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1. A dolgozatban esfordulé roviditések jegyzéke

PCNA:
K1/K10:
yIFN:
IL-3:
GM-CSF:
KGFR:
FBS:
PBS:
PMA:
DNS:
RNS:
KBM:
EGF:
EDTA:
BrDU:
IL-1a:
IL-1(:
IL-1 RA:
PCR:
FN:
DEJ:
MMP:
TIMP:
STAT:
TGF:
JAK:
Cdk:
IL-8:
GRO:
TNF-a:
LFA:

proliferalédé sejt nuklearis antigén
keratin 1/ keratin 10

interferon gamma

interleukin 3

granulocita makrofag kolonia stimulalé fakt
keratinocita nbvekedési faktor

fotalis borjuszérum

foszfat puffer

forbol mirisztat acetat
dezoxiribonukleinsav

ribonukleinsav

keratinocita bazélis médium
epidermalis ndvekedési faktor
etiléndiamintetraacetatsav
5-bromo-2’-deoxi-uridin

interleukin 1 alfa

interleukin 1 béta

interleukinl receptor antagonista
polimeraz lancreakcio

fibronektin

dermo-epidermalis junkcid

matrix metalloproteinaz

tissue inhibitor of MMP

signal transducer and activator of transaipt
transzformal6 novekedési faktor béta
Janus tirozin kinaz

ciklin dependens kinaz

interleukin 8

growth related oncogene alfa

tumor nekrozis faktor alfa

leukocita funkcidé asszocialt antigén



2. Bevezetés

A disszertacioban a pikkelysomér betegség pathoamezimusaban
résztvey kulonb6d folyamatokat vizsgaldo munkakat foglalom Ossze. Bar
részletesebben azokrol az eredménglekszamolok be, melyek a Ph.D.
értekezésem megvédése (1997. februar) utan skjlettenunka folyamatos
jellegeldl kovetkeden, az erthéség kedveeért a korabbi munkak eredményeire is
hivatkozom.

A pikkelysomor (Psoriasis) egy poligénesen o6dkl boérbetegség,
melynek prevalencigja 2-3 % kordl van kulonbozpopulacidkban, a
borbetegsegek kozil ez a leggyakoribb. Mas poligbetsgségekhez hasonloan a
betegség klinikai spektruma széles, az élaiseget alig befolyasol6 néhany
lokalizalt bortlinet jelentkezésétt a sulyos, egész dbfellletet érind, izlleti
panaszokkal kisért, az életet veszélyéztetmaig terjed. A klinikai megjelenés
prototipusa a plakkos forma (Psoriasis vulgaris). eddsorban nagy izuleteket
erint6 gyulladas (Arthropathia psoriatica) kivételevdletegség kizarolag @i és
annak figgelékszerveit érinti.

A pikkelysémoros brlézio klasszikus elvaltozasa a dominaldéan T sejtes
infiltratum jelenléte a hdm alatti kigzovetben és a hamban, valamint a hamsejtek
(keratinocitak) fokozott osztédasa és koros difierélodasa (1. &abra).
Polimorfonuklearis  granulocitdk  infiltrdtumai  ugwezett  Munro-féle
microabszcessusokat képeznek a ham (epidermisgy fétegében, melyek
dominancidja a psoriasis pustulosa klinikai megiés&t eredményezi.

A pikkelysémoros betegekobén a legkulonbéibb hatasokra (fizikai-,
kémiai trauma, infekcio, kontakt allergének, steedskozott alkoholfogyasztas,
bizonyos gyogyszerek) kialakul a jellegzetes pikkemoros 1ézid (Koébner
jelenséq), jelezve, hogy a pikkelysémoros betég hilinetmentes allapotaban is
koros reakciokészséget hordoz.

A Kklinikai variansok ko6zott megkulonboztethetjuk fatal korban
jelentked (l. tipus) és a felftt korban jelentkez (Il. tipus) formajat a
betegségnek. A fiatal korban jelentkdnrma altalaban 40 éves koblalakul ki,
gyakran generalizalt, hirtelen, nagy kitejedésbefentke® guttalt psoriasis

klinikai képe lathatd. A psoriasis guttata klinikapére kevésbé a nagyobb miret
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plakkok, inkabb a kisebb, papulosu$rdivaltozas a jellentz A fiatalkori
csoportban gyakrabban 6&brdulé eruptiv, Kkiterjedt guttalt psoriasis
kialakulasadban valosZiteg szerepet jatszanak bakterialis infekciok, atdyaddis

szuperantigének nem specifikus médon aktivaljakkaizaz immunfolyamatokat,

melyek a betegség pathomechanizmusaban lényegespetz¢atszanak (Prinz,
1999).
A

1. &bra A fol§ képen (A) a pikkelysomor jellegzetes vords, feléni eziistosen hamlo, jol
korulhatarolt elvaltozdsa lathat6. A két als6 képamormal Br (B) és a pikkelysomords
lézi6 (C) szovettani képe lathatd. Fagyasztott metés immunhisztokémiai eljarassal
Ki67 ellenanyaggal vannak jelblve a ham osztédjesdparna pontok). Az egészséges
hamszovethez képest jelés¢én megnovekedett a proliferativ sejtek szama a
pikkelysomords lézidban. Az epidermisz kiszélesedat ham papilldi megnydltak a
hamsejtek fokozott osztédasa és koros differendéda kovetkeztében.
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A fiatalkori formdban a betegek majdnem 90%-4bdaltek HLA Cw6
asszociaciot, ez az arany a fdtnkorban, altalaban 50-60 éves kor kordl,
jelentked formaban csak 50% kaukazusi beteganyagon (Hensaflet
Christophers, 1995). A HLA asszociacié etnikai &hilitAst mutat, japan
pikkelysomoros betegek 26%-a Cw6 pozitiv csak, ongzl7%-uk hordozza a
Cw7 antigént (Asahina és mtsai., 1996). Kulortbpppulacidkban kapcsoltsagi
analizis vizsgéalatokkal eddig 8 kulonlokromoszoman azonositottak psoriasisra
hajlamosité géneket, ebb 3-at mas, fliggetlen populaciokban is sikerilt
azonositani (Elder és mtsai., 2001).

A HLA asszociacié pathomechanizmusban jatszottegmemem ismert,
elképzelhet, hogy a HLA Cw6 csak marker gén és a 6-os kromosnba HLA
régioban elhelyezkédmas kapcsolt gének, mint példaul a corneodesmly, a
hamsejtek differencidlédasa soran jelenik meg teldegn, jatszanak szerepet a
betegségre vald hajlam kialakitasaban (Allen éaimt$999; Zhou and Chaplin,
1993).

A Dbort infiltrald T sejtek pathomechanizmusban jatsze#terepének
vizsgéalata az 1980-as években kekitt, Bos és munkatérsai 1983-ban irték le az
infiltratum  sejtjeinek immunfenotipusat (2. abraBo§ és mtsai., 1983).
Valdimarsson munkatarsaival 1986-ban kozolte azfelbételezést, hogy a
hamsejtek fokozott osztodasaért a T sejtek lehefeddosek a betegseégben
(Valdimarsson és mtsai., 1986).

Méar 1990-ben megjelent kodzleményekben beszamoltakl, ahogy
allogenikus csontvétranszplantaciéval a betegség atvihdtletve gyogyithatd
(Eedy és mtsai., 1990; Gardembas-Pain és mtsai.90)19 Hasonlo
megfigyeléselkdl az utdbbi években is beszamoltak csordivehszplantalt
egyéneken (Kanamori és mtsai., 2002 ; Snowden a&adold, 1997).

1991-ben jelent meg az a dolgozat, melyben nagggbetyagon végzett,
dupla-vak vizsgalattal bizonyitottak a cyclospqgdrierapias hatasat a betegségben
(Ellis és mtsai., 1986). A cyclosporin a calcinaufbszfataz gatlasa révén a T
sejtek aktivaciojat gatolja. Az aktivalt calcineurfelelbs az aktivalt T sejtek
citoplazmikus nuklearis faktoranak (NFAT) defos#tdésaért, mely defoszforilalt
allapotban a sejtmagba transzlokalddik, és ott shlampcios aktivaciot

eredményez.
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2. dbra A pikkelysomoros [éziot infiltrdld CD3sejtek immunhisztokémiai

preparatumon

Calcium-dependens regulacié szamos citokin (ILAEN, IL-4, TGF),
valamint az IL-2 receptor szabalyozasaban érvéehmyBsid és mtsai., 1997). Ezek
az adatok indirekt modon tamogattdk a T sejtek gradthanizmusban jatszott
szerepének fontossagat.

A 70-es évek elejéig az epidermisz osztodni képazilis sejtrétegét
(stratum germinativum) homogén sejtpopulacionakntekék, melyben a sejtek
azonos eséllyel osztdodnak, majd differencialédriadblond és mtsai., 1964). A
késbbi vizsgalatok soran kidertlt, hogy a hamsejteKegeetes oszlopos
elrendeddést mutatnak, ezen oszlopok aljan ritkan oszt@@jtels (keratinocita
6ssejtek, stem), felette kozvetlenll gyors egymahea osztodo sejtek (atmeneti
0sztodo sejtek, transiently amplifying, TAC), magéelett nem o0sztodo sejtek
helyezkednek el. A ham proliferativ kapacitassab Isiejtjeinek populacioja tehat
nem homogeén.

A pikkelysomorben észlelh&tfokozott hamsejt proliferacio jelenségének
pontosabb megismerése érdekében a 90-es évek elej@paraméteres aramlasos

citometrias vizsgalatokkal karakterizaltuk a hanvstoproliferativ populacioit
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normal brben, ami lehéivé tette annak felismerését, hogy a pikkelysomtizis
kérosan o0sztédoé sejtjei az egyébként nornéébén alig-alig 0sztédod keratinocita
6ssejtek (Bata-Csoégés mtsai., 1993). A normal epidermis8kzfrissen szeparalt
oszt6dé hamsejteken Bl integrin és a keratin 1/10 kifefaést vizsgalva
megéllapitottuk, hogy minden proliferdl6d6 hadmsejiellemz a B1 integrin
kifejezédése, ezen belil a keratin 1/10 (K1/K10) kifépazs alapjan a sejteket két
csoportra lehet osztani. A hamban bazélisan elhledt, K1/K10-et nem
kifejez6 sejtek jellem#en kismérdiek, egyszdr a citoplazmajuk és alacsony az
osztodasi ratajuk, vagyis a sejtek tbbbsége nobdréken sejtnyugalmi (quiescent)
allapotban van, nem fejezik ki a proliferalodo sejklearis antigént (PCNA) sem.
Mindezek azéssejtpopulaciok jellendz tulajdonsagai. A K1/K10 pozitiv sejtek
citoplazmaja granulaltabb, nagyobb a sejtek mééstéggen magas az osztodasi
ratajuk, ami az atmeneti osztodo sejtpopulacidtanes. A B1 integrint mar nem
kifejezd, K1/K10" hamsejtek nem 0szt6do, termindlisan differencigtidskejtek (3.
abra).

A pikkelysomoros lézios dsben afl integrin és K1/K10 kifejexés
alapjan ugyanazt a harom sejtpopulaciot lehet éfliténi, mint a normaldsben.

A kilonbség 831 integrin K1/K10™ sejtek populacidjaban talalhatd, ezek a sejtek
a normal brtol eltésen a pikkelysémoros lézidban igen magas ratavabdeak
eés PCNA pozitivak.

Azt a feltételezést, hogy a pikkelysémoros lézidhakalhatd T sejtek
befolyasoljak a hamsejtek proliferaciojat igazoledok a kisérletek, melyekben a
lézids Brbol klonozott, in vitro aktivalt T sejt klonok fellluszéjanak hatasat
vizsgaltuk in vitro tenyésztett normal és tlinetmentes pikkelysomordbob

szarmaz6 hamsejtek novekedésére (Bata-GsEggntsai., 1995).



A1 integrins E1/E 10*
nagymeretd, nem osziddd
sejtelr

£1 integrin* K1/E10*

nagymeéretd, intenziven

osztddd sejtele (TAC)
A1lintegrin® E1/E 10

kisméretil, ritkan osztddd
sejtel (Sssejtel)

3. &bra Az interfollikularis hamszovet sejtjeinklrakterizalasa a sejtel

integrin és a keratin 1/10 kifejgdése és proliferacioja alapjan

Voltak olyan T sejt klonok, melyek fellliszoi jetésen serkentették,
voltak olyanok, melyek nem befolyasoltak és voltdkanok, melyek gatoltdk a
hamsejt koloniak novekedését. A novekedést gatlliezok CDS(ap™) T
sejtekisl, mig a tobbi CDA T sejtekldl szarmazott. A hamsejtek in vitro
novekedését fokozé T sejt feliliszok limfokin pliéfia jellem# volt a magas
VIFN és GM-CSF és kdzepes méitélk-3 tartalom. Mivel a hosszabim vitro
tenyésztés a tenyeésztett sejtek tulajdonsagait aftegtatja €s mivel tudtuk, hogy
a pikkelysomoérben mutatkozo hiperproliferacio léygeaz, hogy az egyébként
sejtnyugalmi allapotban 1évssejttipusi hamsejtek proliferalddnak, a T sejt
hatasok vizsgalatara egy olyan modellt kerestiirédylben 31 integrin’ K1/K10
hamsejtek sejtciklusba valé indukcidjat vizsgalllatj Aramlasos citometrias
analizis soran kiderllt, hogy bizonyos tenyésztkérilmények kozott a
tenyészetbe frissen lerakott hamsejtek koziBlaintegrin K1/K10 sejt kezd
osztddni, ez az a sejttipus, ami hosszabb tavom\air o kolonidkat megalapozza,

a tébbi sejt viszonylag révid édalatt kihal a tenyészetlh anélkil, hogyin vitro
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novekedne. Tehat a primén vitro hamsejttenyészet élspar napjaban a
keratinocitaéssejtek sejtciklus indukcidja kovetkezik be. A sijus indukcio
mértékét a tenyészetben megjélenpl integrint eésen kifejed, PCNA pozitiv
sejtpopulacié nagysagaval, illetve e sejtpopulésaficiklus analizisével (DNS
festést alkalmazva) mérni lehet. Ezt kst teszteltiik az egyik hamsejt kolonia
novekedést okozadn vitro aktivalt CD4 T sejt klon feliiliszojanak hatasat normal
és pikkelysomoros tunetmentesiriwl szarmazd hamsejteken. A fellliszo
szignifikAnsan megnovelte a tinetmentes pikkelysémderatinocitagssejtek
sejtciklusba valo indukcidjat, ezzel ellentétbenoamal Hrbol szarmazo sejteken
nem lattunk hatast. Neutralizal6 hatast monoklsrgllenanyagokat adva a T sejt
feliliszéhoz azt is lattuk, hogy WANF gatlasaval meg lehet akadalyozni ezt a
sejtnovekedeést indukalé hatast, ugyanakkoylN egyedul nem volt képes a
sejtek sejtciklus indukciojat novelni, ez a hatasak a masik két limfokin
jelenlétében érvényesult. Ezek a vizsgalatok nekneza bizonyitottak, hogy az
aktivalt T sejtek szolubilis faktoraikkal valobagpesek a pikkelysomoéros hamsejt
hiperproliferaciot elidézni, hanem azt is, hogy a pikkelysomords tinatese
borbél szarmazo hamsejtek kilonbdznek a normtabél szarmazo sejteét az

aktivalt CD4 T sejt feltilszokra val6 reakcié készségiikben.
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3. Célkitiizések

3.1. Az extracellularis matrix szerepének vizsgalata #kkeglysomoros

tinetmentes hamsejt T sejt limfokinekre adott tppaiferativ valaszaban

3.1.1. A normal és a pikkelysémoros tinetmentedezpiisz fibronektin

kifejezodésének vizsgalata.

3.1.2. Az a5 integrin kifejeddés 0Osszehasonlitasa pikkelysomoros

tinetmentes és normé&en.
3.1.3. A pikkelysémoros tinetmentes keratinocifgelproliferativ valaszat
kivalté limfokin kérnyezet rekombinans limfokinekkevaldo pontos

meghatarozasa.

3.1.4. A fibronektin és a T sejt limfokinek egyi#tteatasanak vizsgalata a

pikkelysémorosissejt tipusu keratinocita sejtciklus indukciojara.

3.1.5. Megvizsgalni, hogy a fibronektin a sejtelkdpottabb sejtciklus

indukcidjat a sejtek adhéziojanak fokozasaval-eejti?

3.1.6. Megvizsgalni, hogy van-e az adhézi6tdl filggedirekt sejtciklust

szabalyoz6 hatasa ab integrinnek a human keratinocitakon?

3.1.7. A hamsejtek onkofotalis, EDAibronektin termelésének vizsgalata.

3.1.8. A normal és pikkelysomoros tiunetmentes keveitak EDA'

fibronektin termelésének 6sszehasonlitasa.

3.2. A sejtproliferacio és differencialdédas vizsgala@d4aT keratinocitakon

3.2.1. A proliferacio/differencialédas és ab integrin, keratin 1 és 10

kifejezodés kapcsolatanak vizsgalata HaCaT keratinocitdkon.
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3.2.2. Azab5 integrin, keratin 1 és keratin 10 mRNS siziszérum altali

szabélyozdsanak vizsgalata.

3.2.3. Azab5 integrin sejtciklust szabalyozé szerepének viedgeHaCaT

sejteken.

3.3. AT sejtek viszgalata pikkelysémorben

3.3.1. A pikkelysémoros 1éziosol in vivo infiltrald T sejtek limfokin

profiljanak vizsgalata.

3.3.2. A CD3 CD56 NK T sejtek vizsgalata pikkelysomoros betegek és

egeszséges egyének periférias vérében.

3.4. Az IL-1 sejtszinti kifejezddésének vizsgalata pikkelysomoros lézidés és
normal hamsejtekben, a proliferativ sejtek popdiéen, valamint a

sejtciklus kilénbo& fazisaiban le sejteken.
3.5. 3.5.1.-3.5.2. Az etanol és aceton hatasanak viasgah hamsejtek
novekedésére, valamint a sejteld integrin, ciklin D1 és keratinocita

novekedési faktor receptor (KGFR) mRNS siikifejezodésére.

3.6. 3.6.1-3.6.3. Az immunszuppressziv hatasu rapamfgiolimus) hatasanak

Ve
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4. Anyagok és Moédszerek

4.1. Szovetmintak

A kisérletekben felhasznalt pikkelysomdoros és noidmiémintak betegek,
illetve egészséges egyének altal onként adomarnyoatialaban a farpofa
teriletébl vett vékony félvastagdsbol (keratoma biopsziak) szarmaztak. Néhany
esetben punch biopszias mintak vétele is tortént. bédtegek megfelél
felvilagositas utan beleegyeztek & bnkéntes adomanyozasaba kisérletes célbal.
Az dnkéntes drmintak vételének kortlményei megféleh szabalyozottak voltak
€s az aktudlis Intézetek Etikai Bizottsagainak dpbevel torténtek. A
vizsgalatokban felhasznalt normal keratinocitak eggze plasztikai sebészeti
mitétek soran eldobasra kefidzovetekBl szarmazott.

A periférids vér vizsgélatahoz az Intézmények EtiB&zottsaga Aaltal

engedélyezett modon betegek €s egészséges egyiahasen adtak vert.

