a poliolokkal kezeltik o6ket. A feliilluszo eltavolitdisa utan 1 uM
sejteket. PBS-sel torténé mosast kdvetden FlexStation 3 késziilék segitségével 490 nm
gerjesztési és 520 nm emisszids hullamhossz mellett.

Az SYTOX Green, illetve a DilCy(5) festékeket egyszerre adtuk a munkaoldathoz, igy
a folyamatokat egyszerre tudtuk vizsgalni ugyanabban a mintaban.

Ca?*-imaging

A NHEK-kban Iétrejovd, poliolok okozta esetleges [Ca®']i valtozast fluorimetrids
Ca2*-imaging technikéaval vizsgaltuk. A kisérletek sordn Fluo-4 AM jellést hasznaltunk. A
Fluo-4 egy Ca®*-érzékeny fluoreszcens festék, ami a hozzikapcsolt ,,AM” (acetoxi-
metilészter) csoportnak koOszonhetéen 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 jelentésen megnd a fluoreszcencia intenzitasa,
amit a mérés soran detektalhatunk. A vizsgalat soran a sejteket 10.000 sejt/lyuk stirtiségben
96-lyuku ,,black well/clear bottom” lemezekre szélesztettiik. A mérés napjan haromszori
Hank oldatos mosast kovetden a sejteket tapoldatban oldott 2 uM Fluo-4 AM 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 tartalmu Hank oldatban tartottuk a



sejteket 30 percig, 37°C-on. A Fluo-4 AM-rel feltdltott sejtek [Ca®']i valtozasat FLIPR
késziilékkel mértiik 494 nm gerjesztési és 516 nm emisszios hullamhosszokon. A Kinetikai
mérések kozben a miiszerbe épitett pipettorfej segitségével automatikusan adagoltuk a
sejtekhez a kezelGanyagokat. Pozitiv kontrollként 180 uM ATP tartalmu oldatot, negativ
kontrollként kalcium mentes Hank oldatot alkalmaztunk.
Statisztikai analizis

Az adatokat az IBM SPSS Statistics 19, illetve Origin Pro Plus 6.0 szoftver
segitségével, kétoldalu, kétmintas t-probaval vizsgaltuk, és a P<0,05 értékeket tekintettiik

szignifikans kiilonbségnek.



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, hogy ha a HaCaT keratinocitak elérik a
konfluencia allapotat (vagyis bendvik a tenyésztéedényt), a nagy sejtdenzitas kovetkeztében
beindul differencialodasi programjuk. Ezért el6szor azt vizsgaltuk, hogy az adhézios
molekulak kifejezodése valtozik-e a konfluencia fiiggvényében. Kisérleteink soran a sejteket
9 napon keresztiil tenyésztettiik; a sejteket 1., 3., 5., 7. és 9. napon Osszegyiijtottiik, majd az
adhézios molekulakra nézve Western blotot végeztiink, illetve denzitometriaval kvantitativan
is meghataroztuk a kapott eredményeket. A sejtek a 100%-0s konfluenciat az 5. tenyésztési
napon értek el.

Megallapitottuk, hogy a kiilonb6z6é adhéziés molekulak kifejezédése eltéré modon
valtozott. A dsg-1 a szubkonfluens (vagyis még a proliferacié fazisaban 1évé sejteken)
kevésbé volt megtalalhatd, mint a nagy sejtdenzitast elért, azaz differencialodo
keratinocitakon. Ezzel ellentétes modon a dsg-3 expresszidja a proliferacio fazisaban volt
magas (1-5. napok ko6zott), mig a posztkonfluens kultarakban gyakorlatilag nem volt
detektalhato. A P-cad kifejez6dése is ehhez hasonldan alakult; a molekula szintje a proliferalo
sejtekben emelkedett volt, mig a differencialodoakban alacsony.

Mindezen eredmények Gsszhangban vannak azzal a kifejez6dési mintazattal, amely a
dsg-1, -3 és P-cad molekulak vonatkozasaban in vivo az epidermisz rétegeiben megfigyelhetd.
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 fejezdédik ki. Ez alapjan megallapithato, hogy a HaCaT keratinocitak jol

hasznalhatoak az adhézids molekulak kifejez6désének in vitro vizsgalatara.

Az adhézios molekulak kifejezodése kiilonféle PKC izoformadkat stabilan tultermelé HaCaT
keratinocitikban

Laboratoriumunkban korabban mar kimutattuk, hogy a PKC izoenzimek rekombinans
overexpresszidja szignifikans mértékben befolyasolja a HaCaT keratinocitak in vitro és in
sejtproliferaciot, mig a differencialodasi markerek (involukrin, filaggrin, transzglutaminaz-1)
kifejezodését fokozta. Ezzel ellentétben, a cPKCP és nPKCe esetében fokozott proliferaciot és
a differencialodas csokkenését észlelték.

