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A bor kommenzalis mikroflérajanak hatasa a borsejtekre és az epidermalis barrierre
fiziologias és patologias koriilmények kozott

1. A C. acnes baktérium és tisztitott mikrobialis anvagok hatasara induld jelatviteli folyamatok, és
ezek hatasa a bor barrier kialakitasaban szerepet jatszo molekulak Kifejezodésére

Bériink jellegzetes mikrobidlis floraval rendelkezik, mely kozosséget kutdn mikrobidtdnak vagy
mikrofloranak is neveziink: ez baktériumok, gombak €s ma még kevéssé ismert és azonositott virusok
kozossége (Ottman, 2012; Grice and Segre, 2011). Tagjai a human sejtekkel szoros kapcsolatban egy
komplex oOkoszisztémat alkotnak, aminek pontos Osszetétele hossza ko-evolucios folyamatok
eredményeképpen alakult ki (Blaser and Falkov, 2009). Ennek a kozosségnek az egyik legismertebb tagja
a Cutibacterium acnes (C. acnes, korabbi nevén Propionibacterium acnes, P. acnes). Erdekes kettésség
jellemzd erre a baktériumra, mert bar fontos tagja a serdiildkortol kezdve az egészséges borfloranak (Oh,
2012), szerepét régota feltételezik az egyik leggyakoribb kronikus gyulladasos betegség, az acne vulgaris
kialakulasaban is. Vizsgalataink soran ennek a latszolagos ellentmondasnak a feltarasara torekedtiink,
elemeztiik, hogy milyen hatasa lehet a borflora kommenzalis tagjainak, igy a C. acnes baktériumnak, a
borsejtek mitkodésére egészséges és patogén koriilmények kozott. Mivel a kannabinoid rendszer szamos
pontos kapcsolddik a barrierfelszineken miikodé mikrobiotaval, tovabba szamos ndévényi kannabinoid
jelentés mértékben képes a normal flora bakterialis elemei biologiai folyamatainak szabalyozasara, ezért
vizsgalatainkat kiterjesztettiik kivalasztott endokannabinoidok hatasanak vizsgalataval is.

1.1 A bér homeosztazisanak fenntartasaban szerepet jatszé negativ szabalyozé folyamatok
azonositas és jellemzése keratinocitakban

Ismert, hogy kiilonb6z6 mikrobialis eredetli (pathogen associated molecular patterns — PAMPS), vagy
veszélyt jelz6 molekulak (danger associated molecular patterns — DAMPS) hatisara bérsejtekben
velesziiletett immun-, és gyulladasos folyamatok indulnak. Ezen molekuldk felismerésekor kiilonféle
patogénfelismerd receptorok, tobbek kozott a Toll-like receptorok (TLR) aktivacioja kovetkezik be, ami a
sejtekben bonyolult jelatviteli folyamatok indulasat eredményezi. Ezek egyik kozponti mediatora az NF-
kB transzkripcios faktor. A human b6r mikrobidta tagjai szintén képesek a TLR szignalfolyamatok
aktivalasra, hiszen kifejeznek konzervalt PAMP molekuldkat (Pivarcsi, 2004; Nagy, 2005a; Nagy, 2005b).
Hatasukra azonban az egészséges bérben mégsem alakul ki kontrollalatlan gyulladasos reakcio, ami
feltételezi olyan negativ szabalyozo faktorok és folyamatok jelenlétét, melyek képesek a TLR
szignalfolyamatok szabalyozasara. Az egyik o célkitlizésiink ilyen negativ szabalyoz6 folyamatok illetve
faktorok azonositasa és jellemzése volt, melyek a C. acnes-indukalta velesziiletett immun- és gyulladasos
folyamatokat gatolhatjak.

1.1.1 Negativ szabdlyozo molekulak azonositisa és kifejezodés-valtozdsuknak vizsgdlata C. acnes
kezelés hatdsdra keratinocitikban.

Munkank soran ezért elemeztiink mas rendszerekben mar leirt TLR, illetve NF-xB szignalfolyamatokat
gatld molekulak lehetséges szerepét a C. acnes- indukalta folyamatok szabalyozasaban. Irodalmi adatok
alapjan a TOLLIP, SIGIRR, TNFAIP3, ¢s TNIP1 molekula jellemzését végeztiik keratinocitakban.

Génexpresszios (valos idejii RT-PCR) és fehérje szintli (western blot analizis) vizsgalataink azt
mutattak, hogy mind a 4 molekula jelen volt a modellként hasznalt human immortalizalt keratinocita
sejtvonalban (HPV-KER) mRNS és fehérje szinten egyarant. Ezen feliill a TNFAIP3 és TNIP1 mRNS és
fehérje szinti kifejezodése szignifikans moédon nétt C. acnes kezelés hatasara. Ezek alapjan feltételeztiik,
hogy a baktérium altal inditott folyamatok szabalyozasaban ez utdbbi két molekula jatszhat jelentOs
szerepet.
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A negativ szabalyozok kifejez0dés valtozasa nem fliggott az alkalmazott C. acnes baktérium torzsek
filogenetikai sajatossagaitol, a C. acnes 889 (1A), 6609 (IB) és ATCC 11828 (1) torzsek hasonlé modon
tranziens emelkedést indukaltak a TNFAIP3 és TNIP1 mRNS és fehérje szintii kifejez6désében).