4.2. Szovetfestés

A punch biopszias mintakat OCT-ben (Tissue TedViiles Laboratories,
Inc, Elkhart, IN, USA) fagyasztottuk, majd krioszegitségével metszettik. A
fagyasztott metszeteket acetonban fixaltuk és avetet anti-human plazma
fibronektin ellenes ellenanyaggal (Sigma Chemical, Gt Louis, MO, USA)
festettiik. Kontrollként nydl 1gG-t alkalmaztunk aellenanyaggal azonos
koncentraciéban (Endogen Inc., Boston, MA, USA)m&tszeteket szobéh 1
oraig inkubaltuk nedves kamraban azidlsges ellenanyaggal, majd PBS mosast
kovetben a masodik ellenanyaggal, mely FITC-tal jeloltiinlgG ellenes antitest
volt (Caltag Laboratories, Inc., San Francisco, OSA). Ezt kdveten a szOvetet
immunfluoreszcens mikroszkoppal vizsgaltuk.

A normal és pikkelysomoros tinetes szovetminta DKlinoel valo
festéséhez a fagyasztott metszeteket 2 % parafdemdben fixaltuk, majd a
sejteket egy éjszakan kereszt@C4on inkubaltuk a monoklonélis anti-human D1
ciklin ellenanyaggal (Pharmingen, San Diego, CAAY3:100 higitds, 50 mM
Tris-HCL (pH 7,4) 150 mM NacCl és 0,1% triton-x 10@lamint 0,5 % bovin
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szérum albumint tartalmazé féetdatban (Sigma). Az ellenanyag jel6léséhez
avidin-biotin-immunperoxidaz rendszert hasznalt(vikctastain Elite kit, Vector
Laboratories, Burligame, CA, USA), 3-amino-9-etittazol (AEC, Sigma)

szolgalt kromogén szubsztratként.

4.3. Immuncitokémia

Tenyésztett fibroblasztokat és keratinocitakat (tketo 3. passzazsban),
valamint HaCaT sejteket targylemezt tartalmazoésniflaskakba tettiink (4x10
sejt/cnf), majd par napig a a sejteknek megfeleiédiumokban tenyésztettket
(37°C, 5% CQ), amig majdnem konfluensekké valtak. Ezt kéeata flaskabdl
kiemeltik a targylemezt és a sejteket 20 per€ig@-dn 2% paraformaldehidben
specifikus monoklonalis ellenanyaggal (ICN Biocheafs Inc., Aurora, OH,
USA) 4°C-on egy éjszakan at nedves kamraban inkubaltudjtekst. 1zotipikus
kontrollként egér IgG1 (Sigma, Budapest, Magyar@g3zhasonld koncentracioju
oldata szolgalt. Az ellenanyag jeldléséhez avidoti-immunperoxidaz rendszert
hasznaltunk (Vectastain Elite kit, Vector Laborasy Burligame, CA, USA), 3-

amino-9-etilkarbazol (AEC, Sigma) szolgalt kromogenbsztratként.

4.4. Epidermalis sejtszuszpenzid készitese

A keratdbma biopsziadkat diszpazban (Collaborativeniidical Products,
Bedford, USA, Roshe Molecular Biochemicals, MannheNémetorszag) egy
€jszakan keresztiFP@-on tartottuk, mely lehévé tette az epidermisidra vékony
dermisz levélasztasat egy csipesszel. Az epidetn@ziz koveben 0,25 %-0s
tripszinben (USB Biologicals, Cleveland, OH, USAgi8a, Budapest) inkubaltuk
37 °C-on 30 percig, majd 0,01%DNaz (Sigma) jelenlétében sejteket
disszocialtuk. A tripszin hatasat melegitéssel tivak fétalis borjuszérum (FBS;
Hyclone, Logan, UT, USA) hozzdadasaval semlegésktetA kisérletekhez
hasznalt borjuszérum minden esetben melegitéssétivalt volt. A sejteket
sejtsfir6 membranon (100um, nylon halo, BioDesign, Camel, NY, USA)

ats4irtik, majd Ca-, Mg-mentes PBS-ben vagy Hank fétiatlian mostuk. Az él
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sejtek szaméat a sejtszuszpenzidban tripan kékstadt@emocitométerben tortén

szadmolassal hataroztuk meg.

4.5. Dermalis sejtszuszpenzid készitése

A diszpaz emésztést koven a Brmintardl levalasztott dermiszt 2-3 éran
keresztil 15 ml RPMI 1640 (Gibco) médiumban 40,5 kollagenaz, 18,75 mg
hialuronidaz 0,01% DNaz, 0,01% szodium-piruvat €4% Hepes puffer (Sigma)
jelenlétében 37C-on inkubaltuk. Ezt kbvéen a sejteket sejtéy membranon

atsZirtik, Hank féle 1% FBS-t tartalmaz6 izotonias sadd.

4.6. Sejttenyésztés T sejtek analiziséhez

Az epidermisz és a dermisz sejtjeit 12-14 6ran daig 37C-on, 16
sejt/ml L-glutaminnal, penicillin/streptomycin/fuizgnnal kiegészitett RPMI 1640
(Gibco) mediumban 10% human AB szérum (NORMLCERAsSPNABI, Miami,
FL, USA) jelenlétében tenyésztettik. A tenyésztidsa 4 érajdban a sejtekhez
2,5 ng/ml PMA-t és 1mMol ionomycint adtunk, valamitO pg/ml Brefeldint,
hogy a citokinek Golgin keresztlli transzportjabkKoljuk (Picker és mtsai.,
1995).

4.7. Feldtt human Brb6l szarmazé epidermalis sejtek tenyésztése

A felnétt human Brbol készitett epidermalis sejteket keratinocita biazal
médiumban (KBM, illetve keratinocita SFM médium dgimalis ndvekedési
faktor (EGF) és borju agyalapi mirigy kivonat (BPEggészités nélkul) (Gibco
Brl, Gaitersburg, MD, USA, Eggstein, Németorszag)%dl FBS jelenlétében
tenyésztettik kulonbéz ideig. A médiumot L-glutaminnal, penicillin,
streptomycin és fungizon oldatokkal (Sigma) egésizik ki.

A sejtek tenyésztése 6 lyuku tenyésztényben tortént, 1xiOsejt/ml
sejtszuszpenziobdl 2 ml kerdlt minden lyukba. Atedejfelvétele a tenyészéib
par perces 0,025% tripszin+0,01% EDTA (Sigma) expoaitan tortént.
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Az extracellularis fibronektin hatas vizsgalatatzotenyésztedényekre 20
pg/ml végkoncentracioju borju fibronektint (Sigmajttink, majd 4C-on tartottuk
az edényeket egy éjszakan at. Foszfat puffer (AB&ast koveéen tettik a
bevont edényekre a sejteket.

A limfokin hatadsok vizsgalatahoz a sejtek tenyé&sdénybe helyezését
koveten 2 oraval adtuk a kulonb&®zekombinans limfokineket a tenyészetekhez,
IL-3 (0,3 ng/ml), GM-CSF (1 ng/ml) égylIFN (100 U/ml) (Collaborative
Biomedical Products, Bedford, MA,USA).

Az a5 integrin sejttapadastél fliggetlen sejtciklusralovahatasat
vizsgalando a 20ug/ml fibronektinnel bevont sejttenyééziedényre lerakott
sejtekhez 24 oOraval a tenyésztés kezdetét &émeR5ug/ml végkoncentracioju
neutralizalé hatasu, Na-azid mentes arfiintegrin monoklonalis ellenanyagot
(IIA1 klon, Pharmingen) és ugyanilyen koncentrdeibbNa-azid mentes egér
lgG1-et (Pharmingen) adtunk.

A tenyeésztett sejteket kiulonbdzdeji tenyésztési periddust koven,
altalaban 3-4 nap, vizsgaltuk aramlasos citometraaslizissel. A korai
tenyészetekben a médiumot nem cseréltik a sejtdggna tenyészetek zart
rendszert képeztek.

A hamsejt kolonidk nagysagat hosszabb tiddjltalaban 10-14 napos
tenyésztés utani tenyészetekben, 15 perces 1% linomafixalast koveien
alkalmazott 50% Nilus kék és 50% rhodamin B (Sigfaa)éssel hataroztuk meg.

A rovid ideji kultirdkhoz a sejttenyésztés elinditasat k& tra mualva
tettk a 20 nM rapamycint (Wyeth-Ayerst, PhiladédpPA, USA), a rapamycin
abszolut etanolban volt feloldva, ezért a kontr@lilturakba a megfelél
mennyiséf abszolut etanol kertlt. Ezt koveh a sejteket rapamycin jelenlétében
tenyésztettik 3 napig. A rapamycin citotoxikus batatripan kék festéssel
hemocitométerben vizsgaltuk a sejtek tenyésitetilo felvételét koveten.

4.8. HaCaT sejtek tenyésztése

A HaCaT sejtek Fusening Professzor laboratériumagdeidelberg,
Németorszag) szarmaznak. Fusening és munkacsopdliffatta eb ezt az

immortalizalt keratinocita sejtvonalat egy melanamaignumban szenvédeteg
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ép rébsl (Boukamp és mtsai., 1988). A laboratérium szerteilagban ingyen
rendelkezésére bocsajtja minden kutaténak a sejlabrA HaCaT sejteket magas
cukortartalmu Dulbecco altal modifikalt Eagle médhan 10% FBS jelenlétében

tenyésztettik (high glucose DMEM; Gibco, Eggstélametorszag).

4.9. HaCaT sejtek szinkronizélasa

Miutan a sejtek 100%-ban hiték a tenyésdedenyt, teljesen konfluens
allapotban tartottuk 6ket 5 napig, majd a 10% FBS-t tartalmazo
tenyészifolyadékot FBS mentes médiumra cseréltik. A szérames
koérnyezetben egy hétig tenyésztettik a sejteketk@zethen ismét 10% FBS-t
tartalmazo tenyésitkdzegbe passzaltukket. A HaCaT sejteket a passzalashoz
0,025 tripszin+0,01% EDTA kezelés segitségéveliketel a tenyészetekh A
sejtek passzélasa 75 Ges tenyésst flaskakba 5x19 sejt/cnt sejtdenzitassal
tortént a szinkronizalast koven.
tenyészethl felvett sejteket 1x1D sejt/lyuk mennyiségben 96 Iyukd
tenyésztedényekben novesztettink. Amikor a sejtek féligoblék a 96 lyuku
edényeket, 30 percig kulonk®zoncentraciéju etanol (2,14 mM-1,71 M) és
aceton (1,7 mM-1,36 M) DMEM+0.5% FBS kezelésnekiteki 6ket. Az etanol
kezelést kovéien 48, az aceton kezelést ket 24 Oraval a sejtekhez 1M
végkoncentracioban BrdU-t adtunk. A sejteket tovabbran at inkubaltuk, majd
az inkorporélt BrdU mennyiségét enzimatikus immuookens esszével
hataroztuk meg a gyarté o6@ddsanak megfeléén (Roche, Mannheim,
Németorszag) spektrofotométer segitségeével.

A HaCaT sejtela5 integrinjének gatlasahoz a sejtek letapadaséatiben, 6
Ordval a passzalds utan, a sejtkbrnyezethez ugnl végkoncentracioju
neutralizalé hatasu, Na-azid mentes artimonoklonalis ellenanyagot (11A1 kién,
Pharmingen) adtunk. Az izotipikus kontroll tenydskbéez ugyanilyen
koncentraciéban Na-azid mentes egér IgG1-et (Pingen) adtunk.

A HaCaT keratinocitan5 integrin €s keratin1/10 kifejgdésének szérum
altali szabalyozasanak vizsgalatahoz félig konffusejteket szérumot tartalmazé

médiumba passzaltunk, majd 12 6ra mulva a médisa@ummentes médiummal
17



cseréltuk ki. Ezt kovéen kilonbod idépontokban néztik a sejtek mMRNS sizint
a5 integrin és K1K10 kifejeméseét.

4.10. Aramlasos citometrias vizsgéalatok

A frissen szepardlt vagy tenyészitliielvett epidermalis sejteket axb
integrinnel valo jel6léshez 1% formalinban 15 pgréigen fixaltuk, 1 integrin,
K1/K10, PCNA, ciklin D1, IL-Tr, IL-1B, IL-1RA, Pl és EDA fibronektin
jelolésekhez pedig —2C-0os 70%-0s etanolban egy éjszakdn at°czain. Az
EDA" fibronektinnel valo sejtjelolés legeffektivebb akkvolt, ha a fent leirt
etanol fixalast a sejtek 0,4% paraformaldehid fsal edzte meg. Az etanol
kezelés megnyitia a sejtmebrant, ezért a sejtekacelularis anyagait is
jelolhetjuk ilyen fixalast koveéen.

A bért infiltrdld limfocitak sejtfelszini markereit avid ideig tenyésztett
nativ sejteken megfestettilk, majd a sejteket 4% fpanaldehiddel fixaltuk, a
citokinek intracellularis jeloléséhez a sejtmebrdni%-os saponint (Sigma)
tartalmaz6 PBS+1% borju szérum albumin oldattaiatiyik meg.

A sejtek jeldléséhez a kovetkemonoklondlis ellenanyagokat hasznaltuk:
antif31 integrin (4B4, Coulter Immunology, Hialeah, FLSH) 1:20 higitas , anti-
PCNA (PC10, Boehringer Mannheim Biochemicals, Indg@olis, IN, USA) 1:100
higitas, anti-ciklin D1 (Pharmingen, San Diego, G/§A) 1:100 higitas, anti-
keratin 1/keratin 10 (ICN Pharmaceuticals Inc., t@oslesa, CA, USA) 1:50
higitas, anta2 integrin (CD49b, Pharmingen) 1:100 higitas, adtiintegrin
(CD49c, Pharmingen) 1:20 higitas, amf-integrin (CD49e, Pharmingen) 1:50
higitas, anti-EDA fibronektin (ICN Biochemicals Inc., Aurora, OH, B851:100
higitds, anti-CD3 (Pharmingen), anti-CD3-PE (DAK®@ppenhaga, Dania), anti-
CD56-FITC (NKHL1 klén, Serotec, Oxford, Anglia), &ifENy-FITC (Pharmingen)
és anti-IL-4-PE (Pharmingen), anti-lla1(A8 klén, Upjohn, Kalamazoo, MI,
USA), anti-IL-1RA (14 klon, Upjohn), anti-IL-f (8516.3 klén, R&D Systems,
Minneapolis, MT, USA), az IL-1 ellenes ellenanyagoikndegyikének 33ug/ml

volt a végkoncentréacioja.
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A fenti monoklondlis ellenanyagok egérben késziiltekért izotipikus
kontrollként a megfelél izotipusi egér IgG-t hasznaltuk, a monoklondlis
ellenanyag koncentraciokkal azonos koncentraciofgmer 1gG1l, egér 1gG2a,
Sigma). Masodik ellenanyagkéent FITC vagy PE jelétiti-egér izospecifikus
immunglobulinok szolgéaltak (anti-egér IgG1FITC, ieagér IgG2aPE vagy
lgG2aFITC, Boehringer Mannheim Biochemicals). Ae#ir konjugalt citokin
jelolésekhez direkt konjugalt izotipus kontrollokakalmaztunk. A sejteket 30
percig szobatn, 1 6raig jégen vagy a ciklin D1 esetébéf-6n egy éjszakan at
inkubaltuk a primér ellenanyagokkal, a masodikrelleyaggal valé inkubalas 30
percig szobabn vagy jégen tortént.

A sejtek Osszfehérje tartalmat fluoreszcein izaginattal (FITC, Sigma)
hataroztuk meg. Az etanolban fixalt sejtek DNSdsst50ug/ml propidium iodid
€s 100 U RNAze A (Sigma) oldattal tortént szaimaBO percig.

Az immunjel6léseket, valamint a DNS festést kdveejtanalizis Epics
Elite (Coulter Corp., Hialeah, FL), Facscalibur egcscan (Becton Dickinson,
Heidelberg, Németorszag) aramlasos citométerekieérit. Az adatokat Elite
programmal (Coulter Corporation), CellQuest progreah(Becton Dickinson) és
Modfit programmal (Verity Software House, Topshavit;, USA) analizaltuk.

4.11. Periférias vér sejtjeinek immunfestése

Vért EDTA tartalmu cstvekbe vettink, majd a vvt-keACS Lysing
(Becton Dickinson, San Jose, CA, USA) oldattalltida A sejteket szobdim, 20
percig inkubaltuk sotétben a direkt konjugalt mdoaoklis ellenanyagokkal, majd
a jelolt sejteket 2% paraformaldehiddel fixaltuk @amlasos citometrias analizis
elvégzése étt.

4.12. RT-PCR

A sejteki®l az RNS kivondsa TRIzollal (Gibco) a gyéri protbkszerint
tortént. A cDNA szintézise 0,fig teljes RNS-Bl 20 ul végtérfogatban tortént
First Strand cDNA Synthesis Kit (MBI Fermentas, niils, Litvania)
alkalmazasaval. A reverz transzkripcio utani PCRldikacio az MBI Fermentas
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Taq DNS polimerdz és dNTP kit segitségével tortemtRT oldatok a kovetkéz
mennyiségben szolgaltak templatként az egyes spexiPCR reakciokban: ars
integrinhez 1Qul vagy 2ul, a K/K10-hez 0,5, a ciklin D1-hez 23ul, a KGFR-hez
2 ul, aB-aktinhoz 1ul vagy 2ul. A B-aktin szolgalt bels kontrollként. A MgC}

koncentraciéja minden reakcidban 1,5 mM volt.

A kovetked primereket hasznaltuk, a primerek koncentraciojaé0
pmol/ ul volt minden reakciéban:
B-aktin: 5’-AGA GAT GGC CAC GGC TGC TT-3' és 5-ATTGC GGT GGA
CGA TGG AG-3
KGFR: 5-AGT TTA AGC AGG AGC ATC GCA TT-3' és 5'-C& TTA CCA
CCATAC AGG CGATTAA-3
Ciklin D1: 5-AGG AGA ACA AAC AGA TCA-3 és 5-TAG GAC AGG AAG
TTGTTG-3
a5 integrin: 5’-ATT ATC AGA GCA AGA GCC GGA TAG-3' 8 5-GGA GAT
GAG GGA CTG TAA ACC GA-3
keratin 1: 5-GGA CAT GGT GGA GGA TTA CCG-3' és 6C TCT TTC
TGG GCT ATATCC TCG-3
keratin 10: 5’-GCA AAA TCA AGG AGC GGT ATG A-3' é5'-GAG CTG CAC
ACA GTA GCG ACC-3..

Az egyes PCR reakciok korilményei megegyezteRC980 sec, 6TC 60
sec, 72C 60 sec a ciklusszamok a kovetilexoltak:

B-aktin: 25 ciklus, KGFR: 30 ciklus, ciklin D1: 25gy 35 ciklusa5 integrin: 25
vagy 30 ciklus, keratin 1 és keratin 10: 27 ciklus.

A PCR reakci6 anyagait 2%-0s agar0z gélen megfukiatetidium
bromiddal festettiik, lefényképeztik és az eredmdagizitométerrel analizaltuk a
Kodak Edas 290 denzitométer és a Kodak 1D Digitaler®e program
segitségeével (Scientific Imaging Systems, New Ha@dn USA).
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4.13. Quantitativ (real-time) RT-PCR (Q-RT-PCR)

Az a5 integrin hatas neutralizald6 monoklonalis ellereggal tortént
blokkolasa utan a sejtekben a ciklin D1 mRNS meigés Q-RT-PCR reakcioval
hataroztuk meg. A reakcidban SYBR-green (MolecWtaobes, Eugene, OR,
USA) szolgélt a DNS jelblésére, a reakciéban hdsDaspecifikus primer-par a
kovetked volt: ciklin D1: 5 GAG CCC CAA CAACTT CTT 3 é%’ CCT CCT
CCT CCT CTT CCT 3'. 18S rRNS: 5-CGG CTA CCA CAT BAAGG AA-3’
és 5-GCT GGA ATT ACC ACC GCG GCT-3. A 18S rRNSodgalt bel$
kontrollként. A Q-RT-PCR reakcidt iQ Supermix (Bia®R Hercules, CA, USA)

hasznalataval iCyclerrel (BioRad) végeztuk.