Jelen kisérleteinkben a harom adhézios molekula kifejezodését elemeztik a PKC
overexpresszor HaCaT keratinocitakon. Ehhez azonos (kb. 80-85 %-o0s) konfluencianal
Osszegylijtott, hasonld proliferacios és differencialodasi stadiumban 1évé sejteken Western
blot analizist végeztiink.

Azt talaltuk, hogy a dsg-1 Kkifejez6dése a differencialodast indukalo PKCo
overexpressziojakor  szignifikdnsan novekedett, mig a  hiperproliferativ. PKCe
overexpresszioja jelentdsen csOkkentette ezen adhéziés molekula expresszigjat (a
hipoproliferativ. PKCo ¢és a hiperproliferativ. PKCB nem valtoztatta meg a dsg-1
kifejez6dését). Az epidermisz alsobb (proliferald) rétegeiben in vivo elhelyezked6 dsg-3 (a
vartnak megfelelden) a differencidlodast fokoz6 PKCa-t ¢€s 0o-t overexpresszald
keratinocitakban szignifikdnsan alacsony, mig a proliferaciot serkenté PKCe-t taltermeld
sejtekben szignifikansan magas expresszios szintet mutatott (a PKCP esetében nem volt
kiilonbség a kontrollhoz képest). A dsg-3-hoz hasonld in vivo eloszlast mutaté P-cad

szignifikansan fokozottan fejezddott ki a hiperproliferativ PKCp-t taltermeld sejtekben, mig a
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hipoprolifertaiv PKCa és & overexpresszidja szignifikansan csokkentette expressziojat (az
ugyancsak hiperproliferativ. PKCe izoenzim tiltermeltetése nem befolyasolta a P-cad

kifejezSdését).

Az adhézios molekulik kifejezodése HaCaT Kkeratinocitdkban RNS-interferencia
segitségével szelektiven csokkentett PKC expresszio esetén

Kisérleteink kovetkezd 1épéseként RNSi technika alkalmazéasaval vizsgaltuk egyes
bekovetkezd valtozasokat. Az RNSi beavatkozas hatékonysaganak ellendérzése céljabol Q-
PCR-t, Western blotot, illetve annak denzitometrias analizisét végeztiikk el. Megallapitottuk,
hogy RNSi transzfekciot kovetden 48 oraval szignifikans mértékben csokkent valamennyi
»celzott” PKC izoforma szintje (scrambled RNS-t tartalmaz6 mintak kb. 20%-ara). Tekintettel
arra, hogy nem tapasztaltunk mérhetd valtozast sem a tobbi (,,nem tdmadott”) PKC izoforma,
sem a vizsgalt B-aktin kifejezdésében; valamint a scrambled RNS-ek sem befolyasoltak az
endogén izoenzimek kifejez0dését, a beavatkozds szelektivnek bizonyult. Tovabbi
vizsgalataink sordn ezért 48 Oraig kezelt mintakat hasznaltunk.

A PKC overexpresszi6 esetében kapott eredményekhez képest ugyanazon PKC
izoformak szelektiv down-regulacidja ellentétes modon valtoztatta meg az adhézids
molekulak kifejezddését. A dsg-1 kifejezOdése szignifikdns modon fokozddott a
hiperproliferativ  PKCB, mig szignifikdnsan csokkent a differencidlodast fokozo PKCo
downregulacioja esetén (a PKCa és a B szintjének csokkentése nem okozott érdemi valtozast).
A dsg-3 vizsgalata soran azt tapasztaltuk, hogy a differencialodast indukalo PKCa €s o
szintjének molekularis csokkentése szignifikdns mértékben fokozta, mig a proliferacioért
felelés PKCe down-regulacidja szignifikansan csokkentette a szintjét (az ugyancsak

hiperproliferativ hatastt PKCP szintjének modositasa nem befolyasolta a dsg-3 expresszidjat).
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A legdramaibb valtozast a P-cad vizsgalatakor tapasztaltuk. Megallapitottuk, hogy a
keratinocitak differencidlodéasat fokozé PKCa és 6 kifejezddésének csokkentése szignifikans
mértékben megnovelte, mig a hiperproliferativ PKC B és & down-regulacioja szignifikans

mértékben lecsokkentette a P-cad expresszidjat.