Ezzel szemben a valtozasok jelentds dozisfiiggést mutattak, a TNFAIP3 és TNIP1 mRNS és fehérje
mennyisége a sejtekben az alkalmazott baktérium kezelés dozisaval parhuzamosan emelkedett (Erdei,
2018; Erdei, kézirat folyamatban).

C. acnes baktérium hatdsara keratinocitakban az NF-xB dozisfiiggd aktivacidja és nuklearis
transzlokacidja kovetkezik be, és mind a TNFAIP3, mind pedig a TNIP1 prométer régidja tartalmaz NF-
kB kotd helyeket. Luciferdz riporter vizsgalatokkal, és az NF-kB p65-0s alegységének nuklearis
faktor dozisfiiggd aktivacidja, és nuklearis transzlokacidja allhat (Erdei, 2018; Erdei, kézirat folyamatban).

Farmakologiai gatloszerek alkalmazasaval megmutattuk, hogy az NF-kB mellett a TLR szignal

folyamatok fobb utvonalainak szabalyozé molekulai (NF-kB, JNK, p38, ERK) koziil a JNK molekula t6lt
be fontos szerepet a TNFAIP3 és TNIPI mRNS ¢és fehérje szintii kifejez6dés valtozasanak
szabalyozéasaban C. acnes kezelést kovetden (Erdei, 2018; Erdei, kézirat folyamatban).
(RARE) talalhatok, és ATRA (all trans retinoic acid) hatasara megemelkedik a szintje Hela sejtekben
kromatin modositd agens (TSA) egyiittes adasaval (Gurevich, 2013). Vizsgalataink soran igazoltuk, hogy
ATRA kezelés hatasara n6tt a TNIP1 mRNS és fehérje szintli kifejez6dése HPV-KER sejtekben, és in
vitro kultarakban tartott teljes vastag bérmintak (organotypic skin model — OS model) epidermisz
rétegeiben. Keratinocitakban emellett csokkent a konstitutiv és C. acnes-indukalt TLR2, TNFa és CCL5
mRNS szintl kifejez6édése, mig a TLR4 és CXCL8 mennyisége nétt, a TLR3 és IL-6 kifejezddése pedig
retinoidok egyik lehetséges hatdsmechanizmusa a TNIP1 szintjének szabalyozasan keresztiil valdsulhat
meg (Erdei, 2018).

1.1.2 A negativ szabdlyozok (SIGIRR, TOLLIP, TNFAIP3 és TNIPI) tilexpresszdiltatisank és
csendesitésének hatdisa a TLR aktivdcios folyamatokra

Annak elemzésére, hogy a negativ szabalyozok szintjének megvaltozasa keratinocitakban hogyan hat a
TLR szignalfolyamatokra, SiRNS-medialta csendesitéses ¢és CDNS-alapt tulexpresszaltatasos
vizsgalatokat végeztiink. Luciferaz riporter kisérletekben elemeztiik az NF-xB aktivacigjat, valamint a
gyulladasos citokinek (TNFa, IL-1a és IL-6) és kemokinek (CXCLS8 és CCL5) kifejez6désének valtozasat
valds idejit RT-PCR és ELISA modszerrel.

Mig a TOLLIP és SIGIRR siRNS-medialta csendesitése nem volt hatdssal sem a bazalis, sem a C.
acnes-indulalt gyulladdsos mediatorok kifejezodésére, addig a TNFAIP3 és TNIP1 csendesitése jelentds
mértékben befolydsolta a TLR szignalfolyamatok kimenetelét. A TNFAIP3 csendesitése szignifikans
moédon emelte a bazalis NF-kB promoter aktivitasat, minden vizsgalt molekula (TNFa, IL-1a és IL-6,
CXCL8 és CCL5) bazalis és C. acnes-indukalta kifejez6dését mMRNS szinten, és a sejtek altal szekretalt
CXCLS8 és CCLS mennyiségét. A TNIP1 csendesitésekor hasonld eredményeket kaptunk (Erdei, 2018;
Erdei, kézirat folyamatban).

A TNIP1 molekula ¢cDNS alapu tulexpresszaltatisanak ellentétes hatasat igazoltuk, csokkentette a
bazalis és C. acnes-indukalta NF-xB promoter aktivitast, valamint a gyulladdsos mediatorok mRNS szintli
kifejezodését. A HPV-KER sejtek altal, C. acnes hatasara szekretalt CXCL8 és CCL5 mennyisége is
szignifikansan csokkent (Erdei, 2018).

Kereskedelmi forgalombol szarmazd TNFAIP3 konstrukttal hasonld tulexpresszaltatasi vizsgalatokat
veégezve nem sikeriilt a TNFAIP3 szintek novelése HPV-KER sejtekben, feltehetden a rendelkezésre allo
konstrukt hibas miikodésének eredményeképpen.



Zard beszamold, OTKA NK 105369 Dr. Kemény Lajos

Eredményeink alapjan az altalunk vizsgalt negativ szabalyozdk koziil a TNFAIP3 és TNIP1 azon
feliil, hogy Kkifejezodnek Kkeratinocitakban, fontos szerepiik lehet a C. acnes altal kivaltott
szignalfolyamatok kontrollalasaban, ezaltal az epidermalis homeosztazis fenntartasaban.