4.14. Immunoblot

A sejtekldl 1,5%-0s natrium-dodecil-szulfat (SDS)+ 62,5 mMsTHCI,
pH: 6,8, 5 mM EDTA + 5% 2 merkaptoetanol +ugy/ml antipain+ 1pg/ml
kimosztatin és Jug/ml leupeptin lizalé oldattal kivontuk a fehérjét. lizatumot
lecentrifugaltuk, majd —2@-on taroltuk. A fehérjét denaturaldo koérdlmények
kozott gélelektroforézissel szeparaltuk (SDS/PAGE® gél), majd nitrocelluléz
membranra vittik (Bio-Rad Laboratories, HerculesA, QUSA). A felvitt
fehérjemennyiségek azonossagat a gél és a membamassie kék festesével
(Sigma) elledriztik. A membréant 2 6ran keresztll szotralD,05% Tween 20
(Sigma) és 3% zsirtalanitott tejport (Fluka Chermey Buchs, Svajc) tartalmazé
Tris oldatban (150 mM NaCL, 25 mM Tris, pH: 7,4rttétuk, hogy a nem
specifikus kotéseket blokkoljuk. Ezt kdédgeh a membrant a megfalel
monoklonalis ellenanyagokkal egy éjszakan keregtion inkubaltuk.

A kovetked ellenanyagokat hasznéltuk: egér monoklonéits integrin
ellenes ellenanyag (Transduction Laboratories, KIpri:250-es higitasban, egér
monoklonalis keratinl/keratin10 ellenes ellenanfl&N, Biomedicals, AE2 klon)
1:500-as higitasban. Alkalikus foszfatazzal konjugégér ellenes IgG-t
hasznaltunk masodik ellenanyagként (Sigma) 1:2500Hgitasban. A blottok
elohivasa 5-bromo-4-kloro-3-indolil foszfataz/nitrobluetrazélium szubsztrattal

tortéent (BCIP/NBT, Sigma).
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5. Eredmények

5.1.1. A normal brtél eltésen a tinetmentes pikkelysomora&tien fibronektin

talalhat6 a bazalis keratinocitak kérnyezetében

A normdl valamint a pikkelysomdoros tinetmentes theoaita 6ssejtek
limfokinekre adott eltér sejtproliferacios valaszanak a korai in vitro tésgetben
allhat a sejtek genetikusan determinalt tulajdoasélge az is elképzelléethogy a
sejtek olyan kornyezeti hatasoknak vannak folyasaiditéven vivo, mely ezt a
koros reakciokészséget eredményezi. Ismert, hoggohubilis mitogének mellett
(nbvekedési faktorok, limfokinek) az adhézié-faggejtek novekedését az
extracellularis matrix is befolyasolja.

Normal rben a bazalis sejtek kdrnyezetében nem talélhiatoniektin,
sebzés soran azonban a sejtek kérnyezete fibrobektigazdagga valik, ilyenkor
a keratinocitak aktivalodasanak egyik celgle a fibronektin § receptoranak
kifejezése ¢5B1 integrin). Transzgenikus egerekben a szupratsaxdjio5 éspl
integrin forszirozott kifejezése az egé@ripikkelysomaorre emlékezigfenotipusat
idézi eb (Carroll és mtsai., 1995).

A pikkelysomoros lézios dsben régen leirtak, hogy a bazalis membran
strukturalisan sérllt, herniaciok észletiteta |ézi6s tertleten (Pinkus és
Mehregan, 1966). 1992-ben egy olasz munkacsopabli€) hogy nem csak a
lézids pikkelysomoros dsben, hanem a tlinetmenteériien is eltér bizonyos,
kéztik az a5 integrin molekuldk kifejeidési mintdzata a normal 6oz
viszonyitva (Pellegrini és mtsai., 1992). Mig nofnirben az a5 integrin
gyengén fejeddik ki és diffizan oszlik el a sejtmembranon, addig
pikkelysomoros Brben efsebb a kifejeddés és az elrend&dés fokalis
tomordlést mutat.

Ezek alapjan feltételeztik, hogy egy lehetségaek®@ejyezeti faktor, mely
a tinetmentes pikkelysomoros keratinocitak limfokéaszat befolyasolja a sejtek
kornyezetében jelenlévfibronektin lehet, mely a nem teljesen intakt biaza
membranon keresztll juthat be az epidermisz bazélisgébe. Tlnetmentes
pikkelysomortés és normalol fagyasztott metszeteken FITC-cel jeldlt plazma
fibronektin specifikus anti-human fibronektin el@ryaggal festettiink és valéban
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észleltik, hogy mig a normabtben csak a dermisz és a bazalis membran terllete
festbdott, addig a tinetmentes pikkelysomdrdgblen a fluoreszcens jelolés a

bazalis hamsejtek kornyékén az epidermiszben lslés® volt (4. abra).

4. abra

A bal oldalon a pikkelysomoros tlnetmentes, a jablalon a normal & plazma
fibronektin ellenes ellenanyaggal jel6lt képe l&bhaA normdél lbrben csak az
epidermiszben latszik jeldlés, a pikkelysémorosetiirentes frben a jelolés a dermo-
epidermalis junkcio (pottyokkel jeldlve) felé igjed, jelezve, hogy a plazma fibronektin a

bazaélis keratinocitak kozvetlen kdrnyezetében igtalalhatd. A vonal 2fim-es.
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5.1.2. A pikkelysomoros tiinetmenteértsejtjei a normal &r sejtjeihez képest

joval elbsebben kifejezik aa5 integrint

Mivel az extracellularis fibronektigh ismert, hogy & receptoranak az
a5B1 integrinnek a kifejamését fokozhatja a sejtekben, aramlasos citometrias
analizissel megvizsgaltuk a frissen szeparalt pyskenoros tinetmentes, tinetes
és a normdl d&rsejtek a5 integrin expresszidjat. Azu5 integrin mellett
0sszehasonlitottuk a hamsejtek altal ismerten ddfdgf a2 és a3 integrin
kifejezédeést is a tinetmentes pikkelysomords és nornidbem. Ez utobbi két
integrin nagyjdbdl azonos aradnyu kifejdeését taléltuk, viszont aa5 integrin
kifejezédése joval kifejezettebb volt a tiinetmentes piks@igoros Brben, mint a
normal brben. A sejtek 2¥7%-a bizonyult pozitivnak a tlnetmentes
szeparatumban (10 betegen vizsgalva), mig a nammékban (5 egyén) 1%

volt ez az arany (5. abra A).

Két tlnetes pikkelysomorés minta analizise a tlueeteshez hasonlo
eredményt mutatott: 24% volt aza5 integrin pozitiv sejtek aranya. A pozitiv
sejtek aranyaban mutatkozd kilonbség mellett fegpeé méltd kilonbség
mutatkozott az a5 integrin pozitivitas intenzitasdnak meértékében as
pikkelysomoros tlnetmentes epidermdlis sejteken.ndrmal sejtek relativ
maximalis fluoreszcencidja 0,150.08 volt, ehhez képest a tlinetmentes
pikkelysomoros sejteken ez az érték 0849, tehat nem csak joval tobb sejt
fejezi ki aza5 integrint a pikkelysomorés epidermiszben, mimtoamal brben,
hanem az egyes sejtek altab integrin kifejeddés mértéke is joval nagyobb (5.
abra B).
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5. abra

Pikkelysémoros tunetmentes (fekete oszlopok) ésmabr(fehér oszlopok) dv a5
integrint kifejed epidermalis sejtjeinek %-o0s aranyat mutatja az2gvya pozitiv sejtek
relativ. maximdlis fluoreszcencigjat mutatja a Bzré8 pikkelysomoros tinetmentes
bérben nemcsak azm5 integrint kifejed sejtek szama, hanem a pozitiv sejtek
fluoreszcenciaja is joval &ebb. Az oszlopok az atlagok&E mutatjak, a fliggetlen

mintak szama 10 a betegeken, 5 az egészségeseken.

5.1.3. A rekombinansylFN csak a GM-CSF és IL-3 jelenlétében indukal

sejtproliferaciot a nem lézio$thol szarmazo pikkelysomoros keratinocitakban

A korabbi vizsgéalatainkban észlelt tinetes pikka&igsros Brbol
szarmaz6 T sejt klénok Aaltal in vitro aktivacio dsdra termelt és a
pikkelysomoros tinetmentes keratinoctiasejtekre sejtciklust indukald hatésu
feliluszét rekombinans limfokinekkel helyettesity@pbaltuk modellezni azt a
limfokin-kdrnyezetet, melyben a tlinetmentes kemrdita 6ssejtek fokozott
sejtciklus indukcioja bekovetkezik. A frissen széia tinetmentes dobdl
szarmaz6 epidermalis sejteket rovid idegnyésztésnek vetettilk ala GM-CSF (1
ng/ml), IL-3 (0,3 ng/ml),yINF (100 U/ml) és e harom limfokin keverékeét
tartalmazo6 sejtkérnyezetben. A limfokin koncentd&eit a fellliszokban észlelt
koncentracidk és a gyarté cég altal megadott aksvigorbék alapjan hataroztuk
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meg. A sejteket 72 éraig tenyeésztettik, majd arsoslaitometriaval mértik (3l
integrint ebsen kifejed sejtpopulacio aranyat a tenyészetekben. Korabbi
vizsgalataink igazoltak, hogy ezekben a tenyésatasilellekben 31 integrint
erosen kifejed sejtek populacidjanak nagysadga aranyos a koraiészetben
sejtciklusba keridl (az S/G2M fazisu sejtek szazalékos aranyaval meagiehato,
illetve a tenyészetben PCNA pozitivithde novo kifejezd sejtek mérésével
meghatarozhatd), proliferalodo sejtek szamaval dEz=0r¢ €s mtsai., 1995).
Onmagéaban egyik limfokin sem befolyasolta a sejghk@dést, viszont a harom
limfokin keveréke szignifikansan megnévelte a sejtévekedését a kontroll
médiumban ndé¥ sejtekhez képest, p=0,005, Student’s t-teszthi@)a
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6. abra

Pikkelysémoros tinetmenteérbél szarmazo epidermédlis sejteket 3 napig tenyésintett

a rekombinans limfokinek jelenlétében. Ezt kdest aramlasos citometrias analizissel
meghataroztuk a tenyésztett sejtek kdzofplaintegrint eésen kifejed sejtek és az
S/G2M fazisban lev sejtek aranyat. Az abranB4 integrint eésen kifejed sejtpopulacio
%-0s eltérését tuntettik fel a kontroll, limfokimem tartalmazé tenyészetekhez képest. 5

flggetlen minta atlagASE mutatjédk az oszlopok.
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5.1.4. A fibronektin potenciélja a T sejt limfokineejtproliferaciot fokozé hatasat
a pikkelysémoros keratinocitessejtre

Figyelembe véve, hogy a pikkelysémoéros tiinetmebteben bazalisan
elhelyezked keratinocita 6ssejt sejtkdrnyezetében a normdlistol ékér
fibronektin talalhatd, a kovetkékben megvizsgaltuk, milyen hatassal van e sejtek
korai in vitro ndvekedésére a fibronektin jelenléte, ez a hdtése a fibronektin
normal hamsejtekre gyakorolt hatasatol és a fitktime befolyasolja-e a
limfokinek hatasét.

Vizsgélatainkban ékzor arrdl ggzédtink meg, hogy a fibronektin
matrixon vald tenyésztése a sejteknek nem befdlighaa altalunk korabban leirt
erés B1 integrin kifejeddés és a sejtciklus indukcidé szoros kapcsolatatmidb
borbél szarmazo keratinocitdk 72 Oras tenyésztését kémemultiparaméteres
flow citometrias analizissel vizsgaltuk a sejkintegrin, PCNA kifejeédését és
sejtciklusat. A fibronektin jelenléte e harom paéten parhuzamos alakulasat nem
befolyasolta a sejtekben. A tenydgatényen 6tt sejtek és a fibronektinnel bevont
fellleten nov sejtek kultaraiban 81 integrin eés kifejedddése azokra a sejtekre
volt jellemz5, melyek a tenyészetbale novo PCNA pozitivakka valtak (7. 4bra),
jelezve, hogy a sejtek sejtciklus indukcidja bekkgeett.

Ezt kbveben tuinetmentes pikkelysomordos és norméitbél szarmazoé
epidermalis sejteket d&6leg fibronektinnel bevont tenyésedényekben
tenyésztettiink, a tenyé8ktrnyezet az alapmédium, illetve rekombinans GM-
CSF+IL-3#IFN tartalmd médium volt. Kontrollként a bevonatlanianyag
tenyészbedényben tenyésztett sejtek szolgaltak. A fibranekjelenléte
valamelyest, de nem szignifikdnsarbselgitette a sejtek korai ndovekedését a
tinetmentes pikkelysémoros epidermalis sejtek bsatéhasonlo jelenség nem
latszott a normal sejtek tenyészetében (8. abrézovit a T sejt limfokinek
sejtndvekedést indukaldé hatdsat a fibronektin Egaik additiven, de néhany
kultrdban szinergista modon (7 flggetlen minta)kofta tlnetmentes
pikkelysomoros keratinocitak esetében. Normal kejfitesemmiféle befolyasa nem
volt a fibronektin + T sejt limfokin kornyezetneksajtek ndvekedésére (9. abra).
A 10. abra egy pikkelysomoros tinetmentes mintaemmtativ eredményét

mutatja, a fibronektin és T sejt limfokinek hamgepliferaciot indukalé hatasarol.
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7. abra

A keratinocitak rovid iddj ex vivo tenyészetében a sejtek a fibronektinnebbeedényen
és a tenyésétmianyagon hasonloarbnek. A 72 oras tenyesztést koseh a sejtekefdl
integrin és PCNA elleni monoklondalis ellenanyagdkkaldlve, majd aramlasos
citometrias analizissel vizsgalva a kétparamétdisggamon lathato, hogy a proliferalddo,

PCNA-t kifejed sejtek azok, melyek[&l integrint is edsen kifejezik.

28



250 7

200

150

100 —

% CHANGE IN
B1 INTEGRINBRIGHT cEL | S

50 7

)

=0 PLASTIC FIBRONECTIN PLASTIC FIBRONECTIN

NORMAL EC Ps UNINVOLVED EC

8. abra

A tunetmentes d&rbdl szarmazo keratinocitak esetében a fibronektinbelont
tenyésztedényben konzekvensen, de nem szignifikansan, mialgaslt a1 integrint
erésen kifejed, proliferalodd sejtek ardnya atianyag tenyéséiedényben tenyésztett
sejtetekhez képest (jobb oldali 4bra, 7 figgeteydszet). Hasonld kilonbséget a normal
bérbol szarmazé rovid idéjex vivo keratinocita tenyészetekben nem észleltiink (ltliol

abra, 6 flggetlen tenyészet).
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9. abra

Normal (6 fuggetlen minta) és tiinetmentes pikketysids (7 fuggetlen minta)sbbdl
szarmazoO epidermalis sejteket 72 oraig tenyésnmtettitianyag tenyéséedeényben és
fibronektinnel bevont tenyésadényben limfokinek keverékének (IL-3+GM-CSHN,

T ly) jelenlétében, vagy nélkiluk (kontroll, ¢). H@dveten a sejtekefl integrin ellenes
ellenanyaggal és propidium jodiddal festettiik, majamlasos citometras analizissel
meghataroztuk &1 integrint eésen kifejed sejtek és az S/G2M fazisu sejtek aranyat a
mintakban. Az 4bran @Al integrint eésen kifejed sejtek %-os eltérése van feltlintetve a
limfokineket tartalmazé tenyészetekben a limfokiantes kontroll tenyészetekhez képest

a mianyag és a fibronektinnel bevont teny8edényekben.
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Ezen az aramlasos citometrias vizsgalattal nyeagrdimon egy reprezentativ minta
eredménye lathaté. Ebben a mintaban egy pikkelydiendszenved beteg tinetmentes
bérébsl szarmazo hamsejtek 72 oras tenyészetének ararddsmetrias analizisét latjuk.
A korrel hatarolt terliletek a tenyészet prolifeddésejtpopulacidjatl integrint eésen

és PCNA-t kifeje# sejtek) jeldlik. Az alapmédiumban, fibronektin beat nélkuli
edényben tenyésztett sejtekben a proliferativ gijtidcio az 6sszes sejtek 13%-a, mind a
T sejt limfokinek, mind a fibronektin jelenléte ¢&&e a proliferativ sejtpopulacio megn
16,4% a T sejt limfokinek hataséara és 22% a fibktnénataséara, a fibronektin és a T sejt

limfokinek egylttes hatasa eredmeényezi a legnagyublekedést a proliferativ sejtek



5.1.5. A fibronektin sejtndvekedést fokozo hatasm ma sejttapadas fliggvénye

Az altalunk alkalmazott alacsony (2Ag/ml) fibronektin koncentracio
mellett a tenyéséedényben a sejtek letapadasa valddeg nem el§sorban a
fibronektinen keresztll zajlott. Azonban nem lekiekézarni, hogy a fibronektin
altal okozott tlinetmentes pikkelysémoros Kkeratitédan észlelt fokozott
sejtnévekedés nem annak volt az eredménye, ho@gset tipusu keratinocitak
(K1/K10 sejtek), melyek a tunetmentesriben in vivo eleve fokozottabban
kifejezik az a5 integrint, gyorsabban tapadtak le a tenyésztesldtén, mint a
normal sejtek. Ezaltal a sejtek korabban keriligkrohelyzetbe, mely alkalmassa
tette 6ket a sejtciklus megkezdésére, a citoplazmikus ekemeorganizaciojat

koveben.

A kérdés eldtntésére trmanyag edényre és fibronektinnel bevont edényre
tinetmentes pikkelysémorés és normal epiderméjtekat helyeztiink, majd 24
6ra mulva meghataroztuk a KI1/K10sejtek relativ aranyat a letapadt
sejtpopulaciéban.

A fibronektinnel bevont edényre letapadt K1/KBejtek aranya 65%, a
bevonatlan edényre letapadt K1/Kigejtek aranya 5%% volt a tinetmentes
pikkelysomoros sejtek esetében, a normal sejtekméhz ardny 3411% volt

fibronektines edényen és8®% a bevonatlan edényen.

Ez az eredmény azt bizonyitotta, hogy a sejtnOveitmeh észlelt valtozast

nem a keratinocitéssejtek letapadasaban jelentk&rlonbség okozta.
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5.1.6. A fibronektin a keratinocitak ndvekedéséte@t tapadasatdl fuggetlendl is
képes befolyasolni

Miutdn bizonyitottuk, hogy a 2@g/ml fibronektinnel val6 bevonasa a
tenyésziedénynek nem befolyasolta @ssejt tipusu keratinocitak letapadasat
fibronektin valdban képes a sejtadhéziétél fuggetldefolyasolni a keratinocitak
in vitro ndvekedését. Ennek érdekében fibronektitliegont edénybe helyeztiink
frissen szeparalt normal keratinocitakat, majd 24 tulva, amikor a sejtek
letapaddsa mar megtortént, a tenyészethez neatéaliratasi a5 integrin
monoklonalis ellenanyagot adtunk. Kontrollként a#lereanyaggal azonos
bérben a hamsejtek alig fejezik ki @ integrint, tenyészetben roviddidchlatt
megjelenik a sejteken aab5 integrin kifejeddése). 24 déra mulva mértik a

tenyészetekben megjeleRCNA é31 integrin eésen pozitiv sejtek aranyat.