A szelektiv PKC6 inhibitor rottlerin hatasa az adhézios molekulik kifejezdodésére HaCaT
keratinocitdkban

A fenti eredményeket mas modszerekkel is megerdsitendd farmakologiai
modszerekkel folytattuk vizsgalatainkat. Mivel kereskedelmi forgalomban csak a PKC3-nak
van specifikus gatloszere (a tobbi izoforma specifikusnak vélt gatloszerérdl ugyanis kidertilt,
hogy egyéb enzimeket is gatolnak, igy farmakologiai kisérleteinkben a rottlerint alkalmaztuk,
mely 5 uM koncentraci6 alatt képes a PKCS szelektiv gatlasara.
rottlerint tartalmazo oldattal kezeltiik, majd western blot technikéaval vizsgaltuk az adhézios
molekuldk szintjét. Megallapitottuk, hogy a rottlerin dézisfliggd moddon szignifikans
mértékben lecsokkentette a dsg-1, mig fokozta a dsg-3 és P-cad expreszidjat (a kezeletlen

kontrollhoz képest). Ezen eredményeink megerdsitették a PKCS overexpressszor, illetve az

PKC3-specifikus RNSi transzfektalt keratinocitak vizsgalatakor kapott eredményeket.
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1. A glicerol és xilitol hatasa a barrier kialakulasaban szerepet jatszo6
mechanizmusokra és jelatviteli folyamatokra normal human epidermalis

keratinocitakon (NHEK)

A poliolok nem befolyasoljik az NHEK-k proliferdcidjat és életképességét

Kisérleteinkben els6ként azt vizsgaltuk, hogy hatassal vannak-e a poliolok (glicerol,
xilitol) a tenyésztett NHEK-k novekedésére és talélésére. A 60-70 %-0s konfluencian
novekvé NHEK-kat (prekonfluens, vagyis proliferalé) 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 életképes sejtek aranyat kolorimetrias MTT assay-vel hataroztuk meg. Eredményeink
azt mutattak, hogy egyik poliol sem okozott mérhetd koncentracid vagy idofiiggd csokkenést
a sejtek életképességében. Mivel tovabbi DilCy(5) és Sytox Green festéssel is ki tudtuk zarni
az anyagok apoptozist vagy nekrozist okozo hatasat (nincs bemutatva), ezt kovetd

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 allapott (konfluenciaja) sejttenyészetekben
vizsgaltuk a poliolok hatasat azon molekulak (filaggrin, involukrin, lorikrin, okkludin)
expresszidjara, melyek kozponti szerepet jatszanak az epidermalis Kkeratinocitak
Mivel ismert, hogy a NHEK-k differencialodasi programja a konfluencia elérését
kovetden automatikusan beindul (nagy sejtdenzitds indukalta differencialodas), ezért elészor

prekonfluens NHEK sejtkulturan Q-PCR technikaval vizsgaltuk a poliolok hatasat. A
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keratinocita differencialodasi markereket vizsgalva megallapitottuk, hogy mind a glicerol,
mind a xilitol jelents és szignifikans mértékben megnovelte a filaggrin mRNS szintii
expresszidjat 24 és 48 oras kezelést kovetden egyarant, valamint szignifikdns mértékben
fokozta a lorikrin szinjét 24 ora elteltével (az involukrin esetében csak tendenciozus
novekményt 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
hasonl6 hatast mutatott a masik poliol, de a filaggrin és lorikrin kifejezddésének szignifikans
novelése mellett a Xilitol az involukrin expressziodjat is szignifikans mértékben fokozta 48 oras
kezelést kdvetden.

A fenti markerek mellett vizsgaltuk a tight junction-ok felépitésében szerepet jatszo
okkludin kifejez6dését is, mely az epidermalis barrier kialakulasanak és fenntartasanak egyik
kulcsmolekulaja. Megallapitottuk, hogy mindkét poliol szignifikans mértékben fokozta az
okkludin kifejez0dését 48 oras kezelést kovetéen a pre- és posztkonfluens sejtkultirakban
egyarant.

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

és/vagy helyreallitasara vonatkozoan.

A poliolok nem befolydsoljik az NHEK-k intracelluldris Ca?* koncentrdcidjdt
Tekintettel arra, hogy a keratinocitak proliferacios és differencialédasi folyamatainak
szabalyozasaban igen jelentés szerepe van a kalciumnak, kisérleteink kovetkez6 részében

Ca?*-imaging technika alkalmazasaval vizsgaltuk, hogy a polioloknak van-e hatisa az
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intracellularis Ca®* koncentraciora. Megallapitottuk, hogy egyik poliol sem befolyasolja a

Ca?* koncentraciot, vagyis hatasukat valamilyen mas jelatviteli itvonalon fejtik ki.