1.2. TLR szignalfolymatok vizsgalata szebocitakban

Szebocitakon (SZ95 setvonal) is vizsgaltuk a TLR-kapcsolt szignalizaciot. Megallapitottuk, hogy a
viszgalt C. acnes torzsek (889, 6609, ATCC11828) torzsek mindegyike megndvelte a TNFa-specifikus
mRNS szintjét (RT-PCR), mig csupan az II. csoportba sorolt ATC11828 jelzésti torzs volt képes a
sejtekben az IL-6 és IL-8 expresszidjat emelni. A tobbi vizsgalt citokin (IL1a, IL1f) szintje nem mutatott
jelentds eltérést. A velesziiletett immunitasban fontos mintazatfelismerd receptorok koziil a Toll-like
receptor TLR2 expresszidja mindharom torzs hatdsara jelentésen novekedett, mig a TLR4 szintjében
ugyanezen kezelés csokkenést valtott ki. Erdekes médon a korabban emlitett ATC11828 torzs és az IB.
alcsoportba sorolt 6609-es szamu torzs a viralis fertézés felismerésében fontos szereppel bird TLR3
receptor szintjét is megemelte. A génszintli valtozasokat ELISA technikéaval ellendérizve a TNFa szint
emelkedését a 6609-es és az Ib. alcsoportba sorolt 889-es torzs fokozta..

Eredményeink megmutatjak, hogy az alkalmazott C. acnes torzsek szamos fontos,
filogenetikailag differencialt hatast valtanak ki a human szebocitakban.

1.3 A RAGE szerepének vizsgalata az acne molekularis patogeneizsében

A RAGE molekula irodalmi adatok, és korabbi, az acne kialakulasara hajlamosité molekularis
genetikai vizsgalataink alapjan keriilt érdeklodésiink kdzéppontjaba. Ezen receptor-fehérje szerepét
kiilonboz6 kronikus gyulladasos betegségek patogenezisében irtak le, melyek soran PAPM-ok hatasara
aktivalodik. A RAGE molekula mRNS szintii kifejezodése enyhén fokozodott C. acnes kezelés hatasara,
igy felmerilt annak a lehetdsége, hogy a RAGE egy pozitiv visszacsatolasu szabalyozd kort alkot az NF-
kB transzkripcios faktorral, mely igy annak tovabbi aktivalodasahoz és az altala transzkripcionalisan
szabalyzott gyulladasos citokinek és kemokinek expresszios valtozasahoz vezethet.

Ennek az igazolasara a RAGE endogén kifejez6dését siRNS-medialta csendesitéssel illetve cDNS
alapu talexpresszaltatassal probaltuk befolyasolni. Az AGER siRNS-medialta csendesitése nehézkesnek
bizonyult. Tobb forgalmazotol szdrmazé AGER-siRNS konstrukceiot is kiprobaltunk, kiilonbozo kisérleti
paraméterek alkalmazasa mellett, azonban csendesitése sikertelennek bizonyult. Kiilonféle kisérleti
paramétereket kiprobalva az AGER erdltetett kifejeztetése pedig nem volt hatdssal az NF-«B bazalis
promoter aktivitasaira HPV-KER sejtekben. Ez alapjan az AGER-rel végzett vizsgalatokat befejeztiik.

1.4 A C. acnes kezelés hatasanak vizsgalata az epidermalis barrier kialakitasaban fontos szerepet
jatszo molekulak kifejezodésében

A gazdaszervezet védelmének egyik el6feltétele az intakt bér barrier jelenléte és ennek hatékony
mitkodése. Célunk ezért annak a vizsgalata volt, hogy a keratinocitak C. acnes baktériummal torténd
kezelése hatassal van-e a bor barrier kialakitasaban szerepet jatszo szoros sejt-sejt kdzotti kapcsolatok
(tight junction — TJ) strukturalis molekulainak (pl.: claudinok, occludinok, ZO-1) kifejez6désére.

1.4.1 A Claudin 1, 4, az Occludin és a Zonula occludens 1 molekulak mRNS szintii kifejezédés vizsgalata
kontroll és C. acnes kezelt mintakban

Vizsgalataink soran a HPV-KER sejtekb6l konfluens kultirakat készitettiink standard Ker-SFM
tapoldatban torténd novesztéssel (Ca-alacsony), majd kalcium-klorid hozzaadasaval tovabbi
differenciacios folyamatokat indukaltunk (Ca-magas). A kétféle kulturat parhuzamosan elemeztik. Az
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irodalmi adatok alapjan kivalasztott CLDNI1, CLDN4, OCLN, ¢és ZO-1 molekuldk kifejezddése csak
kismértéki valtozast mutatott C. acnes kezelést kdvetden. Hasonld eredményeket kaptunk normal human
keratinocita (NHEK) sejteken is, ami Osszességében arra enged kovetkeztetni, hogy a vizsgalt gének
mRNS szintli szabalyozéasa nem jelentds a baktérium hatasara (Bolla, kézirat folyamatban).