A kontroll tenyészetben 17,3%, ehhez képest a nmonaks a5 integrin
ellenanyagot tartalmazé tenyészetben csak 5,5% @RCNA B1 integrin®®"*
sejt, jelezve, hogy am5 integrin fibronektin kotés megakadalyozasa aekejt

a kisérletet Arg-Gly-Asp peptiddel megismételvesdrdd sejtndvekedés gatlast
észleltiink a kontroll peptidhez képest.
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11. &bra

Az abra két napig tenyésztett normal epidermalielséramlasos citometrids analizisét
mutatja. A sejteket PCNA ¢&l integrin ellenes monoklondlis ellenanyaggal jékil A
tenyészetekhez a tenyésztés utolsé 24 érajabanig@ért (A, B), illetve egér anti-
human, blokkolé hatas@5 integrin ellenes ellenanyagot (C, D) adtunk. Aatipikus
kontroll jelolésekhez képest a mindkét ellenanyhggaitiv jelolést mutaté (PCN/B1

integrin®**°™) sejtpopulaciok koril vannak rajzolva.
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5.1.7. A hamsejtek EDAonkof6talis fibronektint termelnek

Lattuk, hogy a pikkelysomoros tanetmenteérbden a normal drtol
eltében a bazalis keratinocitak sejtkornyezetében plazmeled fibronektin
talalhaté. A fibronektin molekulanak tébb izoformdpmert, melyek ugyanazon
gén 3 exonjanak (extra domeén-A (EDA), extra doméEHBB) és a IlI-CS
domeén) alternativ hasitasa kovetkeztében dapek. A hepatocytak altal termelt
plazma fibronektin nem tartalmazza sem az A semextBa doméneket. A tobbi
sejt altal termelt ugynevezett cellularis fibronek{cFN) azonban kulénbéz
varidciokban és 0Osszetételben tartalmaz EDA és HiBmenteket. A cFN
inszolubilis és a sejt kozvetlen kornyezetébenlhatd pericellularis matrix
inkorporalja.

Az EDA domén jelenléte jellendizaz embriondlis szévetekre, de féin
szovetekben normalis kortlmények kozott nem tatélh&kivéve bizonyos
patolégias eseteket, mint példaul sebzés, rheudhatthritis, epithelialis fibrosis
€s vascularis intima proliferacio. Ting és munksaa000-ben kimutattak, hogy a
pikkelysémoros tinetmentesiiben a dermo-epidermalis junkcié (DEJ) mentén
EDA motivumot tartalmazé fibronektin van jelen, amint azt is, hogy ennek
termeléséért nem a dermdlis fibroblaszt tede(Ting és mtsai.,, 2000). Bar
Rothaupt munkatarsaival kimutatta, hogy a dermi8A L sejtjei és az EDA
fibronektin kolokalizalodik a pikkelysémoros 1ézibérben, mivel a tlinetmentes
borben csak elvétve talalhatd ilyen sejt, nem vahigszhogy az észlelt EDA
kifejezodés ezen sejtek thodéséhez kapcsolhaté volna (Rothaupt és mtsai.,
2000).

A keratinocitdk EDA fibronektin termelését nem volt irodalmi adat,
ezért megvizsgaltuk, vajon a hamsejtek képesekyeniltipusu fibronektin
izoforma termelésére. Immuncitokémiai festéssel egy EDA fibronektinre
specifikus monoklonalis ellenanyaggal kimutattukggyy mind a tenyésztett
normal, mind pedig a HaCaT keratinocitak kifejezik EDA" fibronektint (12.
abra). Ez alapjan feltehetjiuk, hogy a tliinetmenikketysomords Brben a DEJ
mentén talalhaté EDAfibronektin a keratinocitak altal terndelik.
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12. dbra

Fibroblasztok (A, B), tenyésztett normal fé@inhuman keratinocitak (C, D), és HaCaT
keratinocitak (E, F) immunfestését latjuk az EDfflronektinre specifikus monoklonalis
ellenanyaggal (A, C, E), illetve izotipikus konirammunglobulinnal (B, D, F). A
fibroblasztokban latszik a ledeebb citoplazmikus jeldlés (A), a keratinocitakban
kevésbé kifejezett az EDAfibronektin kifejesdés (C, E), ezekberbleg a mitotikus
sejtek fesidnek.
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5.1.8. Egy kis szubpopulacidja a pikkelysdmordsetirentes keratinocitdknak
rovid ideji tenyésztés soran EDAonkofotalis fibronektint fejez ki, hasonlo

jelenség normal keratinocita rovid tenyésztésersnedn észlelhét

Ezt koveben Osszehasonlitottuk a frissen szeparalt tinéiegtmentes
pikkelysomords és normabtosl szarmazo epidermalis sejtek EDfbronektin
tartalmat immunfestést és aramlasos citometriadizastaalkalmazva, de nem
talaltunk kilénbséget a mintakban, egyik mintdbam destdtek a sejtek. (A
festési metodika Hkodésébl tenyésztett fibroblasztok alkalmazaséaval
gyézédtink meg, ebben az esetben a sejteésesr kifejezték az EDA
fibronektint.)

Feltételezve, hogy keratinocitak valamilyen aktigddngert igényelnek az
EDA" fibronektin szintetizdlasdhoz, megnéztik, hogyadakuh az EDA
fibronektin kifejeddése a hamsejtekben egy rovid idegnyésztést kovéen.
Normal Brbél és tinetmentesdbbél szarmazd sejteket 72 oOraig tenyesztettink,
majd immunfestést kovéen aramlasos citometriaval meghataroztuk a pozitiv
sejtek aranyéat.

Ellentétben a normal dob6l szarmazé sejtekkel, ahol tovabbra sem
észleltiink egyetlen sejtben sem EDifbronektint, a pikkelysomoros tiinetmentes
epidermalis sejtek analizise soran a sejtek egy pkpulaciojaban (3,06%)
megjelent az EDAfibronektin (13. abra).

Ez az eredmény alatamasztia azt az elképzelésinkegy a
pikkelysomoros tiinetmentesstben a DEJ mentén talalhatd EDAibronektin
forrdsa valéban lehet a keratinocita, ezen tubieanismét latunk egy olyan
tulajdonsagot, melyben a pikkelysomoros tinetmebdehamsejtje a normaldo

hamsejtjétl eltér.
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13. dbra

Az abra 72 6raig tenyésztett pikkelysémoros tunatew (A, C) és normal (B, D)
epidermdlis sejtek EDA fibronektinre specifikus monoklonalis ellenanyaggald
jelolését kovet aramlasos citometrias analizis eredményét mutatieormal mintaban az
izotipikus kontrollnal (B) eafsebb jelet egyetlen sejt sem ad az ellenanyagdalt je
mintaban (D). A pikkelysomoros tiinetmentes epidéisrsejtek kdzott az ellenanyaggal
jelolt mintaban (C) a sejtek egy kis populaciéjg030) az izotipikus kontrollhoz (A)

képest kifejezetten és fluoreszcens intenzitast mutat.
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5.2.1. A proliferalod6 HaCaT Kkeratinocitakban ab integrin kifejeddeés

felerssodik, ezzel parhuzamosan a sejtek keratinl/10eszpioja csokken.

Normal epidermiszben immunfluoreszcens mikroszkogasgalattal azt
latjuk, hogy &B1 integrin pozitiv sejtekoleg a bazdlis sejtsorban helyezkednek el,
a keratin 1/10 (K1/K10) kifejgmés ezzel ellentétben a szuprabazalisan
elhelyezked sejtsorokra jellemf a bazélis sejtek K1/K10 negativak (Bata-
Csorgh és mtsai., 1993). Ha a pikkelysémor betegséggedites Brelvaltozasat
immunfluoreszcens mikroszkoppal vizsgaljuk, azfulgt hogy a normal &r
epidermiszétl eltérven nemcsak a bazalis sejtsor, hanem af6lott mégé&jtS8or
Bl integrint kifejed sejtekidl all, ugyanakkor a K1/K10 kifejémlés is 2-3
sejtsorral fentebb észlellde(Bata-Csorg és mtsai., 1993). A hiperproliferalodo
pikkelysomoros epidermiszben a normdrtbl elté a5 integrin kifejeddés

szintén észlelhéta szuprabazalis sejteken is (Pellegrini és mtsa92).

A kovetkedkben arra voltunk kivancsiak, milyen médon kapcdidda
jellegzetesen hiperproliferdl6dé sejtekre jelléma5 integrin és a terminalis
hamsejt differenciacié dls lépésének tekinthét K1/K10 kifejezbdés a
hamsejtekben a sejtek kulonidozproliferacios/differenciacidés allapotaban.

Vizsgalatainkat egy immortalizalt keratinocita gejtalon (HaCaT) végeztuk.

A HaCaT sejtek bar immortalizaltak és genetikusaldiboznek a normal
sejtek6l, sok tekintetben jol modellezik a normal hamdegte(Ryle és mtsai.,
1989). A normal keratinocitakhoz hasonldéan ezelejeels in vitro organotipikus
kultirdban vagy csupasz egérre transzplantalvardtddi hamot képeznek,
bazélis membrant szintetizalnak és keratinizalodakitkreutz és mtsai., 1998;
Schoop és mtsai., 1999). Végtelennek itélpebliferativ kapacitasuk mellett igen

gyorsan osztodnaik vitro, ugyanakkor megtartottak tapadasfosggiket.
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Vizsgélatainkat egy olyan HaCaT sejtkultira-modeNegeztik, melyben
a sejteket kontakt gatlas és éheztetés altal sgjahyi (quiescent) allapotba
kényszeritettiik, majd a kontakt gatlas és ehezélslésaval (a sejtek atpasszalasa
szérumot tartalmazé6 médiumba) a sejteket proliférac késztettiik. llyen
korilmények kozott a sejtek jelést hanyada sejtciklusba kerll, osztodik,
majdnem szinkronizltan a passzalast kévpar napban. A sejtek cikluséat
propidium jodid festéssel és sejtciklus analizisgéivettik a kultiraban.
Parhuzamosan néztik a sejtek ciklin @b, integrin és K1/K10 mRNS, valamint

azab integrin és K1/K10 fehérjeszinkifejezodését.

A korai ex vivo keratinocita tenyészetben a normékbden sejtnyugalmi
(GO) éllapotban le¥ keratinocitdk PCNA negativak. A PCNA a sejtekbeGh
fazis kdzepén jelenik meg, majd ezt ket kifejeddése gyengll, de az S/G2M
fazisban leg sejtekben is kifejegik. A PCNA szerepet jatszik a DNS
replikacioban, repairben és a sejtciklus szababdzan (Bravo és Macdonald-
Bravo, 1987; Celis és mtsai., 1987; Celis és C&885; Celis és Madsen, 1986).

A sejtciklust szabalyozo ciklinek kdzul a D tipakuszintén a ciklus G1
fazisdhoz kotott funkcidval rendelkeznek, blokkalkas sejtek osztodasat ebben a
fazisban allitja le (Dowdy és mtsai., 1993; Pink395; Sherr, 1993). A D tipusu
ciklineknek a tobbi ciklindl eltéen 3 izoformdja ismert (D1, D2 és D3), a
kulonbo®d D ciklin izoformak kifejeddése kulonbozik az egyes sejttipusokban.
Sajat vizsgalatainkbdl tudjuk, hogy mind a figtrhuman Brbsl szarmazo, mind a
HaCaTa keratinocitak mindharom izoformat kifejezik. D1 tipusu forma
megjelenése a GO0-G1 tranziton &thaladd keratiroeitellemsd, mig a
folyamatosan osztddo, tehat a GO quiescent faiisigkd, keratinocitakban a

masik két izoforma megjelenése dominal (Bata-Gséggmtsai., 1996).
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A konfluens sejtkultirdban 1 hetes szérummentesksgnd volt ahhoz,
hogy a sejtek sejtciklusa ledlljon, ekkor mind a &Hlin mMRNS, mind a S/G2M
fazisu sejtek szadma nagyon alacsony a kulturabé&ndfdra B és A). A passzalast
€s a szérum visszaadasat kéeat a sejteka5 integrin mRNS kifeje@dése
emelkedik abszor, 24 6ranal elérve a legmagasabb kitajést, ugyanekkor a
K1/K10 mRNS kifejeddés dramatikus csokkenése észléllzesejtekben (14. dbra
B). A D1 ciklin mRNS kifejeddés 24-48 ora kozott emelkedik a sejtekben, majd a
48 oranal elért csucsot koven csokkenni kezd (14. abra B). Az S/IG2M fazisu
sejtek szamanak novekedése ezzel részben parhumamo®lkedik, de csak 96
oranal kezd csokkenést mutatni (14. abra A). d& integrin fehérje szift
kifejezédése az mMRNS kifejédés 24 Ords csucsat kotven a 96 oras
tenyészetben éri el maximumat, majd csokkenni kez&1/K10 fehérje szifit
kifejezddése az Uzenetben észlelt dramatikus csokkenésanlasiveti, a K1
fehérje 96 dranalinik el, a K10 jelerisen csokkent mennyiségben, de még a 168
oras mintakban is detektalhato6 (14. abra C).

Normal hamsejtek esetében nincs arra vonatkozéah adgy a sejtek
képesek elvesziteni a mar kifejedtt keratin 1/10-et. A HaCaT kultdrakban a
tenyésztés soran nem tapasztaltunk fokozott sejéedty ami arra utalna, hogy egy
kezdetben K1/K10 negativ sejtpopulacié aranytaddnivekedése eredményezné
a kulturaban a K1/K10 kifejérés elvesztését, csokkenését. Feltételézabiat,
hogy a HaCaT sejtekben a K1/K10 mRNS szuppresszilgve a fehérje
degradacioja a normal hamsejtikaltérs, felteheen a HaCaT sejt immortalizalt

voltaval kapcsolodo tulajdonség.
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abra a kontakt gatolt és szérum éheztetett Ha@g€k DNS analizisét (A), K1/K10,
a5 integrin és D1 ciklin mMRNS kifejédését (B), valamint a K1/K10 &s5 integrin
fehérje szini (C) kifejesidését mutatja a sejtek kontakt gatlasanak és seérondisanak

megs#inte utani napokban.
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5.2.2. A keratin 1 és aa5 integrin kifejeddést HaCaT keratinocitakban szérum

faktorok regulaljak, a keratin 10 kifejgdést nem

Annak meghatarozasara, hogy a sejtekben ésxtelintegrin és K1/K10
MRNS kifejeddést szérum hatasok vagy a kontakt gatlas szalzymzfrissen
passzalt, nem konfluens sejtkultirdban noveldaCaT sejtekil elvettik a
szérumot (a passzalast késest 12 oraval), majd a szérum elvételt kéved, 48
€s 72 oOra mulva vizsgaltuk a5 integrin és a K1/K10 mRNS kifejédést a
sejtekben.

A sejtekben alacsony K1/K10 mRNS kifejelest észleltink a szérum
elvételekor (12 6ra), 24 6raval a szérum elvétéitelben (36 6ra) a K1 mRNS
nagyon kifejezetten megemelkedett a sejtekbendfa). Ugyanekkor a kezdeti
relativ ebs a5 integrin kifejeddés szinte teljesen @itt a sejtekbl 24 oraval a
szérumelvonast kov@tn, viszont a szérum hianyatol fuggetlenal 72 oxdven
ismét detektalhato vott5 integrin mRNS a sejtekben, jelezve, hogy a syaladk
nem csak a szérumhatasoktol fugg (15. abra). Ausz@ivétele nem befolyasolta
a K10 mRNS kifeje@dést a sejtekben (15. abra).

Time (h) 12 36 60 84
Kl

K10

asS

B-actin

15. abra

A HaCaT sejtekél a szérum elvonasakor (12 h), majd ezt kédent24 éranként izolaltuk
az RNS-t. A PCR reakcié Ax5-integrin (358 bp), keratinl (316 bp), keratin®8% bp)
és a belé kontroll B-aktin (406 bp) amplifikhtumait agardéz gélen futiétés etidium
bromiddal festettuk.
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5.2.3. Aza5 integrin blokkolasa direkt gatolja a D1 ciklin MR kifejeddését

HaCaT keratinocitakban

A kontakt gétolt és szérum éheztetett HaCaT sdjtekérum tartalmu
tenyészifolyadékba passzaltuk, majd 12 6ra mulva, mikor ejiek teljes
letapadasa bekoOvetkezett a sejtkultirdhoz neudtdlihatasi monoklondlists
integrin ellenes ellenanyagot adtunk. Kontrollkantellenanyag koncentraciojaval
és izotipusaval megegyergér IgG1l szolgalt. A sejtekben a tenyésztéséndit
koéve® 24 6ra mulva am5 integrin monoklonalis ellenanyaggal kezelt kudtdvan
a kontrollhoz képes jelefgen cstkkent a D1 ciklin mRNS mennyisége (16. abra)
Ez az eredmény arra utal, hogy @2 integrin a sejtek tapadasatol fliggetlenil
képes a ciklin D1 kifejemést szabalyozni a sejtekben. Ebben a Kkisérleti
modellben nem tudjuk elddnteni, hogy ab integrin jelatvitel nélkul a
sejtkbrnyezet egyéb novekedési faktorai képesekd diklin kifejezddést
indukalni a sejtekben vagy sem, elképzdihdiogy aza5 integrin hatasa a
legkorabban jelentkéz a sejtkultiraban, de am5 integrin blokkolas nem

akadalyozza a kébb jelentke#, mas mitogének altal szabalyozott D1 indukciot.
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16. abra

A szinkronizalt HaCaT sejteket passzaltuk, majcejtek letapadasat kovietn (12 h) a
sejtekhez egér IgG1-et (izotipus kontroll, IC) é&utnalizalo hatas@5 integrin ellenes
monoklondlis ellenanyagot (a5) adtunk. Ezt kdéeet 12 oraval (24h) Q-RT-PCR
reakciéval meghatéroztuk a sejtekben a D1 ciklinN8Rkifejezidését, melyet a béls

kontrollként hasznalt 18 S RNS-hez viszonyitva Abitank.
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5.3.1. A pikkelysomoros epidermiszbamvivo a CD3 T sejtylFN-t termel IL-4-

et nem.

A Kkorai in vitro tenyészetekben végzett vizsgalataink bizonyitottéigy a
pikkelysomorre jellegzetes ham hiperproliferacial&kulasaban adiot infiltralo
aktivalt T sejtek limfokin termelésiikkel szerep@isghatnak. Lattuk azt is, hogy a
VIFN esszencialis komponense annak a limfokin kérayeek, mely a
pikkelysomoros betegek tlinetmentésédl szarmazd@ssejt tipusu keratinocitak
(K1/K10 sejtek) koraiin vitro tenyészetekben adott, a normaltdl eéltér
hiperproliferativ reakciojat kivaltani képes.