A poliolok hatdsa kiilonbozd jelatviteli folyamatokra

Amint korabban részleteztik, a PKC izoenzimek kozponti szerepet jatszanak a
keratinocitak ¢letfolyamatainak szabalyozasaban. Laboratériumunk kordbban kimutatta, hogy
a PKCa ¢és o izoformak aktivitisinak megnovelése fokozza a human Keratinocitak
differencidlodésat; ezért megvizsgaltuk azt is, hogy a poliolok hasonldé hatdsdban részt
vesznek-e ezen izoformak. Mivel (ahogy fent részleteztiik) a PKC enzimek aktivalodasuk
soran megvaltoztatjdk szubcelluldris lokalizacidjukat (azaz pl. a citoplazmabol a
magmembranba  transzlokdlodnak), ezért konfokalis mikroszkép  alkalmazésaval
tanulmanyoztuk a poliolok hatasat a PKCa €s 8 sejten beliili elhelyezkedésére.

Megallapitottuk, hogy a poliolok nem valtoztattdk meg a PKCoa szubcelluléris
lokalizaciojat. Bebizonyosodott ugyanakkor az is, hogy a xilitol (a glicerollal ellentétben) a

A MAPK rendszer, hasonléan a PKC rendszerhez, szamos Kkeratinocita funkcio
kozponti szabalyozo eleme. Ezért azt is vizsgaltuk, hogy befolyasoljak-e a poliolok a MAPK
jelatviteli itvonal aktivitasat. Western blot technika alkalmazasaval azt talaltuk, hogy mindkét
altalunk vizsgalt poliol a MAPK kaszkad aktivaciojat valtotta ki, amit az Erk1/2 (p42/44)
MAPK tranziens foszforilacioja jelzett.

Ezen kisérletes eredményeink azt sugalljak, hogy a glicerol és a xilitol feltehetden
kiilonb6z6  hatdsmechanizmussal ~ befolyasoljak  az  epidermalis  keratinocitak

differencialodasat.
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A poliolok hatdsa a gyulladdsos medidtorok termelidésére és kifejezodésére

A Dbarrier és bér integritds szempontjabol szintén fontos tényezd a gyulladasban
szerepet jatszo fehérjék aktivacidja, termelddése. Ezért kiilonbozé gyulladds modellekben
vizsgaltuk, hogy a xilitol és glicerol hogyan valtoztatja meg mRNS szinten az
inflammatorikus citokinek (IL-ek, TNFa, matrix metalloproteazok, MMP) expresszidjat a
keratinocitakban. A NHEK-kat a toll-like receptor (TLR) utvonal aktivatoraival kezeltiik; az
LTA a TLR-2 tutvonalat aktivald6 Gram pozitiv bakterialis endotoxin; a poly-IC a TLR-3
iranydban hato, virusfertézésnek megfeleld aktivaciot indukal; mig a TLR-4 aktivacidhoz
LPS-t hasznaltunk, ami egy Gram negativ bakterialis endotoxin. Vizsgaltuk ezen anyagok
hatasat kiilonb6z6 gyulladdsos mediatorok (IL-1a, IL-1p, IL-6, IL-18, IL-8, TNF-a, MMP1 ¢s
MMP9) mRNS szintli expressziojara. Elemeztiik tovabba, hogy valtozik-e HLA-DR
expresszio, melyrdl leirtak, hogy szerepet jatszik a Keratinocitdk immun aktivaciojaban, a
gyulladasban és TLR jelatvitelben. A HLA-DR expresszio vizsgalatakor enyhe donorfiiggést
tapasztaltunk; lathat6 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 szignifikdnsnak bizonyult. Bar némi
donor dependencia az IL-lo és IL-1B altal kozvetitett TLR upregulacio esetében is
megfigyelhetd volt, 6sszességében mind a xilitol, mind a glicerol szignifikansan csokkentette
ezen IL-k kifejezOdését. Az IL-6 és IL-18 esetében a poliolok kevésbé bizonyultak
hatékonynak, illetve az IL-8 TLR-medialt kifejez6dését is csak kismértékben csokkentették.
A xilitol azonban meglehetdsen effektivnek bizonyult a poly-IC indukalta TNF-a upregulacié
kivédésében. MMP1 és MMP9 esetében azt tapasztaltuk, hogy TLR aktivaciora adott valasz
kevésbé volt kifejezett, de mindkét poliol (foként a Xilitol) hatasara szignifikdns médon