1.4.2 A Claudin 1, 4, az Occludin és a Zonula occludens 1 molekulik fehérje szintii kifejezédésének
vizsgdlata kontroll és C. acnes kezelt mintakban

Western analizissel elemeztiik a TJ-strukturalis fehérjék kifejezodés valtozasat is C. acnes kezelést
kovetden. Ca-alacsony kultirakban a ZO-1 fehérje szintje minden altalunk vizsgalt idépontban enyhén
emelkedett volt. Az OCLN fehérje szintje folyamatosan nétt az id6 fiiggvényében. A CLDNI fehérje
szintje csokkent, mig a CLDN4 szintje ndvekedést mutatott. A Ca-magas kulturaban 24 o6raval a kezelést
kovetden a ZO-1 fehérje szintje ndvekedett, az OCLN szintje pedig minden altalunk vizsgalt idépontban
enyhén emelkedett volt. A CLDNI1 fehérje szintje cs6kkent, a CLDN4 pedig nem mutatott jelentds
valtozast a kezelés kovetkeztében (Bolla, kézirat folyamatban).

Eredményeink alapjan feltételezziik, hogy a baktérium hatassal van a TJ strukturak fehérje
osszetételére. Az itt taldlhaté claudinok tipusanak befolyasolasaval (claudin switch jelensége)
befolyasolhatja a keratinocita barrier aktualis allapotat.

1.5 Kezeletlen és C. acnes kezelt HPV-KER keratinocitak miRNS profiljanak 6sszehasonlitasa

A velesziiletett immun- ¢és gyulladasos folyamatok szabalyozasaban egyre tobb olyan nem
transzlalédo, kis RNS molekulat (pl. miRNS) irnak le, melyek bizonyos gének génexpresszids
szabalyozasa révén fontos szerepet jatszanak a folyamatok kimenetelének meghatarozasaban. Uj
generacios szekvenalasos eljarassal vizsgaltuk, hogy a keratinocitakban C. acnes hatasara milyen miRNS-
kifejezodés valtozasok kovetkeznek be és ezeknek szerepiilk lehet-e a gyulladdsos folyamatok
kontrolljaban.

Bioinformatikai analizist kdvetéen 11 microRNS-t talaltunk, mely eltéré expressziot mutatott 24 Oras
C. acnes kezelés kezelést kovetden. Ezek kozott tobb olyan is szerepel, melyeket velesziiletett immun- és
gyulladasos folyamatok szabalyozasaban irtak le. Kivalasztottunk két miRNS-t, melyek mennyisége
szignifikans kiillonbséget mutatott kontroll és C. acnes kezelt mintakban. Fiiggetlen mintakon valos ideji
RT-PCR modszerrel igazoltuk, hogy a miR-107 molekula mennyisége csokkent a baktérium hatasara.
Ennek hatterében feltételezhetéen a TLR4 receptor aktivacioja allhat, hiszen hasonld valtozasokat
tapasztaltak LPS indukcio hatasara egér makrofagokban (Hennessy, 2011). A miR-147 molekula
emelkedett mennyiségben volt jelen a C. acnes kezelt mintakban. Emelkedett szintjét TLR2,3,4 indukcid
hatasara is leirtak, és gyulladasos folyamatok negativ szabalyozojaként is funkcional (Liu, 2009).

Eredményeink arra utalnak, hogy a vizsgalataink soran azonositott miR-107 és miR-147 szerepet
jatszhatnk a C. acnes altal kivaltott TLR-szignalfolyamatok szabalyozasaban.

2. A C. acnes hatasara bekovetkezo sejtbioldgiai valtozasok vizsgalata in vitro Keratinocita és
szebocita kulturaban

2.1 A C. acnes hatasanak vizsgalata tenyésztett keratinocita kulturak barrier sajatsagaira

Irodalmi adatok és munkacsoportunk korabbi eredményei alapjan felmeriilt, hogy kiillonb6zo
filogenetikai csoportokba tartozo C. acnes torzsek eltéré modon befolyasolhatjdk a keratinocitak sejt- és
molekularis bioldgiai folyamatait, ezaltal meghatarozhatjadk az acnés tiinetek sulyossigat. Ennek
igazolasara vizsgalatainkhoz kiilonb6z0 filogenetikai csoportba tartozo, eltérd patogenicitassal rendelkezd
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C. acnes torzsekkel (C. acnes 889, 6609 és ATCC11828) kezeltiink névekvé HPV-KER kulttrakat, és
valos idejli impedancia mérésen alapuld modszerrel (xCELLIgence) kdvettiik a valtozasokat.

Kiilonbozé C. acnes torzsek keratinocitak sejtbiologiai folyamataira (proliferacio, életképesség)
gyakorolt hatasa torzs- és dozis-specifikus volt. A patogén torzsek atmenetileg fokoztak a sejtek
novekedését, majd citotoxikus hatasukat is megfigyeltiink. Ezeket a hatasok az egészséges borrdl izolalt
C. acnes 6609-es torzsnél nem figyeltiik meg (Tax, 2016).

A C. acnes anaerob fermentaciods folyamatok soran rovid szénlanc zsirsavakat (short chain fatty acids
— SCFA) termel, tobbek kozott ecetsavat (AA), propionsavat (PA) és vajsavat (BA). Tomegspektrometriés
vizsgalatainkkal igazoltuk, hogy a kiilonféle baktériumtorzsek altal termelt PA mennyisége eltér, és fiigg a
kultiraban talalhato baktériumok mennyiségétol. Kisérleteinkben a fokozott patogenicitast mutatd torzsek
(C. acnes 889 ¢és ATCC 11828) tobb propionsavat termeltek, valamint gyorsabban is novekedtek az
egészséges borrdl szarmazo C. acnes 6609 torzzsel dsszehasonlitva (Tax, 2016).