Felmertlt a kérdés, vajon an vivo pikkelysémoros sejtkdrnyezetben
valéban jelen van-e gIFN? Thl vagy Th2 limfokin profillal rendelkeznek a
pikkelysomoros 1ézidt infiltrald aktivalt T sejtek® kérdés megvalaszolasara
normal és pikkelysomor lézidsoth diszpazzal emésztve szétvélasztottuk a
dermiszt és az epidermiszt, majd min&bdl sejtszuszpenziot készitettiink, ezt
kbveten a sejteket 12-14 6ran keresztll tenyésztettikeryésztés utolsé 4
ordjaban PMA és ionomycin, valamint Brefeldin valtokban a kultarakban,
melyekben a tenyésztést koden a sejtek intracellularidFN és IL-4 termelését
vizsgaltuk, ugy, hogy a sejteket permeabilizalvanoidondlis fluorokrémmal
jelolt ellenanyagokkal inkubaltuk. Az intracelluktimfokin ellenanyagokkal valo
jelolést megdizte a sejtek monoklonalis anti-CD3-mal valo jelélés

IL-4-et nem tudtunk kimutatni a sejtekben, ezt gatsr eredményt Western
blottal, és RT-PCR reakcioval megsitettilk. Az IFN-at termeb CD3" sejtek
joval nagyobb szamban fordultakéea pikkelysomoros 1ézidés epidermiszben,
ezzel ellentétben jéval kevesebb volt e sejtek yamam pikkelysomoros
dermiszben. A normal mintakban sem az epidermen a dermisz CD3sejtjei
nem mutattak intracellularjFN festést (17. dbra). Ez az eredmény tamogatja a
VIFN hatassal kapcsolatds vitro megfigyeléseink jeleiségét a pikkelysomords
léziés [IBrelvaltozasban kialakuld keratinocita hiperprolifeid lehetséges
mechanizmusara vonatkozéan és tamogatja azt a ndisbknas modszerekkel
vizsgalt megfigyelést, hogy a pikkelysémorben dbei gyulladas dominaldéan

Thl-es tipusa.
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Az abran a normal és a pikkelysomoros tinetes epide és dermisz CD3yIFN-t
termeb sejtieinek az 6sszes CD3ejt szazalékaban kifejezett aranyat tuntettik Aegl
egyes szimbolumok a fuiggetlen mintak eredményéatj@ht 4 egészséges epidermiszt és

dermiszt, 10 pikkelysomords epidermiszt és 9 dertwigsgaltunk.

5.3.2. Pikkelysomoros betegek periférias vérébagniikansan csokkent a CD3
CD56™ NK T sejtek aranya, a sejtek szama a betegsédéséxel parhuzamosan
né ugyan, de tinetmentes betegeken sem éri el azsEmes egyéneknél talalhatd

szintet

A pikkelysomorben észlelngt Thl dominancia kialakulasdban, mely
dominancia a periférias vérben is detektalhatOhd&yazo szerepet jatszhatnak az
NK T sejtek. Az NK T sejtek heterogén sejtek, pdgidjukra jellemd az a3
vagyyd T sejt receptorok és valamely NK receptor (CD@B56, CD161, CD 94,
CD158a és CD158b) jelenléte a sejt felszinén. Ezekejtek gyorsan, nagy
mennyiséf citokin termelésre képesek, ezért feltéhehogy a ThO sejtek
differenciacidjat Th1/Th2 iranyba képesek befolyasdRheumatoid arthritisben,
mely szintén Th1l dominanciaju betegség, leirtakyhmbetegek vérében csokkent

46



a CD3 CD56 NK T sejtek szama. Pikkelysomoros betegek (a letsgama=15)
periférids vérében kilénbdzkezelések ékt, valamint a kulonbdz majdnem
teljes tiinetmentességet eredméldy@2soriasis Severity Index 4 alatt) kezelések
utan aramlasos citometrids vizsgalattal meghatdkozzen sejtek aranyat.
Onkéntes, egészséges véradok képezték a kontraponst (kontrollok
szama=12).

Eredményeink szerint a pikkelysémoros tinetes lestegriférias vérében a
CD3" CD56 NK T sejtek aranya szignifikansan csokkent az zgfges
kontrollokhoz képest 1,294,07% a pikkelysomoros betegekben, 5P74% az
egészséges egyénekben, p<0,0001, (ANOVA, Tukeyhmasteszt). A kilonbdz
kezelések hatasara a CDBD56 NK T sejtek aranya megemelkedett a majdnem
tinetmentessé valé betegekben 21684%, de a normél egyénekben mért
értékeknél ekkor is szignifikansan alacsonyabb dta@ara utalva, hogy a CD3
CD56 NK T sejtek alacsony aranya a periférias vérbem rne betegség
aktivitasara, hanem magara a betegségre jelleAz sem kizart, hogy a periférias
vérben mért alacsony ardny a sejtek fokozofirbé valé aramlasanak

koévetkezmeénye.

A CD3" CD56" NK T sejtek aranyanak csokkenése feltételezhebgy a
Th2 tipust valasz gyengllését eredményezi, amirisletkezménye a Thl-es
dominancia a betegségben. Intakt Th2-es valaszségék az immuntolerancia
kialakulasdhoz, hianyaban autoimmun folyamatok wdlretnak ki. Az NK T
sejtek kéros funkcidja jol dokumentalt kilonkdéautoimmun betegségekben. Azt,
hogy az immunregulaciés mechanizmusok fontos seejéfszanak pikkelysomor
betegségben jelzi az, az utébbisheén kozolt megdfigyelés is, miszerint a
betegségben mind a vétbmind a l6rbsl szarmazé CD4CD25™ kifejezbdédi,
Foxp3 pozitiv, regulatoros T sejtek szupresszokdigja elégtelen egészséges

egyének hasonlé sejtjeinez képest (Sugiyama és.neas).

47



5.4. Mind a normal, mind a pikkelysémoros lézidshen az IL-1n, IL-1[3 és az

IL-1RA kifejez6dés az atmeneti 0sztdodo (TAC) sejtpopulaciobagedsebb

,,,,,,

egyutt valtozik a sejtek IL-1 kifejédése (IL-Ir, IL-1B és az IL-1 receptor
antagonista (IL-1RA)). A pikkelysémoros tinetéslen a normal &rtél eltér az

IL-1 kifejezédése, normal dben az IL-r dominal az IL-B felett,

pikkelysomorben ez az arany forditott, jetesgbb az IL-B mennyisége az
epidermisz sejtjeiben. A pikkelysomords tiinetégobn az IL-1RA relativ aranya
emelkedett az IL-d-hoz képest és az IL-1 intracellularis bioaktivitgatlasa
észlelhet.

Dupla jelolést alkalmazva monoklonalis llor11L-13 és IL-1RA ellenes
FITC-tal jel6lt ellenanyagokkal valaminfl integrin ellenes PE-nel jel6lt
ellenanyaggal normal és pikkelysomoros epiderndisfiissen szeparalt sejteket
jeloltiink, a sejtek DNS tartalmat propidium joditldfestettiik. Aramlasos
citometrids analizissel szétvalasztottulgkintegrin pozitiv és negativ sejteket.
Korabbi vizsgalataink igazoltak, hogy az epidersmalejtekpl integrin pozitiv
populéciéjan belil aramlasos citometrias analikiaskisebb, kevésbé komplex
citoplazmaju (keratinocitaéssejt tipusu sejtek) és a nagyobb, komplex
citoplazmaju sejtek (atmeneti osztddo (TAC) sejtigk)elkilonithedk, igy apl
integrin pozitiv sejtek e két populacidjat is kuldmdtuk vizsgalni. E harom
elektronikusan szétvalasztott csoport M;11L-13 és IL-1RA tartalmat kalon
vizsgalva megallapitottuk, hogy az llolés IL-1RA kifejeddés mind a
pikkelysomorés, mind a normabtiben az atmeneti osztédd sejtpopulacidoban a
legnagyobb, az IL{ normal sejtekben szintén, de pikkelysomords |€zios

keratinocitakban ez a kilonbség nem volt szetimée18. abra).

Ezt kdveten az egyes sejtcsoportokon belll megnéztik, eildag egyes
fazisaiban hogyan alakul az IlaB/RA kifejezodés. A normal és a

pikkelysdmoros tiinetes epidermisz kozott itt idlaz B kifejezédésben észleltlink
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kulonbséget, a normal sejtékieltérsen, ahol a keratinocitéssejtek ciklusaban
folyamatosan emelkedett az 131 kifejezddése, a pikkelysomoros
keratinocitdkban hasonlé emelkedés nem volt megliggh (19. &bra). Az
atmeneti 0szt6do sejtcsoportban (TAC) szintén {ékekilonbség mutatkozott az
IL-13 kifejezddésben a normal és pikkelysomords 1ézids sejtektkda normal
bor TAC sejtjeinek ciklusa soran a sejtekben folyaveah emelkedett az I1L31
ezzel ellentétben a pikkelysomorés 1ézidés DAC sejtjeinek ciklusaban az ILB1

emelkedés nem volt megfigyelbtl9. 4bra).

Ezen eredményeknek kétféle magyarazata lehetsetygpzelheat, hogy a
tapasztalt eltérés a pikkelysémoros 1ézios hamsepejtciklusa és IL-1
kifejezodése valamely kornyezeti regulalotikddés kovetkeztében alakul ki,
kulonbségében rejlik az eltérések oka. Elképzélhbbgy a hamsejtek IL-1
termebdésének regulacidja szorosan kapcsolédik a sejtélerahcialédasi
folyamataihoz, igy az A&ltalunk is észlelt normaliseltéis pikkelysomorben

mutatkozd IL-1 regulacio a koros sejtdifferencia@édoz kapcsolodo jelenség.

Sajat egyéb irdnyad kutatdsainkbdl tudjuk, hogy a mggjtek
immunfunkcidinak egy része differencidlodasuk figmyében alakul. A
természetes immunitasban szerepet jatszé Toll -@ollToll-4) receptorok,
valamint a keratinocita manndz receptora is a wiffeialodott, sejtfelszinhez
kozelebbi hamsejteken fejedik ki, jelezve, hogy ezek a funkciok a sejt
differencialédasahoz kapcsoltak (Pivarcsi és mts)04; Szolnoky és mtsai.,
2001).
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18. abra

A pikkelysomoros tlinetes (haromszoggel jeldlvenésmal (négyzettel jeldlve)dobdl
szeparalt epidermdlis sejtek@l integrin, IL-1RA, IL-la és IL-13 monoklonalis
ellenanyagokkal jel6ltik, majd a sejteket aramlasismeéterrel analizaltuk. AB1
integrin’ sejtpopulaciot a sejtek mérete és granulaltségaéal elekronikusan valasztottuk
szét bazdlis és TAC sejtpopulacidkr@@laintegrin sejtek a differencialt keratinocitak. Az
egyes sejtpopulaciokban mért atlag IL-1 fluoresei@rifMCF) értékekbl levontuk az

izotipus kontrolloknal meért atlag fluoreszcencigekeket AMCF), majd a bazélis sejtek

AMCEF értékével osztottuk a tobbi populd&BICF értékeit.
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Bazalis sejtek
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19. abra

A pikkelysomoros tunetes (haromszoggel jelolt) ésmal (négyzettel jeldlt) drbal
szeparalt epidermalis sejtek proliferativ sejtpépidit aramlasos citometrias analizissel
gratsdglk alapjan.
polpulaciékon belil a DNS mennyisége alapjan ebteltkusan szétvalasztottuk a
sejtciklus  kulonboa
sejtcsoportokban mértik az IL-1 fluoreszcenciat.efyges sejtpopulacidkban mért atlag
IL-1 fluoreszcencia (MCF) értékekb levontuk az izotipus kontrolloknal mért éatlag

fluoreszcencia értékekeAICF), majd a bazalis sejtedMCF értékével osztottuk a tdbbi

elektronikusan szétvalasztottuk méretiik és Ezeken a

fazisaiban elhelyezkéd sejteket, majd a szétvalasztott

populaciGAMCEF értékeit.
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5.5.1. Mind az etanol, mind az aceton megéekaincentraciékban képes a HaCaT

keratinocitak sejtproliferaciojat fokozni

Régi, bar Klinikai evidenciakkal nem megféleh alatamasztott
megfigyelés, hogy a fokozott alkoholfogyasztas akkglysomor tlineteit
provokalhatja, illetve a megléwineteket rontjan vitro megfigyeltik, hogy mind
az aceton, mind az etanol megfélédoncentraciokban szignifikansan néveli a
HaCaT sejtek novekedését. Feélig konfluens sejt8@qtercig kezeltiink etanollal
(2,24 mM-1,71 M) és acetonnal (1,7 mM-1,36 M). Atrsivekedés vizsgélata
BrDU beépllés mérésével tortént. Szignifikansan asalgbh sejtndvekedést
mertink 48 oraval a 2,14, 4,27 és 8,55 mM-os ethendlést kovéen (20. abra).
Az acetonos 30 perces kezelés 1,7, 3,4, 6,81,653]186 mM-o0s koncentraciokban
24 6ra mulva szignifikans sejtndvekedést mutatokoatroll kezeletlen sejtek
novekedéséhez képest (20. abra). Magasabb kontéktvan mind az ethanol
(2,71 M), mind az aceton (1,36 M) toxikus hatasli asejtekre.
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1.7 34 6.81 13.6 136 1360  Control
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20. abra

Az abrak a HaCat sejtek BrdU inkorporacioval medtaott proliferaciojat mutatjak
etanol (bal oldali diagramm) és aceton (jobb old#igramm) kezelésre. A proliferacié
meértéke a kontroll, nem kezelt kultirdkban méréldrez viszonyitott %-ban kifejezett
arany. Harom fliggetlen kisérlet, egy kisérleteriilbg@Imérés atlageSE van feltlintetve,

*p<0,05, (Student’s t-teszt).
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5.5.2. A sejtproliferaciot fokozé koncentraciéjuetan és az etanol fokozza a
HaCaT sejtekben ax5 integrin, a D1 ciklin és a KGFR kifejgdését

A kovetkedkben megnéztik, hogy az etanol és aceton hogyavlybeblja a
sejtndvekedéssel kapcsott5 integrin, ciklin D1 és KGFR gének mRNS
kifejezédését. Mindharom vizsgalt mRNS szint megemelkedettetanol (4,27
mM) esetében 2 oraval, az aceton (13,6 mM) eset@Beperccel a kezelést
koveen (21. abra).

Feltételezve, hogy normal keratinocitakon hasonl&abalyozé
mechanizmusok tkddnek, ezen eredmények arra utalnak, hogy az alkoh
fogyasztas kovetkeztében megemetkedzérum aceton szint megféel
koncentracibkban valéban képes olyan hatasok kidkdkra, melyek a

pikkelysémoros betegdpeben a tiinetek kiféjtlésének iranyaban hatnak.

Korabbi vizsgalatainkban lattuk, hogy a normabrtbl eltéen a
pikkelysomoros tinetmenteiben a bazalis hdmsejtek kdrnyezetében szérum
fibronektin jelenléte igazolhatd. Ezek alapjan felil az a lehékég, hogy a
pikkelysomorés tlinetmentesében a bazalis membranban olyan szerkezeti
elvaltozasok vannak, melyek a membran atetképességét befolydsolva a
normal Brt6l eltében bizonyos, a dr alatti kdtszovetldl szarmazd anyagok
bazalis hamsejtek koérnyezetébe jutdsat engedikel daefolyasolva a bazalis

hamsejt kdzvetlen sejtkdrnyezetét.

Ezt a feltételezést tamasztjdk al4 azok a masak Kizolt megfigyelések,
melyek val6ban szerkezeti eltérésre utalnak a niobdrdbazalis membranja és a
pikkelysomorés tinetmenteséb bazalis membranja kozott. Leirtak eltérést a
laminin 1 szerkezetében, monoklonalis ellenanyagghilt normal brben a
laminin 1 alfa lanca folyamatosan jelenik meggleditérsen a pikkelysomords
tinetmentes drben a dermisz papillainak csucsandal addds megszakad, ezen
szakadasok alatti terlleten igenserfibronektin kifejeddés is megfigyelhét
(Mondello és mtsai., 1996; Vaccaro és mtsai, 200@s szerék mind a laminin
02, a5, B1 ésyl lancok, mind a kollagén g1 ésa?2 lancok szakadozottsagat,
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behajlasat és reduplikaciojat figyelték meg mindietinentes, mind tlnetes
pikkelysomoros brben. Ugyanakkor azt is leirtak, hogy a pikkelysédso

tinetmentes d& bazalis keratinocitaiban fokozott a matrix metpibteindz 2

(MMP 2) enzim kifejeddése (Fleischmajer és mtsai., 2000).

Control Acetone Control Ethanol
05h 0.5h 2h 2h

ad integrin

cyclin D1

KGFR

B-actin

21. 4bra
A HaCaT sejteket fél 6raig 4,28 mM etanollal és618M acetonnal kezeltlk, majd a
sejtektdl 2 6raval az etanol és 30 perccel az aceton ketZeddeten RNS-t izolaltunk. A

PCR reakci6 termékeit agar6z gélen futtattuk ésueti bromiddal festettik.
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5.6.1. Az immunszuppressziv, antipsoriatikus hatémgamycin (sirolimus) a
keratinocita proliferacidin vitro gatolja

A rapamycin (sirolimus) egy makrolid immunszuppedgshatasa szer,
pikkelysémdrben hasonléan mas, T sejt aktivacidibgezerhez (pl. cyclosporin),
jO terapias hatasu lehet. Hatasanak mechanizmiéa slcyclosporin, FK-506
hatasmechanizmuséatol, ez utobbi szerek immunszsgyie hatasukat a

calcineurin foszfatdz Gt gatlasan keresztil fetik

Feltételeztik, hogy a rapamycin sejtciklus blokkio&iasa a keratinocitakon
is érvényesulhet, ezaltal szélesebb hatasspektruheimat antipsoriatikus, mint
azok a szerek, mint példaul a cyclosporin, melyraek in vivo elérhet
koncentraciéban a keratinocita proliferaciora abg hatasa.

Normal Brbsl szarmazo keratinociték klonalis ndvekedését atrktihoz
képest jeleritsen cstkkentette a 20 nM rapamycin jelenléte aétrstben. Annak
vizsgalatara, vajon a rapamycin a sejtciklusba déeléagy mar folyamatosan
0sztodo sejtekre hat-e, a sejteket kilowbidBpontokban kezeltik rapamycinnel.
A kultarak egy részéhez mindjart a tenyéesztés mléjézzaadtuk a szert, azt
vizsgalando, vajon a klonogenikuéssejt tipusu keratinocita sejtciklusba
indukcidja gatlédik-e. A tenyészetek masik csopditz csak a tenyésztés 3.
napjan adtuk hozza a rapamycint, ekkor méar a setaktelt ciklusokon mennek
keresztllin vitro. Tapasztalataink szerint a rapamycin mindkét esetiatolta a

sejtkoloniak ndvekedését (22. abra).
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22. abra

Normal epidermdlis sejteket tenyésztettiink az étamiot vivéanyag (bal oldali kép, a),
valamint 20 nM rapamycin (jobb oldali kép, b) jditében 10 napig. A kialakult
kolonidkat formalin fixalas utdn Nilus kékkel ésdaminnal festettiik. A kontroll
tenyészethez képest (a) a rapamycin kezelt tenyesedb) joval kisebb a sejtkoloniak

szama és nagysaga.
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5.6.2. Az immunszuppressziv, antipsoriatikus hatémgamycin (sirolimus) a
keratinocitabssejtek sejtciklusat a G1 fazisban blokkolja

A keratinocita sejtndvekedés gatlasanak mechaniamiesabb vizsgalva a
kovetkedkben megnéztik, hogy a rapamycin hatas hol érvéhyesenyésztés
kezdetén, a keratinocitéssejt tipusu sejtek sejtciklusba todébelépésénél.
Ezekben a kisérletekben a rapamycint mindjart gétezriés kezdetén hozzaadtuk a
sejtekhez, majd a korai kultirdban néztiRlaintegrint eésen kifejed sejtek,
illetve a sejtciklus S/G2M fazisaban talalhatoeepranyat (1. tablazat).