csokkent a TLR-indukalt MMP9 expresszio.
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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 bért kolonizald6 mikroorganizmusok. A keratinocitdk mind az
epidermiszt felépitd szerkezetiikkel, mind immunologiai tulajdonsagaikkal részt vesznek a
védekez6 folyamatokban. Az epidermisz jellegzetes négy rétegében a sejtek a bazalis
membran felett elhelyezked6 osztodd sejtektél felfelé haladva szamos differenciacios
folyamat révén jutnak el az elszarusodo, legfelsd rétegig. A differencidlodasi folyamat sordn
megvaltozik a sejtek struktiraja, a sejt-sejt kapcsolatok, illetve szdmos, a mechanikai és
kémiai behatasok ellen védd, az epidermiszen keresztiili vizvesztést gatlo, a pH
fenntartasaban szerepet jatszé anyag termelddik (“cornified envelop”). Mindemellett
kozvetlen immunologiai funkciokkal is rendelkeznek, hiszen felsziniikon expresszalnak
szamos az immunrendszert aktivalo 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, kiilonbozd folyamatok indulnak be, igymint keratinocita proliferacio, zsir
¢s fehérje termelés. Tartosan fennallo karosodéds azonban felborithatja az egyenstlyt és a
folyamatok kontrollalatlannd valnak, 1étrehozva ezzel a kiilonbdzd barrierkarosodéssal jard
betegségek jellegzetes tlineteit, mint a keratinocita hiperproliferacio, bérszarazsadg, hamlas,
viszketés vagy eritéma. Ezek a betegségek az esztétikai problémak mellett sulyos, akar életet

veszélyeztetd allapotokat hozhatnak létre, ezért is fontos patogenezisiik minél részletesebb
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megismerése, hiszen célzott, oki kezelésre csak igy van mod. Fontos tovabba, hogy
amennyiben lehetséges, megelézziikk 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 adhéziés molekuldk kifejezodését 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 adhézios 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 sordn ezen apparatusok kozé tartozd dezmoszomakat 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-rol, hogy differenciaciotol fliggéen kiilonb6z6 epidermalis sejtrétegben
helyezkednek el. A dsg-1 a felsdbb, differencialtabb rétegekben, mig a dsg-3 az alsobb,
differencidlatlanabb rétegekben expresszalodik nagyobb mértékben. Ezen molekuldk az
autoimmun hodlyagos bdérbetegségek kozé tartozd pemphigus vulgaris és foliaceus
patogenezisében jatszanak szerepet, ugyanis az elleniik termelddd antitestek hozzdk létre a
tipusos holyagokat. Egy masik fontos kapcsold apparatus az adherens junkcid, melyek
kadherinekbdl épiilnek fel. Vizsgalataink kdzéppontjaban ezek koziil is a P-cad allt, mely a
bazalis és szuprabazalis rétegben fordul eld gyakrabban. Irodalmi adatok alapjan ismert, hogy
ezen adhéziés molekulakat szamos, a differenciaciora is hatassal bir6 folyamat

befolyasolhatja. A mi érdeklddésiink kdzéppontjaban ezek koziil a jelatviteli rendszerek koziil
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a PKC rendszer allt, melyrél ismert a differencialodast és proliferaciot szabalyozo hatasa,
illetve, hogy az egyes izoformak egymassal ellentétes hatassal rendelkeznek.

Az adhézios molekuldk és PKC rendszer kapcsolatat vizsgalo kisérleteink soran elsé
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 proliferaciojuk
csokken és sejtfolyamataik a differencialodas iranyaba valtoznak. Igy azonos sejtdenzitassal
sz¢leszett HaCaT keratinocita tenyészeteket kiilonb6zd tenyésztési napokon (1., 3., 5., 7., 9.
nap) “learattunk™ és Western blot segitségével vizsgaltuk az adhéziés molekuldk fehérje
szintli kifejez6dését. Azt tapasztaltuk, hogy a prekonfluens (1., 3., 5. nap) mintakban a dsg-3
¢s P-cad expresszi6 szignifikansan magasabb volt a dsg-1-hez képest, mig ezzel ellentétesen,
a konfluencia elérését kovetden (7., 9. nap) a differenciacio fazisaban 1évo sejtekben a dsg-1
fejezddott ki jelentds mértékben, mig a masik két adhézios molekula kevésbé. Eredményeink
alapjan azt a kovetkeztetést vontuk le, hogy in vivo az epidermiszben 1évé koriilmények jol
korellalnak in vitro a kiilonb6z6 tenyésztési napokon vizsgalt sejtkultirakkal az adhézids
molekulak kifejez0désének tekintetében.