Konfluens, Ca-alacsony és Ca-magas HPV-KER ¢és NHEK kultrak esetében is végeztiink
XCELLIgence vizsgalatokat. Igazoltuk, hogy kalcium-szupplementacio hatasara a konfluens, kontakt
gatolt keratinocita kultarakban mért sejt index (Ci) értékek néhany ora alatt jelentdsen megemelkedtek,
ami a barrier allapotanak javulasara utal. A Ca-alacsony HPV-KER és NHEK kultarak esetében C. acnes
889 kezelés hatasara tranziens nCi emelkedést figyeltiink meg. Ennek soran a C. acnes atmenetileg
kovetden a sejt index értékek csokkenést figyeltiink meg mind a Ca-alacsony és a Ca-magas kultarakban.
Sejtszamolasos és laktat-dehidrogenaz (LDH) mérésen alapuld citotoxicitds vizsgalataink arra utaltak,
hogy az nCi értékek csokkenése hatterében nem a sejtek pusztulasa, hanem a kulturak barrier
sajatsagainak megvaltozasa allhat. Ezt kivalasztott id6pontokban végzett transzepidermalis elektromos
rezisztencia (TEER) méréssel is igazoltuk. Ezt a Ca-magas HPV-KER kulturak esetében végzett lucifer
yellow (LY) penetracios kisérleteinkkel is igazoltuk, magas dozisu C. acnes kezelés hatasara valoban
romlott a keratinocita barrier allapota, és az alkalmazott festék penetracioja emelkedett a baktérium kezelt
72 6ras mintakban a kezeletlen kontroll mintakhoz viszonyitva (Bolla, kézirat folyamatban).

A C. acnes baktérium hatasat mesterségesen létrehozott sebek zarodasa soran is vizsgaltuk, melynek
soran konfluens HPV-KER monolayer kulturakon karcolassal sebeket ejtettiink. A Ca-alacsony
kultarakban a C. acnes jelenlétében, mig a Ca-magas kultarakban a baktériumnak nem volt hatasra a
sebzarodasi folyamatokra (Bolla, kézirat folyamatban).

Eredményeink alapjan bér mikrofléra tagjai, azon beliill a C. acnes baktérium kontrollalt
koriilmények kozott fontos szerepet jatszhat az egészséges bor strukturiajanak és sajatsagainak
kialakitasaban és fenntartiasaban. Tulnovekedése azonban bakterialis diszbidzist eredményezhet,
ami a keratinocita barrier allapotanak a romlasat is eredményezheti.

2.2 A C. acnes baktérium hatdsa a keratinocitak autofag folyamataira és életképességére

Ismert, hogy bakterialis PAMP molekuldk autofag folyamatokat indithatnak human sejtekben.
Kisérleteinkben arra a kérdésre kerestiink valaszt, hogy alacsony doézisu (MOI=100) C. acnes kezelés
hataséra aktivalodnak-e ezek a folyamatok keratinocitakban? E16 és hével ellt baktériumok, valamint PA
egyarant képes volt mitokondrialis sériilés kivaltasara, és ezzel parhuzamosan AMPK-asszocialt autofag
folyamatok kivaltasara. Ennek hataséra a sériilt és diszfunkcionalis mitokondriumok eltavolitasra keriiltek,
¢s a sejtek életben maradtak (Megyeri, 2017).

Nagy dozisi (MOI=300) C. acnes kezelés jelenlétében a C. acnes 889 és ATCC 11828 torzsek
esetében a keratinocitak citotoxicitasat is megfigyeltik. Aramlasos citometrias mérések alapjan azonban
sem apoptotikus, sem pedig nekrotikus folyamatok jelenlétét nem sikeriilt egyértelmiien igazolni. Ezt a
hatast az €16 baktériumok mellett propionsav kezelés is kivaltotta. Mikroszkopos vizsgalataink alapjan
feltételezzilk, hogy a sejtpusztulds hatterében a sejtek exogén 4gensek hatasara torténd
membrankarosodasa all (Tax, 2016).
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A kommenzalis C. acnes és az altala termelt PA kontrollalt, alacsony dézisu jelenléte esetén
autofag folyamatok kivaltasaval hozzajarulhat az epidermalis homeosztazis fenntartasahoz.

2.3 A C. acnes baktérium hatasa a szebocitak életképességére

MTT assay, valamint kiegészitett fluorimetrids apoptozis és nekrozis assay-k (Dilc-Sytox)
alkalmazasaval kimutattuk emellett, hogy a 3 baktériumtdrzs széles koncentraciotartomanyban alkalmazva
sem befolyasolta a szebocitak életképességét, valamint nem indukaltak sejthalalt. Megallapitottuk azt is,
hogy a szebocitdk esetében az intracelluldris kalciumkoncentracié novekedése — ellentétben a
keratinocitak esetében korabban sajat munkacsoportunk és masok altal leirt differencialodast fokozo
hatassal szemben — lecsokkentette a sejtek differencidlodéasat jelzd faggyatermelést. Bebizonyosodott
emellett, hogy a kiilonféle C. acnes torzsek nem valtoztattdk meg a szebocitdk intracelluléris
kalciumkomeosztazisat; Ggy tlnik tehat, a baktériumok sejtbioldgiai hatasainak kifejédésében a kalcium
nem (vagy csak kevéssé) jatszik szerepet

Eredményeink alapjan megallapithat6, hogy a C. acnes térzsek szamos fontos, filogenetikailag
differencialt hatast valtanak ki a human szebocitak biolégiai folyamataira.