A rapamycin kezelés nem befolyasolta f4 integrint eésen kifejed
sejtpopulacié aranyat a korai tenyészetben, ugyamala sejtciklus S/G2M
fazisaban taldlhatd sejtek szamanak aradnya f{edent csokkent a kezelt
keratinocitdk esetében (*-gal jelblve). Ez az erédynazt bizonyitotta, hogy a
keratinocitak sejtciklusanak S/G2Mstl blokkolasat okozza a szer, anélkil, hogy

a sejtek31 integrin kifejeddésének feléistdését gatolna a tenyészetben.

1. Tablazat

A rapamycin hatasafi integrirf™* sejtek sejtciklusara a korai ex vivo

epidermalis sejtkultarakban

%1 integrirf®* % SIG2M
tenyészetek rapamycin __ kontroll rapamycin __kontroll
1. 43,6 37,1 *18,5 33,8
2. 14,5 11,2 *17,2 30,1

38,2 35,8 *5,8 17,1

53,3 57,8 *24,2 52,5
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5.6.3. A rapamycin (sirolimus) keratinocitéssejtekben a proliferalédé sejt
nuklearis antigén (PCNA) expressziét gatolja, a €MHlin kifejez6dést nem

befolyasoljain vitro

Korabbi vizsgélatainkbdl tudtuk, hogy a kora&x vivo keratinocita
tenyészetben a normabiben sejtnyugalmi (GO) allapotban tekeratinocitak
PCNA negativak. A PCNA a sejtekben a G1 fazis kémgplenik meg, majd ezt
koveten kifejeddése gyengul, de az S/G2M fazisban dlesejtekben is
kifejezodik. Szerepet jatszik a DNS replikacioban, kijasti@n és a sejtciklus
szabalyozasaban.

A sejtciklust szabalyozo6 ciklinek kozil a D tipukUseintén a ciklus G1
fazisdhoz kotott funkcidval rendelkeznek, blokkalas sejtek osztodasat ebben a
fazisban allitja le. A D tipusu ciklineknek a toldiklintél eltéoen 3 izoformaja
ismert (D1, D2 és D3), a kulonb®D ciklin izoformak kifejeddése kilénbdzik
az egyes sejttipusokban. Sajat vizsgalatainkbodjukudhogy a keratinocitak
mindharom izoformét kifejezik, egy@ke nem publikalt eredményeink szerint a D1
tipusu forma megjelenése a GO-G1 tranziton athalatétinocitakra jellemg
mig a folyamatosan o0szt6dd, tehat a GO quiesceist fidhagyd, keratinocitdkban

a masik ket izoforma megjelenése dominal.

A korai ex vivo keratinocita kultirakban a rapamycin kezelés laatésiklin
D1 megjelenését nem befolydsolta a sejtekben (@%&),augyanakkor a PCNA
kifejezodés jelenis csOkkenését észleltik (24. abra). Ezek alapjan
megallapitottuk, hogy a rapamycin a nornédisejt tipusu keratinocitakban a
PCNA kifejezsdés géatlasaval blokkolja a sejtek ciklusat a Gistéan.
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FITC - fluorescence intensity

23. abra

Az abran 72 6raig rapamycin és etanol jelenlétébagésztett epidermalis sejtek ciklin
D1 monoklonalis ellenanyaggal festett &ramlasasm@trids analizise lathat6. A vastag
vonal az izotipus kontroll fluoreszcencias gorbéjeékony és pontozott vonal a ciklin D1
specifikus ellenanyaggal jelolt sejtek fluoreszééjat mutatja. A rapamycin és az etanol

kezelt sejtek kozott a ciklin D1 fluoreszcencidabd@ncs kilonbség. (Egy reprezentativ
kisérlet eredménye.)
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PE - fluorescence intensity

24. abra

Az abran 72 oraig rapamycin €s etanol jelenlétébapésztett epidermalis sejtek PCNA
monoklondlis ellenanyaggal festett aramlasos citoggeanalizise lathato. A vastag vonal
az izotipus kontroll fluoreszcencias gorbéje, aomdkés pontozott vonal a ciklin D1
specifikus ellenanyaggal jelolt sejtek fluoreszdéjdt mutatja. A rapamycin kezelt
sejtekben a PCNA kifejédés (pontozott vonal) jelefgen cstkkent az etanol kezelt

sejtek PCNA kifejeédéséhez (vékony vonal) képest. (Egy reprezentaisérliet
eredménye.)
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6. Megbeszélés

A ham osztodo sejtjei

Vizsgalataink a pikkelysomor betegség pathomechaumsaban szerepet
jatsz6 folyamatok megértésére iranyultak. A lézhiigtinet hisztopatologiai
elvaltozasat szem @t tartva, el§sorban a betegségre oly jellegzetes ham
hiperproliferacié kialakulasanak mechanizmusaitbgituk megérteni. Kezdeti
kutatasaink a pikkelysomordos héamproliferacio kéresltanak pontosabb
megértésére iranyultak. Uj technikakat kidolgozva apidermisz sejtjeit
multiparaméteres aramlasos citometrias analizissedgalva megallapitottuk,
hogy az elszarusodd f&@damban minden osztddni képes sejtre jeliéraz31
integrin kifejeddés, ugyanakkor a ham proliferativ sejtpopulacipilantegrin és
a keratinl/10 (K1/K10) kifejgsidés alapjan két jol meghatarozhaté csoportra
oszthatdk. Azin vivo epidermiszben legbazalisabban elhelyeékdd integrint
kifejezé sejtek1 integrin pozitivak, de nem fejezik ki a keratifiQ-et. Ezek a
sejtek normal korilmények kozott alig osztodnak NRCnegativak. A bazalis
membranrél elemelkéd K1/K10-et mar kifeje& sejtek, melyek 1 integrin
kifejezodést még nem veszitették elpsen proliferalodo sejtek. Ezek az altalunk
aramlasos citometrias modszerrel karakterizaltpspjtlaciok az alkotd sejtek
mérete és citoplazmajuk 6sszetettsége alapjan teligkea masok altal korabban
ezen morfologiai tulajdonsagokkal jellemzett, kiddém proliferativ hamsejteknek
(Lavker and Sun, 1982).

A pikkelysomoros hamsejtek hiperproliferacioja

A normal és a pikkelysémoros tlnetes epidermiszdbisssonlitasakor
kidertlt, hogy a pikkelyséméros epidermisz hipelifgcativ sejtcsoportja a
normal kbrben alig osztédd (GO sejtnyugalmi fazisbané)ekeratinocitagsseijt
tipusu sejtff1 integrin K1/K10) (Bata-Csorg és mtsai., 1993).

Normél kbrbél szarmazd koraiin vitro sejtkultrdkban 1 % FBS
jelenlétében tenyésztve a sejteket azt tapasztahoky ez a sejtpopulacio

alapozza meg am vitro hamsejt kolonidkat. A tenyésztés elinditasat kivet
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napokban (3-4 nap) a tenyészetben megjebmatdédd sejtek mind K1/K10 negativ
sejtek, ezek a sejtek ésen kifejezik a3l integrint, PCNA pozitivakka valnak,
valamint D1 ciklint fejeznek ki (athaladnak a sijlies GO-G1-S fazisan) (Bata-
Csorgh és mtsai., 1995; Bata-Csérgs mtsai., 1996; Javier és mtsai., 1997). Mind
a PCNA, mind a D1 ciklin kifejegxlésede novo szintézist igényel, 81 integrin
erds kifejedddest feltehéien a glikolizacio foka hatarozza meg (Kim és mjsai.
1992).

A PCNA jellemsen a G1 fazisban jelenik meg a sejtekben, a gén
expresszidjat az E2F transcripcios faktor szabalyogee és mtsai., 1995). A
PCNA blokkolasa megakadalyozza a sejtek S fazigtésat (Jaskulski és mtsai.,
1988; Liu és mtsai., 1989). A ciklinek specifikuszanjeikkel (ciklin dependens
kindzok (cdk)) univerzalis sejtciklus regulatoralig a cdk-ok szintje altalaban
nem valtozik a sejtciklus soran, a ciklinek expré§a a sejtciklus peribdusainak
megfeleben transzkripcios €és poszttranszkripcios mecharsoiu altal
szabalyozva periodikusan valtozik (Coqueret, 20820 tipusu ciklinek a sejtek
GO0/G1-S tranzitjat szabalyozzak (Dowdy és mtsa®93l Pines, 1995; Sherr,
1993).

Konfluens kultirdban a tenyészet osztdédd sejtjeésgt mar K1/K10
sejtek, jelezve, hogy an vitro kdrnyezetben a sejtek differencialodni kezdtek. A
kezdeti D1 kifeje#dést a tenyésztett hamsejtekben a gyors egymasutdotiéié
osztodas (G1-S-G2/M) soran a D2 ciklin kifdjdés dominanciaja valtja fel, ami
arra utal, hogy a D1 izotipusu ciklinnek keratindkban a sejtciklus GO-G1

fazisdban specifikus szerepe van (Bata-Gsésymtsai., 1996).

Kezlinkben volt tehat egy olyan sejtkultira modaklyben a sejtnyugalmi
fazisban (GO) le¥ 6ssejt tipust1 integrin pozitiv, K1/K1Q PCNA) hamsejtek
sejtciklusba vald indukcidjat lehet vizsgalni. Miva pikkelysomoéros [€zids
epidermiszben éppen ezeknek a normalisan nyugvofd@eu) allapotban Iév
keratinocita ¢éssejteknek a fokozott proliferacidja észletheez a sejtkultira
modell alkalmasnak bizonyult olyan sejtkdrnyezedtdsok vizsgélatara, melyek
feltételezheten szerepet jatszanak a pikkelysomordos |ézidbanlakkikd
keratinocita hiperproliferacio kialakitasaban émtartasaban.
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A T sejtek szerepe a pikkelysomorés hamhiperprolifiécio kialakitasaban

A modell segitségével megallapitottuk, hogy a pyk@moros Brt
infiltrald T sejtek aktivalt allapotban olyan linkkm kornyezetet képesek teremteni
a bazalis hamsejtek szamara, mely a pikkelysomérietmentes keratinocitakat a
normal hamsejtekt eltéven, fokozott sejtciklus indukciora kényszeriti.
Specifikdltuk a hatdseért feted limfokin kornyezet 0OsszetételéylFN+GM-
CSF+IL-3, valamint megallapitottuk, hogy barylN kritikus komponense e
sejtndvekedés indukcidjanak, dnmagaban a hatast kégras kifejteni, mind a
GM-CSF, mind az IL-3 jelenléte szukséges. Vizsgatt azt is igazoltak, hogy a
pikkelysomoros epidermiszbénvivo a CD3 T sejtekylFN-t termeb, Thl tipusu
sejtek (Szabo és mtsai., 1998). Pikkelysémoros ge&teperiférias véreben
szignifikansan csokkentnek talaltuk a CDBD56 NK T sejtek aranyat, ez, a
kezelés soran a betegek tliinetmentessé valdsavaia@emlizaldédott (Koreck és
mtsai., 2002). Hasonlo jelenség mas Thl dominainei@joimmun betegségben is
megfigyelhed, arra utalva, hogy a pikkelysomorben kialakulo |@das
hatterében koros immunregulacios mechanizmusolatabitk (Falcone és mtsai.,
1999; Mieza és mtsai., 1996; Sugiyama és mtsad5)20

Vizsgalataink egyrészt medaitették a T sejtek szerepének fontossagat a
betegség kialakulasanak mechanizmusaban, masedkittdk a figyelmet arra,
hogy a pathomechanizmusban a keratinocita norrabb#el valasza is szerepet
jatszik. A T sejt limfokinek hatasara kialakul6, nmrmalistol eltés, fokozott
sejtciklus indukciés valasza a tinetmentes pikKeh@ds I6r éssejt tipusu
hamsejtjeinek azx vivo korai tenyészetekben, jelezheti e sejtek genedikus
determinalt inherens kulonb&segét a normal sejtéitt de jelezheti azt is, hogy a
pikkelysomoros tinetmentessiben ezek a sejtek olyan, a normdlistol éltér

sejtkbrnyezetben vannak tartésan, mely reakciokégiket befolyasolja.
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Az extracellularis matrix szerepe a pikkelysomdoréshamhiperproliferaciéd
kialakitasaban

A sejtek novekedését a szolubilis faktorokon kiaél extracellularis tér
anyagai is €rsen befolyasoljdk. Az extracellularis matrix anyiagh érintked
sejtfelszini molekuldk kozll az integrinek a hanvetben is jelerits szerepet
jatszanak a szoveti homeosztazis biztositasabarsejfmatrix és a sejt-sejt
interakciokon keresztll szabalyozzak a sejt tapad&zéttertlését, vandorlasat,
novekedését és differenciaciéjat (Watt és Hert894). Fizioldgias kortlmények
kozott az epidermisz bazdlis sejtiei nem érintkkzfibronektinnel, azonban
sebzést kovéen a sejtkornyezet fibronektinben gazdagga valiksegteken
megjelenik az egyébkeént alig kifefadd fibronektin receptor, aa5B1 integrin és

a keratinocitak fokozott proliferacioval biztoskja sebgyogyulast.

Vizsgélataink soran megéallapitottuk, hogy a norrbéitél eltérben a
pikkelysémoros tlinetmentessiben az epidermisz bazalis sejtjei korul plazma
fibronektin mutathaté ki. Aramlasos citometriassgalattal azt is igazoltuk, hogy
az o5 integrin a pikkelysomoros tlinetmente$r bsejtjein joval efsebben
kifejezédik, mint normal sejtekerin vitro vizsgalataink szerint a sejtkdrnyezetben
jelenlews fibronektin potencidlja a T sejt limfokinek pikksbmords tinetmentes
keratinocitasssejtekre kifejtett sejtciklus indukcios hatasaatiBCsorg és mtsai.,
1998). Ismert, hogy az extracellularis matrix komguasei képesek szolubilis
faktorok hatasait felésiteni. Heparan szulfat INFat, IL-3-at és GM-CSF-t is
képes megkotni, a kotés kovetkeztében olyan kordords valtozasok
alakulhatnak ki a szolubilis molekulakon, melyelda&l hatékonyabb receptor
kotést eredményeznek (Lortat-Jacob és mtsai., 1B8dtat-Jacob és Grimaud,
1991, Lortat-Jacob és Grimaud, 1992; Roberts €éaimi®988). A tiinetmentesb
bazalis hamsejtjeinek kornyezetében a nornétéb eltérben nemcsak plazma
fioronektin, hanem feltenéen a hamsejtek altal termelt EDAcellularis
fibronektin is kimutathaté (Széll és mtsai., 200dng és mtsai., 2000). A
pikkelysomoros tlinetmentes keratinocitak abban i8orboznek a normal
keratinocitaktdl, hogy aktivacios ingerre gyorsabliiejezik a fibronektin EDA
izotipusat (Széll és mtsai., 2004).
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A ham bazélis membranja pikkelysémorben

Mivel gy tinik, hogy a normal &rben a dermisz epidermisz kozott
elhelyezked intakt bazalis membran megakadalyozza a plazmeoridktin
bejutasat a bazalis hamsejtek kdrnyezetébe, fierbtet, hogy a pikkelysémoros
tinetmentes drben a bazalis mebrdn nem intakt, ezért juthatnpdafibronektin a

bazalis hamsejtek kdrnyezetébe.

Valéban vannak adatok arra vonatkozbéan, hogy a triierges
pikkelysomoros br bazalis membranjanak szerkezete eltér a norndébidh.
Normal rben a laminin 1 alfa lanca folyamatosan jelenilgraeébazalis membran
teriletén, mig a pikkelysémoros tlinetmente&bbn a dermisz papillainak
csucsanal szakadasok észlelket a szakadasok alatti terlleten igenéser
fibronektin kifejetdés is megfigyelhét (Mondello és mtsai., 1996; Vaccaro és
mtsai., 2002). Mas szediz mind a laminina2, a5, B1 ésyl lancok, mind a
kollagén IV al és a2 lancok szakadozottsagat, behajlasat és redupdjkéc
figyelték meg mind tlnetmentes, mind tlnetes pik@Noros Brben.
Ugyanakkor azt is leirtak, hogy a pikkelysomorosietinentes & bazalis
keratinocitaiban fokozott a matrix metalloproteindAZMMP-2) enzim és az ezt
gatlé TIMP-2 (tissue inhibitor of MMP-2) kifejédése (Fleischmajer és mtsai.,
2000).

Ismert az is, hogy nem csak a tiunetes pikkelysos@boben, hanem a
tinetmentesben is csokkent a kapillarisok reziskdgm (Barton és mtsai., 1992;
Hern és mtsai., 2005; Kemény és mtsai., 1988), arszuperficialis kapillarisok

ateresziképessegét noveli.

Synovialis sejtekben és chondrocitakban kimutatthkgy az EDA
fibronektin jelenléte a sejtkdrnyezetben a sejtekbiela és IL-13 kifejezodést
indukal. Az IL-1 indukcién keresztil pedig MMP-1jdeddik ki a sejtekben (Saito
€s mtsai., 1999).
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A pikkelysémoros tinetmentes epidermisz  bazalis defijenek
kornyezetében korosan jelen defibronektin felebs lehet a sejtek fokozoti5
integrin  kifejeddéséért. Ismert, hogy a fibronektin képes receptira
kifejezodését és funkciojat befolyasolni (Delcommenne ésuBf 1995; Huang és
mtsai., 1994; Pietenpol és mtsai., 1990).05&zintegrin egység a MAPK (mitogén
aktivalta foszfo-kinaz) jelatviteli rendszeren kel képes autoregulalni
kifejezodését az extracellularis fibronektin koncentradifiiggéen. Cornea epithel
sejtekben leirtdk, hogy az ECM fibronektin kompmseraz a5 integrin gén
promoterét az Spl transzkripciés faktoron keresztokzitivan befolyasolja

(Larouche és mtsai., 2000).

A fent vazolt eltérések alapjan a pikkelysémor pathchanizmusaban
szerepet jatsz6 faktorokat a 25. abra mutatja. kkghysomoros tlinetmentes ham
keratinocitadssejt tipusi sejtjeipl integrin® K1/10 stem sejtek) folyamatosan
fibronektin gazdag kornyezetben vannak. A fibroimrekazdag kérnyezet alkotdja
réeszben a nem tokéletes szerkézdiazalis membran fél érked szérum
fibronektin, részben a keratinocitak altal termeDA" cellularis fibronektin. A
fibronektin hatas kovetkeztében a sejtek folyanatos integrint fejeznek ki. Az
o5 integrinen keresztil a sejtek D1 ciklin kifejdését efsitc jel érkezhet a
hamsejtekben. Az egyébként nyugvéd (GO) fazisu keveita 6ssejtek sejtciklus
indukciojat a GO-G1-S atmenetnél a D1 ciklin kifggéese jellemzi.