Munkahipotézisiink szerint, ha van a PKC rendszernek szabdlyozd 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 molekulakra gyakorolt szabalyozo hatasat
kivantuk tanulményozni overexpresszald és RNS interferencidval lecsendesitett PKC
izoformdkat tartalmaz6 HaCaT sejtek, illetve a PKCd specifikus gatloszereként ismert

rottlerin alkalmazasaval. Megallapitottuk, hogy a differencialodast elésegité nPKCo a

20



differenciadlodéasi markernek tekinthetd dsg-1 expresszidjat fokozta, mig a proliferald sejteken
inkabb megtalalhato dsg-3 és P-cad szintézisét csokkentette az overexpresszalo sejteken, mig
eredményeink mind a specifikus gatlészer és a géncsendesitett sejtkiltarak esetén ezzel
ellentétesek voltak. Ezzel szemben cPKCa nem volt hatdssal a dsg-1 kifejezddésére, mely
alapjan feltételezhetd, hogy bar mindkét izoforma a differencidlédasban jatszik szerepet,
kiilonb6zé6 modon befolyasoljak az adhéziés molekuldk kifejezodését. A keratinocita
proliferaciot szabalyozé nPKCe és cPKCp hatasar6l 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
kifejezodésére volt hatassal, azaz fokozta azt. Kisérleteink alapjan gy tlinik, hogy érdekes
modon a dsg-1 expresszidjanak szabalyozasaban kalcium fiiggetlen PKC izoenzimek (nPKCo
¢és €) vesznek részt. Emellett ismert, hogy a kalcium fokozza a dsg-1 kifejez0dését és a
keratinocita differencialodast, mely valoszintleg nem kozvetleniil a kalcium dependens PKC-
k aktivaciojan keresztiil valosul meg. A dsg-3 szabalyozasaban ugy tiinik 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 szenveddé betegekbdl
izolalt dsg-3 elleni autoantitest a cPKCa és nPKCS aktivacigjat okozta. A P-cad-t mind a
klasszikus és novel PKC parok (cPKCa/nPKCo ¢és cPKCP/nPKCe) befolyasolhatjak,
egymassal ellentétes modon.

Az irodalomban tobb adat talalhaté arr6l, 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 fiiggd) PKC aktivacio/gatlas megvaltoztatja a kalcium-independens, hiper-adheziv
dezmoszomak kialakulasat, mely ezaltal mechanikai hatasra ellendllobb epidermiszt tesz
lehetévé. Irodalmi adatok alapjan a Pemphigus vulgaris-IgG hatasara tobb PKC izoforma

(PKC a ¢és o) is aktivalodik. Emellett Sanchez-Carpintero és mtsai a PKC gatlo
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biszindolilmaleimid alkalmazasaval meg tudtak akadalyozni a pemphigus vulgaris IgG okozta
holyagképzédést ujsziilott egerekben. Leirtdk, hogy a PKC gatldsa stabilizdlja a
dezmoszomaban a dsg-3-at, illetve gatloszerek (G6-6976- cPKC gatlo, Safingol-PKCa gatlo)
hatasara a PV-IgG dsg-3 eliminald hatasa kivédhet6 volt. Emellett az is ismert, hogy a
dezmoplakin foszforilaciojaban a PKCa-nak szerepe van, gatlasa stabilizélja a dezmoszoémat,
gatolja annak szétbomlasat. Sajat eredményeink alapjan a PKC izoenzimek att6l fiiggden,
hogy melyik izoformardl beszélink vannak hatdssal a Dsg-3 kifejezddésére, olyan
kozleményt azonban nem taldltam, mely izoforma fliggden vizsgalta volna hatdsukat. Mas
jelatviteli atvonalak patofiziologiai szerepe is ismert pemphigus vulgarisban, tigymint a p38,
MAPK, GTPaz csaladba tartoz6 Rho, a c-myc ¢és a foszfolipaz C szignalizaciénak, azonban
ezek pontos szerepe még tisztazasra var. Egu és mtsai a dsg-1 kifejezOdését és a
holyagképzodést vizsgaltdk PKC ¢és Erk ttvonal szabalyozd hatdsanak tekintetében PV-1gG
jelenlétében. A PKC nem szelektiv gatlészerét (Bim-X) alkalmazva nem észleltek valtozast
az Erk gatlasaval sikeriilt ezeket az eltéréseket csokkenteni. A PKC utvonal aktivalasanak
sikertelensége hatterében felmertiil, hogy a nem szelektiv PKC inhibitor egymassal ellentétes
hatasu PKC izoenzimet gatolt, melynek eredményeként “nettdé” hatdstalansadgot tapasztaltak.
Izoforma specifikus hatast csak a PKCa esetében vizsgaltak, a tobbi izoenzimrél nincs adat,
mely a szabalyoz6 folyamatok felderitése céljabol elengedhetetlen lenne. Eredményeink jo
alapot adhatnak tovabbi olyan kutatasoknak, melyek az in vivo talalt osszefiiggések alapjan

klinikumban hasznalhato terapids lehetdségek kifejlesztésére iranyulnak.