2.4 Az endokannabinoid rendszer szerepe a szebocitik és a keratinocitak sejtbiolégiai folyamataira

Korabbi kisérleteink soran kimutattuk, hogy az endokannabinoid rendszer (ECS) — foként a CB2
metabotrop kannabinoid receptor konstitutiv aktivalasan keresztiil — kozponti szerepet jatszik a szebocitak
homeosztatikus folyamatainak (pl. ndvekedés, faggyutlipidtermelés, immunmechanizmusok) élettani
szabalyozasaban. Mivel a kannabinoid rendszer szamos pontos kapcsolodik a barrierfelszineken miikodé
mikrobiotaval; tovabba, mivel szamos ndvényi kannabinoid jelentés mértékben képes a normal flora
bakterialis elemei bioldgiai folyamatainak szabalyozasara, el6szor a legfontosabb nem-pszichoaktiv (és a
C. acnes esetében is bakteriosztatikus!) cannabidiol (CBD) hatasat elemeztiik szebocitakon. Kimutattuk,
hogy a CBD — egy altalunk Gjonnan feltart hatdsmechanizmus, azaz a TRPV4 ioncsatorna és az A2a
adenozin receptor egyiittes aktivacidjan keresztiill — az in vitro akné modellben jelentds mértékben
kivédte szamos TLR (TLR2, TLR3, TLR4) aktivalasa altal kivaltott gyulladasos folyamat kialakulasat
(Olah, 2014).

A CBD mellett t5bb egyéb ndvényi kannabinoid vegyiilet hatasat is elemeztiik szebocitakon. Erdekes
moédon azt tapasztaltuk, mig egyes vegylletek (CBC, CBDV és THCV) a CBD-hez hasonldan jelentds
szebosztatikus és gyulladascsokkentd hatast fejtettek ki, addig més fitokannabinoidok (CBG és CBGV)
fokoztak a sejtek fagyulipidtermelését. Mindezen adatok felvetik annak lehetdségét, hogy bizonyos
névényi kannabinoidok potenciais aknéellenes, mig mas anyagok a szdraz boér kezelésére alkalmas
vegyiiletekként szerepelhetnek a jovoben (Olah, 2016).

Egy masik ,,ionotrop” kannabinoid receptor, a TRPV3 ioncsatorna szerepét is elemeztik SZ95
szebocitdkon. Erdekes médon azt tapasztaltuk, hogy a TRPV3 aktivalasa — ellentétben a kannabinoid
rendszer egyéb tagjainak fent bemutatott hatasaval — fokozta a sejtek gyulladasos mediatorainak
termelését, ugyanakkor meggatolta a pro-akné agensek altal kivaltott faggyulipidtermelést. Ezen
eredményeink arra utalnak, hogy a TRPV3 szerepet jatszhat a szaraz bortiinetekkel jardo gyulladasos
betegségek kialakuldsahoz; valamint, hogy a TRPV3 gatloszerei terpias haszonnal kecsegtetnek ezen
korallapotok kezelésében (Szanto, 2018).

Ezzel ellentétben — de hasonloan a szebocitadkon tapasztaltakhoz — megallapitottuk, hogy a TRPV3
aktivacioja keratinocitakban is pro-inflammatoriukus hatast valtott ki, mely a sejtek ndvekedésének
gatlasaval és a pro-apoptotikus folyamatok beindulasaval parosult (Szolldsi, 2017).
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Eredményeink arra utalnak, hogy az endokannabinoid rendszer hatékonyan befolyasolhatja a
keratinocitak és szebocitak sejbiologiai folyamatait, fontos szerepet jatszhat a velesziiletett immun-
és gyulladasos folyamatok, valamint a szebocitak faggyutermelésének kontrollalasaban.

2.5 Poliolok hatasanak vizsgalata az epirermalis barrierre

Igazoltuk, hogy szamos poliol (melyek az endokannabinoid prekurzoraiként is miikodnek az
epidermiszben) farmakologiai alkalmazdsa — egy altalunk Gjonnan feltart génexpresszids aktivacios
mintazat 1étrehozasan keresztiil — fokozta az epidermalis barrier képzddésének folyamatat, valamint
gyulladasgatlo hatast fejtett ki (Payer E, 2018).

Eredményeink alapjan a poliolok hatékonyan alkalmazhatéak barrier sériiléssel jaré gyulladasos
korképek kezelésére.