A sejtkornyezeti fibronektin hatas febsiti a brben aktivalodoé Thl sejtek
altal termelt limfokinek keratinocitabssejt proliferaciot okoz6é hatasat. Al
integrin® K1/K10 keratinocitak osztodasa feltebeh aszimmetrikus. A sejtek egy
része Ujraképzi 6nmagdh]( integrin’ K1/K10 keratinocitasssejt, stem sejt), mas
része differenciadlodni kezd, mikdzben Ujabb, folgéms osztdédason megy

keresztiil B1 integrin K1/K10" atmeneti 0szt6do keratinocita, TAC sejt).
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25. abra
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Az é&bra a pikkelysémorben kialakul6 hadm hiperpeshtio
eredményeink alapjan feltételezett mechanizmusaémiedteti. A vastag vonal a
ham bazalis membranja, melyen szakadasok és#klheA szakadéas
kdvetkeztében a bazéalis membranoh keratinocitasssejtek kdrnyezetébe szérum
fibronektin kerll, mely a sejtek fokozott5 integrin kifejeddésében szerepet
jatszhat. A pikkelysomoros hamsejtek aktivaciéseke EDA  fibronektint
fejeznek ki, mely a fokozott5 integrin kifejeddéséhez szintén hozzajarulhat. A
fibronektinben gazdag sejtkbrnyezet fékdti a brben aktivaldodd T sejtek altal
termelt limfokinek hamsejt proliferaciot fokoz6 HKaat, mely a keratinocita
ossejtek B1 integrin K1/K10) sejtciklusba vald indukciéjaban nyilvanul meg

(GO-G1 &tmenet aktivalasa).
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Citokinhatasok és jelatvitel a pikkelysomorés hamgeekben

A citokin molekulak koézll ismert, hogy jonéhany eggnt kifejthet
sejtndvekedést fokozd vagy sejtndvekedést gatldshath Ba/F3-6 csontvél
eredel IL-3 dependens pro-B sejtvonalban az IL-3 proéfeét fokozo, ayINF
proliferaciot csokkerdt hatasiu. Ha glFN STAT-1 jelatviteli utjat szelektiven
blokkoljak, a sejtek ndvekedéséyl&N ugyanugy € tudja idézni, mint az IL-3.
Erdekes modon mind az IL-3, mindydEN képes c-Myc kifejegdést indukéalni, a
VIFN esetében anélkil, hogy a STAT-1 jelatvitelaktivalédna.

A c-Myc protoonkogén pozitivan befolyasolja a s@ytekedést,
blokkolasaval aylFN altal okozott sejtnbvekedés mefsik, IL-3 azonban
felteheten a cFOS aktivacidval c-Myc gatlas mellett is lpesejtek ndvekedését
pozitivan befolyasolni (Asao and Fu, 2000). Fizgi&an a hdmsejtek terminalis
differenciacioja soran a c-Myc mRNS kifefeies csokken a sejtekben (Yaar és
mtsai., 1993; Younus and Gilchrest, 1992). A B&R hamsejtek proliferaciojat a
cMyc gatlasan keresztil csokkenti (Alexandrow ésamt 1995; Pietenpol és
mtsai., 1990), a c-Myc antisense a sejtek prolifiéjat megakadalyozza (Hashiro
és mtsai.,, 1991). Ezek alapjan udinik, hogy a c-Myc a sejtnbvekedést a
hamsejtekben mas sejtekhez hasonléan pozitivatyhetdja.

Watt és Gandarillas 1997-es vizsgalataibol kiderfiogy a c-Myc
szelektiven a keratinocit@ssejt tipusu sejtek tkodését szabalyozza (Gandarillas
és Watt, 1997). Ezekben a sejtekben a c-Myc kanistitaktivacidéja a sejtek
proliferaciot befolyasolna. Vizsgalataik eredméngksipjan nem zarhato ki, hogy
mas sejtekhez hasonldéan a keratinocitdban is sgé&se c-Myc aktivacio ahhoz,
hogy a sejtek sejtciklusban maradjanak, ugyanakoeMyc aktivacio a sejtekben
elinditja a terminalis differencialédas programjéilgy néz ki, hogy a c-Myc
szerepet jatszik a keratinocitéssejtek atmeneti o0sztédo sejtekké valo
alakulasaban. A tranzit osztddd sejtekben megindulhamsejt termindlis

differenciacioja, ugyanakkor a sejtek kifejezetpealiferalédnak.
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Az utébbi években sziletett eredmények szerint gydomorben a
tinetmentes & hamsejtjeiben gIFN STAT-1 jelatviteli at sérilt. Mind a STAT-
la, mind az IRF-1 (interferon regulélt faktor 1) ckékt aktivaciot mutat a
pikkelysdmoros tinetmentes hamsejtekbrevivo ésin vitro egyarant (Jackson és
mtsai., 1999).

Nemrég leirtdk, hogy a hamsejtekben konstitutivétivaSTAT-3-at
kifejezé transzgenikus egereléigben pikkelysomorre emlékezieglvaltozasok
alakulhatnak ki a &r sebzése kovetkeztében, ugyanakkor arrdl is bedt@m
hogy nemcsak a pikkelysomoéros 1€zi6 hamsejtjeilttemem a tinetmentesrb
hamsejtjeiben is, a normalis hamsejtékeltéren igen efs a STAT-3
kifejezédése (Sano és mtsai., 2005). STAT-3 aktivaciot sgagitokin képes
okozni, koztik az IFMis. Elképzelhdt, hogy a folyamatos STAT-3 aktivacio a
pikkelysomoros tlinetmentes hamsejtekben azért lalakumert a STAT-1
jelatviteli ut funkciondlisan sérilt, vagy valangly allando hatas kévetkeztében
blokkolt. A STAT1 deficiens U3A sejtekbenyFN sejtndvekedést gatlé hatasa
nem érvényesul, ha azonban a sejteket STé&Wd transzfektéljak aylFN

novekedés gatlé hatasa visszaall a sejtekben @hmtsai., 1996).

A STAT-3-at az intracitoplazmikus Janus tirozin&n(JAK) foszforilalja,
a STAT-3 dimerizdlodik és a sejtmagba kerll, ahdkomyos gének
transzkripcigjat aktivalja. A ciklin D1 gén a STAX-egyik target génje. Az
elszarusodd laphamkarcinoma sejtvonal YC4-H891, ybesl a STAT-3
konstitutivan aktivalt, dominans negativ konstrékail val6 transzfekcioja a ciklin
D1 promoter aktivitdsat, valamint a ciklin D1 mRN&S fehérje kifejeidést
gatolia a sejtekben (Masuda és mtsai., 2002). Fegpk ereddi laphamrak
sejtekben a STAT-3 gyakran konstitutivan aktivaéédng és mtsai., 2003).

Erdekes, hogy myeloma multiplexben a sejtek STAakBvacidja és a
ciklin D1 kifejezsdése nem fligg 6ssze, ennek magyarazata lehet@zahepitel
sejtekkel ellentétben normal plazma sejtek a Dllintiknem fejezik ki

(Quintanilla-Martinez és mtsai., 2003). Ez is p@d@kulonbo# D tipusua ciklinek
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sejtspecifikus kifeje@désének, melynek oka egyed nem ismert. Nem biztos,
hogy egyszdr biol6giai redundanciardl van szo.

Sajat vizsgalataink szerint @asejt tipusu hamsejtek GO/G1 ciklusaban a
D1 ciklin mRNS és fehérje megjelenése dominal gekkgn, ezzel ellentétben a
sejtek ismételt gyors osztddasakor a D1 dominadicidj D2 mRNS és fehérje
fokozott kifejeddése kiséri (Bata-Csdfgés mtsai., 1996). Human T sejtek
sejtnyugalmi fazisbdl vald kilepését koteh a korai G1 fazisban a D2 ciklin
kifejezodése felafsodik, melyet némi késéssel kévet a D3 ciklin kilfése a
sejtekben, arra utalva, hogy e két D ciklin izosipnas csekkpontoknal jatszik
szerepet a sejt G1 fazisaban (Ajchenbaum és miS&3).

Ismert, hogy a sejtek integrin medialta adhéziépm extracellularis
matrixhoz kulonbo& jelatviteli utakat aktival. Az Shc, Cbl és fosifidz Cg
foszforilacio mellett a Ras/Erk és a foszfatidilzitol 3'-kindz/Akt utakat is
aktivalni képes. Az integrin-matrix kapcsolat az B (epidermalis ndvekedési
faktor receptor) részleges aktivaciojat képes karalintegrin dependens és EGFR
ligand independens modon. Az EGFR integrin dependeaktivacidja
kovetkeztében kialakuld Erk és Akt aktivacid |t teszi a D1 ciklin adhézié
dependens indukcidjat a sejtekben exogén novekéaésirok nélkil is (Bill és
mtsai., 2004). Sajat vizsgalataink szerint a hareklegn aza5 integrin funkcio
blokkolasa a sejtek adhéziojatdl figgetlenil isdeep sejtek ciklusat és D1 ciklin
kifejezodését blokkolni, akkor is, ha a sejtkdrnyezetbemgérn novekedési
faktorok jelen vannak. A D1 ciklin 5 integrinen kertil tortéd szabalyozasanak
jelentbségét a  pikkelysomorés  keratinocita6ssejt  tipusu  sejtek
hiperproliferacidjdban tamogatja az a megfigyel&ésimely szerint a
pikkelysomorés hamléziéban a bazalis hamsejtekl jdagyobb szama fejezi ki a
D1 ciklint, mint a normal hamszévetben (26. abra)
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Normal szovet

26. abra Mig a normal hamszévetben a bazalis héaksk§zott egy dermalis
papilla terlletén minddssze 1 db jol teft D1 ciklin pozitiv sejt latszik, addig a
pikkelysémords 1€zié dermalis papillajat 6 db jés6d6 ciklin D1 pozitiv hamsejt veszi
korual.
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Eddig két novekedési faktorrol mutattak ki, hogypég a sejtek &ltal
termelt fibronektin alternativ hasitdsat befolyasolaz egyik a hepatocita
novekedeési scatter faktor (HGF/SF), a masik a nfansalé ndvekedési faktor
B(TGH3) (Inoue és mtsai., 2001; Li és mtsai.,, 2000). Mand' GH1, mind a
TGH32 noveli az EDA varians aranyat a sejtekben. A T&GR legtobb sejt
novekedését gatolja, HaCaT keratinocitakban kindkathogy a TGP a p15 és a
p21 sejtciklus gatld fehérjek szintézisét indukaldindkét fehérje a ciklin
dependens kinazok itkbdését gatolja, a p21 a ciklin E+cdk2, valamintildin
D1+cdk4 komplexszel kapcsolddik, a pl5 a cdk4-eh éslk6-ot szekvesztralja
(Datto és mtsai., 1995; Reynisdottir €s mtsai. 5)99

HaCaT keratinocitdkban a TGBE direkt indukalja a c-Myc transzkripcios
faktor antagonista Madl kifejédését, azt is kimutattdk, hogy pikkelysémoros
tinetes Brben a Madl mRNS szinten emelkedett (Werner ési.mnt2a01).
Sebzést kovéen a normal érben emelkedik a TR szint és a szuprabazélisan
elhelyezked keratinocitakban felésddik a Madl kifejegdése. In situ
hibridizaciéval mind a TGB, mind a c-Myc kifejeédés azonos a pikkelysomoros
léziés és nem lézios epidermiszben (Schmid és mts893), a c-Myc |ézids
epidermiszben val6 kifejédése a normal epidermiszben észlélhéfiejezodestl
sem tér el (Elder és mtsai., 1990).

A pikkelysomoros hamsejtek differencialédasa

A pikkelysdmoros tinetesoktben a normal @rtél eltérsen a keratin 1/10
kifejezédés nem jelenik meg a szuprabazalis sejtekberzaibaejtsor felett még
legaldbb két sorban K1/K10 negativ sejtek helyemkkdel. Ha a c-Myc
kifejezodés valdban esszencialis adssejt tipust keratinocita terminalis
differenciaciojanak beinditasdhoz, elképzdihétogy normalis funkcido mellett a
pikkelysomortés keratinocita hiperproliferacio medgnesét fokozott c-Myc
indukcio kellene kovesse a szuprabazélis sejteldi#moz, hogy a terminalis
differenciacio beinduljon. A terminalis differencia@ beinduldsa egyben gétat
keratin 10 direkt sejtproliferaciot gatlé hatésddl. A keratin 10 ektdpids

expresszidja a HaCaT sejtekben a sejtek proliféj@cgatolja (Paramio és mtsai.,
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1999). A keratin 10 kiUtése egérben (keratin 18gér) a Br bazalis sejtjeiben
hiperproliferaciot, c-Myc, ciklin D1 indukciét eratenyez, ugyanakkor a
hamsejtekben megjelenik a hiperproliferativ sefigklemt keratin6/16 (Reichelt
and Magin, 2002). Mind az EDAibronektin jelenléte, mind a Mad1 kifejezettebb
expresszidja a pikkelysomorés epidermiszben ared, Uiogy fokozott TGB

hatasnak vannak kitéve a pikkelysomorés hamsejtek.

A szerteagazO vizsgalati eredmények alapjan tdgikt hogy a TGB a
sebgyogyulas soran komplex modon befolyasolja askfigket. A Madl indukcio
és az EDA fibronektin termelés pozitiv befolyasolasaval gtede regenerativ
folyamatait segiti €, ugyanakkor amint azt HaCaT keratinocitakon
demonstréltak, a sejtek sejtciklusat direkt képé&wlgi. A Br normalisan zajlé
sérlléseit koveét regenerativ aktivaciés mechanizmusokat a megfdielyen és
idoben jelentkeé komplex gatlé mechanizmusok a sebgydgyulas famkai
megfeleben leallitjak. A pikkelysomorben jelentkiekdros aktivacios folyamatok,
melyek sok tekintetben hasonlitanak a normal seipgyds sordn észleltiet

aktivacids folyamatokhoz, negativ szabalyozasealielien tébb ponton sértilt.

A TGF3 termelése sebgydgyulas soraitef) a fibroblasztokhoz kotott.
Pikkelysémorben arra is van evidencia, hogy a blasztok viselkedése is eltér a
normalistol. Pikkelysomoérosobbsl szarmazoin vitro tenyésztett fibroblasztok
szolubilis faktorok révén normal Kkeratinocitakatkdaottabb proliferaciora
késztetnek szinténin vitro tenyészetben, mint a normalérbél szarmazé
tenyésztett fibroblasztok (Krueger and Jorgens@®0)L A pikkelysémoros dy
fibroblasztjaiban a normaldb fibroblasztjaihoz képest eltérést talaltak a MAPK
jelatviteli at aktivaciojaban kulonbézingerekre (Dimon-Gadal és mtsai., 1998).
Fibroblaszt-keratinocita egyuttes tenyésztésekolN&x a keratinocitak fokozott

V4

sejteken, egészségaswl szarmazo sejteken nem (Fransson és mtsai., 1996).
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Nemrég egy amerikai-angol munkacsoport in vitrér lekvivalenseket
hasonlitott 6ssze normabinél szarmazé és pikkelysémoros tiinetmentédd
szarmaz0O sejtek esetében (Barker és mitsai., 280&fr ekvivalens tenyészet
lényege Aaltaldban az, hogy extracellularis mateaksbevont membranon
fibroblasztokat tenyésztenek, majd az egyrietedgnyésztett fibroblasztokra
rateszik az addig kulon tenyésztett keratinocitdkamembrant a sejtekkel agy
helyezik el a tenyésiatdényben, hogy a keratinocitdk felszinét léveggje,
természetesen a sejtek a membraél téipfolyadékban vannak. Az ilyen levieg
folyadék tenyészet tdbbréteghamot eredményez. Mind a normal, mind a
pikkelysomoros 6rbol szarmazé sejtek a masodik, harmadik passzalastden
kerilltek a Br ekvivalens tenyészetekbe, tehat a sejtek eléy witak eredetijn
vivo kornyezetukil. A pikkelysomoéros sejtekdh kialakult bsrben a hamsejtek
bor ekvivalensben a hamsejtekben nem lehetett aFlifFés IFN-at kimutatni,
addig a pikkelysomorésob ekvivalens hamsejtjei mindkét citokint igenssen
kifejezték. A hamsejtek IL-6 kifejézdésében nem mutatkozott kilénbség. Mind
az IL-8, mind a Grax, valamint az IL-8 receptor CXCR2 kifejgése
szignifikhnsan emelkedett a pikkelysomoroér kekvivalensben a normalhoz

képest.

Ezek az eltérések mind olyan elemei a betegségneklyek
pathomechanizmusban jatszott szerepe korabbi Vategaalapjan is ésen
felmerllt. A TNFx hatds blokkoldsa adltinetek, de még inkdbb az izuleti
panaszok kezelésében hatékony. Erdekes, hogFNit maguk a hamsejtek is
termelik a betegség in vitro modelljében. Bar vaids hogy a tlnetek
kialakitAsaban szerepet jatszd T sejtefdRN f6 termebi a beteg brben, nem
zarhato ki, hogy a betegség kialakulasara val6 Zottohajlam kialakitasaban a
hdmsejtek altal termeltylFN is szerepet jatszik. A CXCR2/IL-8/Giwo-
pathomechanizmusban jatszott szerepe szintén ragosgalat targyat képezi
pikkelysomorben, tekintettel arra, hogy az in viimetes Brben igen &is ezek
kifejezédése (Kemeny és mtsai., 1994). A legujabb vizsgklarzerint az IL-i&

fokozott IL-8 kifejedidést idéz & keratinocitakban és ezen keresztul a sejtek

73



novekedése fokozddik. Az ILel altal ebidézett sejtnbvekedést fokozo hatast a
CXCR2 blokkolasaval meg lehet akadalyozni, amijelzi, hogy a hatas az IL-8-
on keresztil érvényesil (Steude és mtsai., 2002).

Sajat aramlasos citometrias eredményeink szerimdrasejtekben az IL-
1/IL-1RA  kifejezddés elésorban a ham atmeneti o0sztoddé (TAC)
sejtpopulaciéjahoz  kotott. Ebben a  sejtpopulacidbaa  hamsejtek
differencialédasuk szempontjabodl lényeges valtozdaennek keresztil, a sejtek
mar a termindlis differenciaciéo élslépésének, a keratin 1/10 kifefelzsnek
lépését megtették, gyors egymasutanban prolifendldd majd az aktiv
sejtciklusbdl kilépve senescens nyugalmi Aallapottsaiilnek. A proliferativ
kapacitas elvesztésével egyuttjfl integrin kifejeddésik elvesztése. A
hamsejtek IL-1 termelésének regulacidja és a sdjiiffierencialdédasa kozotti
kapcsolatrél nem sokat tudunk, de elképzélhébgy e két folyamat szorosan

kapcsolodik a hamsejtekben.

A héamsejtek természetes immunitasban jatszott petreszolgalo
kulonbo® funkciokrol ismert, hogy a sejtek differencialédisz kapcsoltak, sajat
eredményeink szerint mind a Toll 2, 4 receptorokypdra keratinocita mannoz
receptora a differencialoédott hamsejteken fé&jiz csak ki (Pivarcsi és mtsai.,
2004; Szolnoky és mtsai., 2001). Az IB-lkifejezodésben altalunk észlelt
kilénbség a normal és pikkelysémoros 1€zios hamlsdjpzott jelezheti a sejtek
koros differencialodaséat, melynek oka a sejtkdreyiezgulacios mecahnizmusok
vagy a sejtek inherens, genetikusan determinaljils lehet. A sejtkdrnyezeti
regulacios mechanizmusok koéros voltara utal az leuék leirt tény, hogy a
pikkelysomorés hamban a bazalisan elhelyeéksdjtek kornyezete szérum
eredel fibronektint tartalmaz. HaCaT sejteken lattuk, Yway szérum hatasa a
hamsejteka5 integrin kifejesdését fokozza, egyuttal a keratin 1 kiféjgeast
gatolja. Azt is lattuk, hogy azm5 integrin fokozott kifejeddése a sejtek
ellentétben a sejtproliferaciot negativan befoljjasdlképzelhei tehat, hogy a
pikkelysomorés ham bazalis sejtjeinek szérum kdreie fokozza a sejtek

proliferaciora vald hajlamat, ugyanakkor a sejtéfecencialédasat késleltei.
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A 27. abraval szemléltetem a vizsgalatok alapjé@tidezhet keratinocita
sejtciklus néhany leegysisitett jellemajét.