Poliolok hatasa keratinocita életfolyamatokat szabalyozo jelatviteli atvonalakra

A poliolok olyan cukoralkohol molekuldk, melyek tobb hidroxil csoportot

tartalmaznak. A glicerol (glicerin) szamos gyogyaszatban hasznalt készitményben
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megtalalhato. Ismert antimikrobialis hatasa, melyet sebek kezelésénel hasznalnak ki hidrogél
tartalmit  kotések  formajaban.  Vizmegkotd — tulajdonsdga  miatt  hidratdloként
kozmetikumokban, bdrgydgyaszati externdkban haszndlt, édes ize miatt szirupok
alkotoeleme, hiperozmotikus tulajdonsdga révén végbélkllp forméjaban laxativumként
alkalmazhat6. Nem ennyire elterjedt még az alkalmazidsa a masik, érdeklddésiink
kozéppontjaban 1évé  poliolnak, a xilitolnak. Legtobbiinknek a  Xilitol hallatan
cukorhelyettesitoként torténd alkalmazasa jut eszébe. Emellett azonban terjed borgyogyaszati
alkalmazésa is elsdsorban hidratald krémek alkotdelemeként (pl. Aquaxyl, Xylinep). Szdmos
kutatas tortént a glicerol és xilitol keratinocitdkra gyakorolt hatasanak vizsgalatara.
Kimutattak, hogy fiziko-kémiai hatasuk révén a barrier diszfunkcié helyreallitasaban
jatszanak szerepet. Egér modellben igazoltak, hogy a natrium-lauril-szulfat irritans,
gyulladéskeltd hatasat ki tudtak védeni, melyet a TEWL csokkenése, IL-1p és TNF-a mRNS
vastagsaganak megtartasa igazolt. 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 talaltdk, hogy ezekben az
egerekben a topikalis, illetve oralisan alkalmazott glicerol javitotta a SC hidraltsagat, a TEWL
csokkent. Ugyanezen hatas nem volt kimutathatd egyéb poliolok (xilitol, eritritol,
propanediol) alkalmazéasa esetén. Mdasok ugyanilyen egér modellben a bél ateresztd
képességének fokozodasat, intesztinalis epitelidlis sejteken a klaudin-1 és okkludin
expresszidjanak csokkenését talaltak, mely alapjan feltételezték a glicerol barrier szabalyozo
szerepét. Human kutatasok is torténtek a két poliol egyiittes alkalmazasara. Két hét topikalis
alkalmazés utdn megvizsgalva a bor kiillonbozd hidraltsagi és morfologiai paramétereit (Str
corneum vastagsag, TEWL, érdesség, epidermisz vastagsag, dermalis papilla echogenitas),

illetve a filaggrin jelenlétét az epidermiszben megallapitottak, hogy a fenti paraméterek a két
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anyag egyiittes topikalis alkalmazasa esetén jelents javulast mutattak. Ismert, hogy az
irritativ. kontakt dermatitis €s szdraz bér szindromakban patogenetikai szereppel bird
ozmotikus stressz hatasara a keratinocitak gyulladdsos mediatorokat termelnek. Igazolodott,
hogy mind a xilitol, mind glicerol ezt a gyulladasos valaszt képes csokkenteni. Kimutattak
tovabba, hogy xilitol és farnesol tartalmu krém egylittes alkalmazasa atopias dermatisben
szendvedd betegekben csokkentette az AD-ben patogenetikai szereppel bird S. aureus
kolonizaciot, emellett csokkentette a TEWL mértékét, illetve fokozta a SC hidraltsagat mutatd
konduktanciat.

Kevésbé ismert azonban, hogy ezek a hatasok milyen jelatviteli folyamatokon
keresztiil valosulnak meg. Kisérleteink soran elséként igazoltuk, hogy a két poliol nem
befolyasolja a keratinocita életfolyamatokat az altalunk alkalmazott doézisokban (0,27%
glicerol, 0,45% xilitol). Ezt kovetéen megvizsgaltuk, hogy a NHEK-on bizonyos
differencialodasi markerek (filaggrin, lorikrin, okkludin) mRNS szintii kifejez6dése
fokozodik proliferald és differencialodd kualturakban egyarant. Ismert, hogy a kalcium
differenciaciot szabalyozo szereppel bir, azonban a glicerol és xilitol ezt a hatast nem az
intracellularis kalcium koncentracié fokozéasaval érte el. Annak kideritése érdekében, hogy a
differencialodasi markerek expresszidjdnak fokozodasa hogyan johetett 1étre, egyeb jelatviteli
utvonalakat vizsgaltunk meg, mint a MAPK/Erk és PKC tutvonalakat, melyekrdl szintén
kimutattak proliferacio-differencialodast szabalyozd szerepét. Azt tapasztaltuk, hogy
hatasukra aktivalodik a MAPK/Erk utvonal, illetve a xilitol PKCS aktivaciot eredményez.
Ezen eredményiink 0sszefliggést mutat azzal, hogy a calcium-dependens PKCa-ra nem volt
hatasa az altalunk vizsgalt anyagoknak. Adataink emellett azt is sugalljak, hogy a keratinocita
differencidcioban igazoltan szerepet jatszo PKCd szignaliz4cion keresztiil alakulhat ki a hatas.
Igazoltuk tovabba, hogy a xilitol és glicerol kiilonb6z6 anti-inflammatorikus hatassal is