2.6 Tovabbi in vitro irritativ-gyulladasos modellek Kifejlesztése és tesztelése

Tenyésztett epidermakis keratinocitak felhasznalasaval szdmos olyan sejtes irritativ-gyulladasos
modellt fejlesztettiink, melyekben egyrészt egyértelmilen és egymassal parhuzamosan vizsgalhato
kiilonféle, a bor barrierjének megvaltozasat, valamint a gyulladdsos folyamatokat jelz6 molekularis
rendszerek; masrészt, a fenti korfolyamatokat kiilonboz6 dgensekkel inditottuk be. A sejtek rendszerek az
alabbiak:

- Nem-specifikus gyulladas (keratinocitak, szebocitik) — Agens: SDS

- Kontakt irritacié (keratinocitik) — Agens: Nikkel

- Kémiai irridcio-gyulladas (keratinocitdk, szebocitak) — Agens: Karvakrol, mely a sejteken

kifejezddo ,,pro-inflammatorikus™ kalcium-permeabilis ioncsatorna, a TRPV3 aktivatora
- TLR-medialt irriacié-gyulladas (keratinocitak, szebocitak) — Agens: a sejteken kifejez6d6 TLR2,
3 és 4 aktivatorai

- UV-indukalta irriacio-gyulladés (keratinocitdk) — Agens: UV-B besugarzas

- Protedz-indukalta irriacio-gyulladas (keratinocitak, szebocitak) — Agens: a sejteken kifejez6dd
»pro-inflammatoérikus” metabotrop receptor, a PAR-2 aktivatorai

- Atopias ekcéma (AD) sejtes modellje (keratinocitak) — Agens: Staphylococcus aureus
enterotoxin-B (SEB) és thymic stromal lymphopoietin (TSLP) kombinacidja, mely az AD-re
jellemz6 mikrokdrnyezetet modellezi

Ezen modellekben szamos, a boérbarrier folyamatait és a mikrobidta miikodését befolyasolo
mechanizmust és agens hatasat elemeztiik. Kimutattuk, hogy az epidermalis endokannabinoid ténus
novelése a borben termelddd legfontosabb endokannnabinoid (anandamid) lebontdsat gatlo FAAH enzim
inhibitoraival jelent6s gyulladasgatld hatdssal bir, mely feltehetéen a keratinocitakon kifejez6d6 CB1 és
CB2 receptorok aktivacidjan keresztiil valosul meg (Olah, 2016).

A Kkifejlesztett modell rendszerek alkalmasnak bizonyultak kiilonféle Agensek hatasanak
vizsgalatara a bor barrier folyamataira.

2.7 C. acnes kezelés hatisanak vizsgilata Kkeratinocita és szebocita sejtek intercelluliris
kommunikacidjara

Az acne vulgaris patogenezise soran a piloszebaceus egységben talalhat6 keratinocitdk és szebocitak
egyarant megvaltozott miikodést mutatnak. In vitro kultiraban mindkét sejttipusban velesziiletett immun-
és gyulladasos folyamatok indulnak, melyek hatasara kiilonféle gyulladasos mediatorok mennyisége
fokozodik. Intakt follikulusban azonban csak a keratinocitak keriilhetnek kozvetlen kapcsolatba a
baktériumokkal, amit a szebocita sejtek esetében gatolhat, tobbek kozott, a faggyimirigy holokrin
mikodése, valamint egyes faggyl Osszetevok antibakterialis sajatsagai. A szebocitadk acne
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patogenezisében betoltott szerepe mégis igen jelentds, ezért felmeriil annak a lehetdsége, hogy
keratinocitak altal termelt jelvivé molekuldkon keresztiil a szebocitak is értesiilhetnek a follikulusban, a
keratinocitak kdrnyezetében zajléo folyamatokrol, mely kommunikacié fontos szerepet tolthet be az acne
patogenezisében.

Feltételezéseink igazolasara HPV-KER sejteket kezeltink C. acnes baktériummal, majd 24 oras
inkubalast kdvetden Osszegylijtottiik kontroll és baktérium kezelt sejtek kondicionalt feliiluszojat (CM),
amit 0,45 um porusméretii szirén keresztiil sterilbe sziirtiik, majd ezzel SZ95 sejteket kezeltiik. Bar a
szebocita sejtek nem talalkoztak kozvetlenill a baktériummal, mégis szignifikdnsan ndtt a vizsgalt
gyulladasos molekulak (TNFa, IL-1a, IL-6, IL-8) MRNS szintii kifejez6dése, valamint az SZ95-sejtek
faggyutermelése a baktériummal kezelt kulturak CM-jei esetében.

Hogy ezeket a folyamatokat térben is idében Osszekapcsolva elemezhessiik létrehoztunk in vitro
follikulus modellt. Ez egy olyan ko-kultara, amelyben a HPV-KER keratinocitikat és az SZ95
szebocitakat egy poliészter membrannal térben elvalasztott transwell rendszerben egyiitt tenyésztjiik. A
rendszer apikalis része a szOrtiisz6t modellezi, ahol HPV-KER sejtek dsszefiiggd, konfluens monolayert
alkotnak, mig a kamra als6 részében a faggytimirigyet modellezd SZ95 sejteket tenyésztjiik. A poliészter
kamrak kozott. Kozvetleniil csak az apikalis kamraban 1évé keratinocita sejteket kezeltik C. acnes
baktériummal. Ennek ellenére mind a HPV-KER, mind pedig az SZ95 sejtekben megnott a gyulladasos
medidtorok (TNFa, IL-1a és IL-6) mRNS szintii kifejezodése, valamint a szebocitak altal termelt faggyti
mennyisége, amit Oil-red-O festéssel igazoltunk. Ez alapjan feltételezziik, hogy a szebocitak felé torténd
informacié atvitelében keratinocta és/vagy C. acnes eredetii oldott molekulak, vagy mikrovezikulumok
jatszhatnak szerepet.