27. abra
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Az éssejt tipusu sejtelBl integrin K1/K10) GO-G1-S athaladasakor a D1
tipusu ciklint fejezik ki, majd megjelenik a sejben a PCNA. Azok a sejtek,
melyekben a c-Myc indukcié bekdvetkezik differemattni kezdenek, megjelenik
benniuk a keratin1/103( integrin K1/K10"). A c-Myc kifejesdés hianyaban a
sejtek differenciacidja nem kovetkezik be, nemfijeki a keratinl/10-et. A nem
differencialodo sejtek a G2/M fazist kdgeh ismét GO sejtnyugalmi fazisba
kerllnek. A c-Myc indukcié a sejtekben egyrészifeerencialédas iranyaban hat,
masrészt a sejteket fokozott proliferaciora kégzeztek a1 integrin K1/K10"
sejtek a G2/M fazist kovéen ismét osztodni kezdenek, ekkor a G1 fazisban
jellemzéen D2 és D3 ciklint fejeznek ki. Amikor a differedlddo gyors
egymasutanban osztodo TAC keratinocitak elvesgfitikntegrin pozitivitasukat,
kikerlilnek a sejtciklusbdl és a GO terminalis nyogafazisba kertlve tovabbi
sejtosztodasra képtelenné valnak. A keratinocitakolifpraciojuk  és
differencialédasuk soran alap¥eh kétiranyban mozognak, lefele a bazalis
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membran fele vagy felfele a bazalis membrantol ldua. Feltételezhét hogy a
bazéalis membran fél érked jelek meghatarozéak a sejtek viselkedésére.
Pikkelysomorben a keratinocitéssejtek B1 integrin’ K1/K10) fokozottan
osztodnak, joval tobb a D1 ciklint kifej@zsejt a bazélis hamsejtek kozott. A
pikkelysomorés hamsejtek fokozott osztédasabarsanaghatarozo lehet, hogy
inherens médon vagy a kidlskdrnyezet altal szabalyozva a c-myc hatas
elégtelensége miatt a keratinodissejtek differencialédasa késleltetett, ami ¥égs
soron egy atmeneti proliferativ fazist koden a sejtek proliferaciojat leéllitana.

Az alkohol hatasa pikkelysémoérben

A fokozott alkoholfogyasztas pikkelysémort provak&zerepe a klinikai
gyakorlatban altalanosan elterjedt hit, mellyeldsatban alig van vizsgalati adat
(Gupta és mtsai., 1993; Higgins és du Vivier, 1994nk és Neill, 1986; Vincenti
and Blunden, 1987). HaCaT keratinocitdkon tett mgggiéseink, miszerint az
aceton és az etanol a keratinocitak proliferacidy@gfeleb koncentraciékban
fokozni képes, alatdmasztja annak lékégét, hogy az & alkoholfogyasztas
kovetkeztében a vérben megemelkeateton szint a pikkelysomorben fokozottan
atereszi érfalon és bazalis memranon atjutva a keratinkaitgoroliferaciéra
serkenti és ezzel valéban hozzajarul a betegsé@katasahoz.

A rapamycin (sirolimus) Uj terapias lehetség pikkelysémorben

A rapamycint az 1960-as években izolaltAk a Straptes
hygroscopicusbdl melyet a Hasvéti Szigetekszarmazd foldmintabol nyertek.
Eredetileg  antimikotikus  hatasat vizsgaltak, majd idekilt,  hogy
immunszuppressziv hatdssal rendelkezik, a T sejtekferaciojat gatolja. Az
immunofilinnel komplexet képezve a sejtek citoplamban a TOR (target of
rapamycin) proteinhez kédik, ezek a TOR proteinek @en konzervalt kinazok,
melyek a sejt ciklusanak kontrolljat szabalyozz&kilsé névekedési faktor

receptorokon érkézjelekre (Crespo és Hall, 2002).
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Transzlacio gatld, transzlaciot inicialé fehérjéksta riboszomalis S6 kinaz
miikddését szabalyozzak. Sajat eredmeényeink szeifit aklin kifejezdést nem
befolyasoljak keratinocitakon, de a PCMA novo szintézisét blokkoljak, melynek
kovetkeztében a sejtek ciklusa a G1 fazisban I8afizer hazankban is regisztralt
szervtranszplantalt betegek immunszuppresszidjgmdikacios tertleten Kivili
hasznalatardl efsorban gyulladasossthetegségekben szamolnak be (Reitamo és
mtsai., 2001), bar Ujabban intenziven vizsgaljdlagamycin kilénbdk tumorok
kezelésében tapasztalhatdo hatasait, illetve tdka@htarra, hogy a rapamycin a
simaizomsejtek proliferaciojat is gatolja, vizsgéljaz artérias stent behelyezést
koveth érljraelzarédas medealésében vald alkalmazhatésagat (Easton és
Houghton, 2004).

Bar a pikkelysdmor betegség pontos pathomechanemam ismert, az
utobbi egy-két évtized kutatdsi eredményei madris telapids lehéségeket
teremtettek a betegség gyodgyitasdban. A betegsélgonpachanizmusaban
szerepet jatszé faktorok felderitése elengedhaetefidtétele a specifikusabb,
hatékony, kevesebb mellékhatast okozé terdpiak enesésének. Sajat
eredmeényeink is hozzajarultak annak bizonyitdsdhogy a pikkelysomorben az
aktivalt T sejteknek fontos szerepe van.
szer alkalmazéasat kezdtek el az utdbbi évekbenjsatsan az Egyesilt
Allamokban (Dubin és mtsai., 2003). Ezek a szepscifikus immunfolyamatok
gatlasara tervezettek, néhanyat kifejezetten aebfkbkmor kezelésére fejlesztettek
ki. Biztonsagos alkalmazhatésaguk szempontjabélggbb klinikai tapasztalat a
TNF gatlokkal (etanercept, infliximab) van, mivdieumatoid arthritisben és
autoimmun gyulladasos bélbetegségekben (Crohn $¥@ds alkalmazzakket,
ezekben az indikaciokban hazankban is torzskongexannak (Enbrel,
Remicade).

Kbzepes és sulyos pikkelysomor betegség kezeldédezskonyvezett az
Egyesult Allamokban az alefacept (Amevive), egy LBAfGzi6s protein (a
leukocita funkcié asszocialt antigén-3 és az IgGdekula Fc része fuzionalva).
Intramuszkularis vagy intravénas injekcié formajabalkalmazhatd, a dot

infiltrdlé T sejtek CD2 (LFA-3) receptordahoz kdive megakadalyozza a sejtek
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aktivacidjat. Az eddigi vizsgalatok alapjan a ké&zelbiztonsagos, bizonyos
esetekben egy 3 hodnapos kuraval a pikkelysomorgbéte tobb hénapos
remissziojat lehet elérni a betegeknél. Folyamatbannak azok a klinikai
vizsgalatok, melyekben a hosszabb dddégnntartd kezelés hatékonyagat és
biztonsadgossagat kovetik nagyobb beteganyagon.séjt€k CD11a receptordhoz
kotédve a humanizalt monoklonalis ellenanyag efalizur(lRbptiva) a T sejtek
borbe jutasat gatolja, ily modon hatékony a pikkeigsd bortiineteinek
kezelésében. A betegek egy részénél a terapiachétgt kovéen a betegség
sulyosabb recidivgjat észlelték (rebound effektus).

Az utdbbi években egyre tobb, régota alkalmazotipaariatikus hatasu
terapiarol dertlt ki, hogy a Thl-es tipusu immumasat visszaszoritja, ami
felteheten hozzajarul a betegségben tapasztalt j0 ter@fiéktushoz. llyenek a
kilénbod fénykezelések (UV-B, PUVA), a methotrexat, a reiilok, a D3
vitamin analdgok, a fumarsav észterek, ez utébdk dé&metorszagban regisztralt

a betegség kezelésére (Ghoreschi és mtsai., 2003).

78



7. Osszefoglalas

Munkam a pikkelysomoér betegségorelvaltozasanak egyik fontos
eltérésének, a hamsejtek fokozott proliferacidjakataltasaban szerepet jatszé
lehetséges mechanizmusok vizsgalatédra iranyult.aldor sajat eredmények
bizonyitottak, hogy a betegségben a hamsejt hiplfignacié a normal érben alig
0szt0do, keratinocitéssejt tipusu, germinativ sejtpopulaciéhoz koétottele a
sejtek B1 integrint kifejed, keratin 1/ keratin 10 negativ sejtek, fiziologias
koérilmények kozoétt a normal 6kben ezen sejtek nagy része sejtnyugalmi
allapotban van. Ezzel ellentétben a pikkelysomdéagdban ezek a sejtek igen
intenziv proliferativ aktivitdst mutatnak. Korablsiajat vizsgalataink azt is
igazoltak, hogy a pikkelysomorossmnol klonozott ésin vitro aktivalt T sejtek
feliliszoja a pikkelysomoros tiinetmentésidl szarmazo keratinocitéssejteket,
rovid ideji in vitro tenyészetben, fokozott sejtndvekedésre készetpriio hatast
a normal Brbél szarmazo sejteken nem lattunk.

Ezt koveben azt vizsgaltuk, hogy a pikkelysomords Kkeratitaoci
limfokinekre adott fokozott proliferativ valaszanhltterében milyen lehetséges
mechanizmusok allhatnak. Mivel a sejtek prolifedgi a szolubilis faktorok
mellett leginkabb a sejt extracellularis méatrixabvrmazo hatasok befolyasoljak
és ismert, hogy a sebgydgyulas soran aktivaloddhipsrproliferativva valo
keratinocitak sejtkbrnyezeti valtozasanak a fibktime megjelenése az egyik
Iényeges eleme, feltételeztik, majd igazoltuk, hagykkelysomords tinetmentes
epidermiszben a normal epidermigzeltérsen plazma fibronektin talalhaté a
bazalisan elhelyezkédkeratinocitadssejtek kdrnyezetében. Azt is bizonyitottuk,
hogy a pikkelysomords tinetmentes epidermisz hdjeisajfibronektin receptorat
(a5B1 integrin) fokozott mértékben fejezik ki a norntdimsejtekhez képest. Az
o5 integrin fokozott kifeje@ddését dlsegitheti a plazma fibronektin jelenléte a
pikkelysomorés bazélis hamsejtek kornyezetében, anaikor vizsgalataink
szerint a hamsejtek onkofotalis (EDAibronektint is képesek termelni, ez szintén
hozzjarulhat a fibronektin receptor fokozott lé#jdéséhez. Azt is bizonyitottuk,
hogy aktivacios ingerre a tiinetmentes epidermiggisa normal sejtekhez képest
fokozottabb mértékben termelnek ED#bronektint.

Rekombinans human limfokinek alkalmazasaval igakolthogy a

pikkelysomoros keratinocitéssejt normal sejteét eltérs fokozott sejtciklus
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indukciodja IL-3-GM-CSF ésylFN egyuttes hatasara alakul ki. Az epidermalis
sejtekex vivo rovid tenyészetében a limfokinek hatdsat a sejeimethez adott
fibronektin felebsiti.

A tapadas-fluigg sejteken ismert, hogy a sejtproliferaciot a fikektin és
receptoranak kapcsolata a sejt adhézi¢jatdl dé@ggpozitivan befolyasolja,
vizsgalatainkbdl kiderult, hogy ax5 integrinen keresztil érkéjel a hamsejtek
sejtciklusat adhéziétél fuggetlendl is képes bedsbini.

HaCaT keratinocitakon kimutattuk, hogy a sejteKifgraciojaval szorosan
0sszefugg amb integrin és a keratinl/10 kifejgdése. Mind az5 integrin, mind
a keratin 1 mRNS szinten szérum faktorok szababkeaziatt all, ugyanakkor a
keratin 10 mRNS kifejgiést a szérum faktorai nem befolyasoljak.

Leirtuk, hogy az etanol és az aceton bizonyos kur@deiokban a HaCaT
sejtekben a ciklin D1a5 integrin és a keratinocita ndvekedési faktor peme
(KGFR) mRNS szirit kifejezédését indukalja és a sejtek proliferacidjat fokozza

Megallapitottuk, hogy a normal hamsejtekhez képmegiikkelysomoros
lézi6 sejtjei differencidlodasuk és sejtciklusukraso eltéd IL-1p kifejezodést
mutatnak. Igazoltuk, hogy a pikkelysémoros tindxds infiltralé T sejtek kdzott
VINF-t termeb sejtek talalhatokn vivo. Eredményeink szerint a pikkelysomoros
tiinetes betegek periférias vérében a CTDBD56 NK T sejtek aranya
szignifikAnsan csokkent az egészséges kontrollokképest. A kulonbdz
kezelések hatasara a CDBD56 NK T sejtek aranya megemelkedett a majdnem
tinetmentessé valé betegekben, de a normal egyémeRrbrt értékeknél ekkor is
szignifikansan alacsonyabb maradt, arra utalvay lroGD3 CD56 NK T sejtek
alacsony aranya a periférias vérben nem a betegdBgtasara, hanem magara a
betegségre jellentz

Leirtuk, hogy az immunszuppressziv hatasu rapangdirsejtek mellett a
hamsejtek proliferaciojat is képes blokkolni és azhatast a proliferalodo sejt

nuklearis antigén (PCNAJe novo szintézisének gatlasaval fejti ki.
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8. A munka gyakorlati hasznositasanak lehésége

Vizsgalataink egy komplex dobetegség pathomechanizmusanak jobb
megeértéset céloztak. A betegségek pathomechanibansaerepet jatszé faktorok
felderitése feltétele a hatékonyabb terapias slpgr&idolgozasanak.

Eredményeink  hozzajarultak annak  bizonyitdsahoz, gyho a
pikkelysémorben a dot infiltrald aktivalt T sejteknek fontos szereparv A
kozepes és sulyos foku pikkelysomor gyogyitasabantiébb olyan bioldgiai szert
alkalmaznak sikerrel, melyeket az utdbbi évekbgledetettek ki és melyeknek
célpontja a T sejt aktivacio gatlasa.

Vizsgalatainkbol az is kidertlt, hogy a pikkelysaii® betegek
makroszképosan egészségesnek latgzéhbl szarmazd hamsejtek az egészséges
egyének Brébsl szarmazé hamsejtekhez képest ékér fokozott proliferaciéval
reagalnak azokra a limfokinekre, melyeket a betglysé kialakul6 gyulladas soran
a bort infiltralé aktivalt T sejtek termelnek.

Eredményeink szerint a pikkelysomoros keratinoégaejt yIFN-ra GM-
CSF és IL-3 jelenlétében a normal sejielditérs, koros hiperproliferativ valaszt
ad, melyet a fibronektin jelenléte febsit. Az utdbbi évek vizsgalatai szerint a
pikkelysomoros hamsejtekben a STAT-1 jelatvitelsétiilt és folyamatos STAT-3
aktivacio észlelhét A STAT-3 folyamatos aktivalasa a hamsejtekberr b§ében
a pikkelysomorre emlékeztetelvaltozast hoz létre. Ezen adatok alapjatsem
felmertl annak a lehé&tége, hogy a pikkelysémadr pathomechanizmusanak egyi
alapveben meghatarozé eleme a STAT-1 aktivacios ut intserbibdja. A
korrekcio lehaisége Ujabb terapias célpont.

A tlinetmentes pikkelysomoéros és a normal hamszkvedtt mutatkozo
eltéresek megismerése olyan U] terapiak kidolgoadséremtenek lehé&téget,
melyekkel reményeink szerint a tlinetek kialakuldsanegebzhetjiuk. A szoveti
homeosztazis biztositdsaban az extracellularialié@téelemei alapvéen fontos
szabalyoz6 szerepet toltenek béridk a folyamatosan megujulé szoveteink kdzé
tartozik, melyben a ham bazalisan elhelye#kemkjtjei 6ssejt tipusu sejtek,
fiziologias kortlmények kozott nagy részik sejtrging allapotban van. A
kilonbd®d kornyezeti hatasok, példaul sebzés, kovetkeztéfmlegzetesen

81



megvaltozik a hamdssejtjeinek extracellularis kornyezete, mely alafee
hozzéajarul a sejtek szoveti regeneraciot eredményetiferativ aktivalodasahoz.

Vizsgalataink bizonyitottak, hogy a pikkelysomondstegek tlinetmentes
bérében a keratinocitassejtek az egészséges$ribl eltérben folyamatosan
fibronektin gazdag sejtkdrnyezetben vannak, amilbés szérum fibronektin,
részben a keratinocitak altal termelt cellularsdinektin, ennek lehet eredménye,
hogy az a5 integrint a sejtek ésen kifejezik, ami a proliferacios ingerekre
fokozottabban érzékennyé teszi a sejteket. Kisnldtsl az is kiderult, hogy az
a5 integrin a sejtek tapadasatél fuggetlenll is kéaehamsejtek proliferaciojat
befolyasolni.

A szérum eredétfibronektin jelenléte a hamsejtek kérnyezetébea atal,
hogy a ham bazdlis barrierje a pikkelysomoérésben sérilt. HaCaT sejteken
végzett vizsgalataink bizonyitottak, hogy szérurktdeok szabalyozzak am5
integrin és a keratin 1 kifejédést a hamsejtekben. A szérum jelenlétea&z
integrin kifejeddést serkenti, ugyanakkor a keratinl kifégasét gatolja. A
fibronektinen kivil mas szérum faktorok is féwtk lehetnek ezért a
szabalyozéaseért, mindenesetre, udiynik, hogy a tinetmentes pikkelysomoros
bérben a keratinocitéssejt tipusu sejtek folyamatosan szérumhatasolatekrnek
kitéve, ami alapvéen befolyasolja proliferacios és differenciaciogeatsulyukat.

A fokozott alkoholfogyasztas pikkelysomort provakdlatdsanak szerepét
tamogatjak azok az eredményink, melyekben bizaritjhogy bizonyos
koncentraciéban az etanol és az aceton HaCaT kecétikban a sejtproliferaciot
serkent gének fokozott kifejemdését eredményezi és a sejtek proliferaciéjat
fokozza.

A makrolid immunszuppressziv hatasu rapamycin keveitakra gyakorolt
hatasanak vizsgalataval megallapitottuk, hogy aazéssejt tipusu keratinocitde
novo PCNA szintézisét gatolja és a sejtek ciklusat a f&lisban blokkolja.
Tekintettel arra, hogy a szer a T sejtek aktivétidp blokkolja, j0 terapias
effektussal alkalmazhatd pikkelysémor kezelésélBemapamycin keratinocitakra
gyakorolt hatasa annak lelisgégét is felveti, hogy adb hameredéit tumoros
megbetegedéseiben is hasznalhaté lenne e viszorkgags mellékhatassal

rendelked gyogyszer.
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