rendelkezik. Mindkét anyag képes volt az immunaktivacidban jelentés HLA-DR up-
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crer

glicerol féként a TLR3 utvonalat befolyasolja, addig a Xilitolnak mindharom (TLR2, 3, 4)
gyulladds modellben volt hatasa a citokinek kifejezOdésére. Azt azonban sziikséges
megjegyezniink, hogy a hatas jelentds donorfiliggést mutatott, illetve, hogy az altalunk
tapasztalt a mRNS szintii valtozasokat tovabbi, fehérje szintli vizsgalatokkal kell kiegésziteni,
illetve validalni.

Az irodalmi adatok és sajat eredményeink alapjan azt feltételezziik, hogy a két anyag
egylittes lokalis alkalmazasa a hidratalas mellett, a keratinocita differencialédasra 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 4gensek elleni
védekezésben. Az integritas fenntartdsanak egyik fontos tényezdjét jelentik a sejtkapcsold
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
szabalyoz6 funkcio jol vizsgalhatdé a human epidermalis HaCaT keratinocita sejtvonalban,
logikusnak tlint az egyes PKC izoenzimek hatasanak vizsgalata az adhézidos molekulak
kifejez6désére, melyet overexpresszid, RNS interferencia ¢és gatloszer, a rottlerin
alkalmazasaval végeztiik. Kisérletes eredményeink arra utalnak, hogy a két Ca-independens
‘novel’ nPKC izoforma a differenciéltabb sejteken megtalalhatd dsgl-et egymassal ellentétes
modon szabalyozza, azaz a differencialodast segité NPKCo fokozta, mig a proliferacidért
felelds € csokkentette a dsg-1 expresszidjat. A differencialatlanabb sejteken kifejez6d6 dsg-3
expressziojat ezzel szemben az nPKCS csokkentette, mig az nPKCe fokozta;, a
differencialodast indukald a Ca-dependens ‘konvencialis’ PKCa az nPKCo6-hoz hasonldéan
viselkedett ebbdl a szempontbol. A proliferald keratinocitdkon jelenlévé P-cad esetében
valamennyi altalunk vizsgalt PKC izoforma szabalyozd szerepe érvényesiilt, egymassal
ellenétes moédon (cPKCa / nPKCS gatolta, mig ¢cPKCP / nPKCe fokozta az expressziot).
Kisérleteink soran kimutattuk tehat, hogy a PKC izoenzimek részt vesznek a dezmoszomakat
¢s adherens jukciokat felépitd adhézios molekulék kifejezédésének szabalyozasaban.

Az integritas fenntartasanak egy masik jelentds eleme a hidraltsag biztositasa, melyet

két lokalisan is alkalmazhat6 poliol, a glicerol és xilitol segithet. Irodalmi adatok mar
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korabban felvetették, hogy a hidraltsdg 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 kifejezddésére gyakorolt hatasukat. Azt talaltuk, hogy
a filaggrin, lorikrin, involukrin és okkludin expressziojat mindkét anyag fokozta. Ezen hatas
mindkét poliol esetében a MAPK tutvonalon, mig a Xilitol esetében a nPKCS addicionalis
aktivaciojan keresztiil valosult meg. Gyulladas modellekben az is kimutathaté volt, hogy
mind a glicerol, mind a xilitol kiilonféle citokinek expresszidjat befolyasolva
gyulladascsokkentd hatast is kifejtett. Mindezen eredményeink azt sugalljak, hogy a glicerol
¢és a xilitol hidratalo hatasuk mellett i) befolyasoljak a barrier helyreallitas szempontjabol
fontos fehérjék termelését és ii) a gyulladas csokkentését is el tudjak segiteni kiilonb6z6
jelatviteli utvonalak aktivalasa révén. Mindezek mellett elméleti megfontolasok alapjan az is
feltételezhetd, hogy egylittes alkalmazasuk még hatékonyabban javitja a bér barrier

funkciojat.
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