Eredményeink arra utalnak, hogy a C. acnes baktérium, a Kkeratinocitik és a szebocitak a
follikulusokban egymassal komplex kapcsolatban allhatnak, és az egyes sejtekben torténé
folyamatokrol human sejt és/vagy baktérium eredetii oldott molekuldk vagy mikrovezikulak ttjan
torténhet informaci6 atadasa.

3. A C. acnes kezelés hatasanak in situ vizsgdlata a human bérsejtek funkcidjara

3.1 A C. acnes kezelés human bérfunkciokra gyakorolt hatasianak vizsgalata ex vivo teljes
vastagsagu organotipikus bér modellen

Az 1.-es és 2-es pontokban bemutatott vizsgalatok sok adatot szolgaltattak a C. acnes baktérium
keratinocita és szebocita sejtekre kifejtett hatasarol in vitro sejtkultrakban. Nem adnak azonban
felvilagositast arrol, hogy szoveti kornyezetben is megfigyelhetéek-e ezek a folyamatok. Ehhez
egészséges, plasztikai mitéten atesett paciensekt6l teljes vastag punch biopszia mintakat vettiink,
melyeket organotipikus sejtkulturaban tartottuk (OS modell). A C. acnes kezelés soran a baktériumokat az
epidermisz felszinére pipettaztuk. Megmutattuk, hogy a baktérium az OS modellek keratinocitaiban is
képes velesziiletett immun- és gyulladasos folyamatok inditasara, melyet a TNFa és az IL-1a gyulladasos
citokin mRNS-ek emelkedett kifejez6dése mutat. Ezzel parhuzamosan széveti kornyezetben is elindulnak
negativ szabalyozo folyamatok, hiszen a TNFAIP3, TNIP1 szintje mRNS és fehérje szinten is emelkedett.

A TJ komponensek mRNS-ei csak kismértékii valtozast mutattak a baktériumkezelés hatasara, ami
alatamasztja azt a korabbi megfigyelést, hogy a C. acnes altal kivaltott barrier valtozasok hatterében nem
baktérium-indukalta transzkripcios folyamatok allnak. Fehérje szintii vizsgalatainkban a ZO-1
kifejezddése az epidermisz minden rétegében emelkedett a C. acnes baktérium kezelést kovetden. Az
OCLN mennyisége az alacsonyabb differencialtsagi szintli epidermisz rétegekben nétt. A CLDN4, mely
foként a stratum granulosum-ban fejezédik ki a kontroll mintakban, a baktérium kezelést kovetden
megjelent a kevésbé differencialt, szuprabazalis epidermisz régiokban is. Ezzel szemben a CLDNI1 szintje,
mely az epidermisz minden rétegében kifejezddik, a felsé differencialtabb régiokban lecsokkent. Ez arra
utal, hogy a C. acnes baktérium hatasara a TJ kialakitasaban szerepet jatszO molekulak Osszetétele
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megvaltozik (claudin switch), ami befolyasolhatja az epidermisz barrier sajatsagait. Ennek funkcionalis
kezelés esetén, ami az epidermalis barrier allapotanak romlasara utal.

Ezek alapjan a C. acnes baktérium az OS modellben is a HPV-KER keratinocita monolayer
kultarakban megfigyelt folyamatokhoz hasonl6 valtozasokat indit; a velesziiletett immun- és gyulladasos
folyamatok mellett a tapcsatorna mikrobiotajahoz hasonloan a keratinocitak differenciacios folyamatait,
valamint a keratinocita barrier sajatsagait is befolyasolhatja.

Osszességében az egészséges boérben a C. acnes baktérium eldsegiti a keratinocitak differencidcios
folyamatait, hozz4jarul a bor barrier kialakitdsahoz és fenntartdsdhoz, és autofidg folyamatok révén a kutan
homeosztazis fenntartasahoz. Az acne vulgaris patogenezise soran mikrobialis diszbidzis alakulhat ki a C.
acnes baktérium fokozott novekedése kovetkeztében. Ez az epidermalis barrier funcidk romlésat
mélyebb szoveti rétegek iranydba. Ez fokozhatja az immunaktivacié mértékét, és a gyulladasos
folyamatok, ezaltal az acnés tiinetek stlyossagat (Kemény, 2016; Szabo, 2018).

4. Osszegzés

-Munkacsoportunk eredményeit a palyazat futamideje alatt 13 kozleményben foglalta Gssze, melyek
nagy presztizsii (legalabb QI-es mindsitésii) nemzetko6zi tudomanyos folyodiratban jelent meg. Ezek
Osszesitett impakt faktora: 61,104.

Két kdzlemény irasa jelenleg is folyamatban van.

-A két munkacsoport emellett tobb mint 100 eldéadast és posztert is bemutatott rangos hazai és
nemzetkdzi konferenciakon.

-A palyazati eredmények alapjat képezték egy PhD fokozat megszerzésének (Tax Gabor) valamint két
masik fokozatszerzési eljaras is elindult (Erdei Lilla, Bolla Beata Szilvia) ezek felhasznalasaval.
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