A hamsejtek immunologiai mikoddéseben résztvevo gének azonositasa
microarray médszerrel

1. Bevezetés

Az emberi szervezetet a kilsé kornyezettél elvalaszto legfontosabb hatarol6 szervink
a bér, amely nem pusztan passziv, mechanikai védelmet nyujt a kulvilag karos hatasai ellen,
de egyre tobb adat igazolja, hogy aktiv protektiv feladatokat is ellat. A bor sejtjei felismerik a
behatolé6 patogén mikroorganizmusokat, képesek a velesziletett- és az adaptiv
immunfolyamatok aktivaldsara, valamint direkt modon szerepik van a koérokozok
elpusztitasaban.

2. A hamsejtek immunologiai miikédeseben szerepet jatszé gének vizsgalata microarray
modszerrel

Munkacsoportunk a bér immunoldgiai mikddésében szerepet jatszé folyamatok jobb
megertését tizte ki célul. Kisérleteinkben kilonféle mikrobialis anyagok es a keratinocitak
kolcsonhatésat vizsgaltuk. Ennek soran plasztikai miitéten atesett egészséges donorok borébol
tenyésztettiink primer keratinocitakat. A sejteket Gram-negativ baktériumbol (Escherichia
coli) szarmaz6 lipopoliszacchariddal (LPS), Gram-pozitiv Staphylococcus aureus tisztitott
peptidoglykanjaval (PGN), hével el6lt Candida albicans gombaval, illetve él6 Gram-pozitiv
Propionibacterium acnes (P. acnes) baktériumokkal kezeltik.

Elokisérleteink soran el6szor meghataroztuk a fenti anyagokkal torténé kezelések
optimalis paramétereit, vizsgalataink tobbek kozott kiterjedtek a kezelések idétartamanak,
valamint a felhasznalt mikrobidlis anyagok koncentraciojanak, illetve sejtszamanak
optimalizéldséra. A chip hibridizalds soran felhasznalt mintdk készitése sordn végil a
kdvetkez6 kezeléseket alkalmaztuk:

Alkalmazott Koncentracid
mikrobialis anyag
LPS 1ug/mi
PGN 5 pg/mi
Candida albicans 2 millié sejt/ml
P. acnes 10 millio sejt/ml

1. tdblazat: A keratinocitédk mikrobidlis anyagokkal t6rténé kezelése soran alkalmazott koncentraciok

Eredményeinket felhaszndlva harmadik passzazsban levé primer Keratinocitikat
kezeltink 0, 3, illetve 24 oran keresztil, majd a sejtekbél RNS-t izolaltunk. Reverz
transzkripcidt, és a kapott cDNS-ek fluoreszcens festékekkel torténd jeldlését kovetéen a
kezeletlen és indukalt mintakbol szarmazd cDNS mintakat a 18664 human gént reprezentald
cDNS chiphez hibridizaltattuk. A fluoreszcens jeleket a ScanArray Lite konfokalis lézer
szkennerrel mertlk, a kapott nyers adatokat pedig a GenePix Pro 3.0 szoftver felhasznalasaval
analizaltuk. A munkak ezen része a Szegedi Bioldgiai Kdzpont Funkcionalis Genomikai
Laboratoriumaval egylttmuiikodve készilt.

Az eredmények feldolgozasanal szigori sziiréket alkalmaztunk. A tovabbi
vizsgalatokba csak azokat a geneket vontuk be, melyek fliggetlen Kkisérletek soran
reprodukalhat6an legalabb kétszeres valtozast mutattak. Az igy kapott adatok feldolgozasaval,
bioinformatikai modszerekkel és publikus adatbazisok felhasznalasaval (Entrez Gene, Gene
Cards) vizsgaltuk azokat a lehetséges jelatviteli és metabolikus folyamatokat, melyekben



szerepet jatszo gének kifejezé6dése megvaltozott a mikrobialis kezelések hatasara. A valtozast
mutaté géneknek meghataroztuk a feltételezheté funkciojat az irodalmi kereszthivatkozasok
és a bennuk taldlhatd ismert funkcioju domének szisztematikus atvizsgalasaval. Ezaltal
atfogobb képet szereztlink az egyes genek altal kodolt fehérjék funkcionalis kdrnyezetérol.

A kulénb6z6 mikrobidlis anyagokkal kezelt keratinocitak transzkriptoma valtozasait
0sszehasonitva egy érdekes megfigyelést is tettiink. A gének nagyobbik részét az egyes
anyagok specifikusan indukaltak illetve gatoltdk, és csak kisebb csoportjuk jatszhat a
patogének elleni altalanos immunvalaszban kdzponti szerepet (1. abra). Ezek kdzott talaltunk
tobbek kozott a sejtek energia metabolizmuséaban, transzlaciés folyamatokban, DNS
metabolizmusban, illetve riboszomalis biogenezisben fontos géneket.
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1. Abra A Kkisérletek soran azonositott gének nagyobb részének kifejezédése patogénspecifikus —véltozast
mutatott.

Mindezek az eredmények jo 6sszhangban voltak kezdeti feltevestinkkel, mely szerint
az epidermalis keratinocitak rendelkeznek az immunsejtek egyik legfontosabb jellemzéjével,
vagyis kilonbdzé mikrobdk tdmadésa esetén a betolakodo tipusatol fuggo, hatékony valaszt
képesek generalni. Ezt tdmasztjak ala munkacsoportunk azon megfigyelései is, mely szerint a
bor sejtjei kifejezik a kiloénbdzo patogének felismerésében fontos szerepet jatszd Toll-like
receptorok csaladjanak szamos tagjat. Megmutattuk, hogy a TLR-2 és a TLR-4 RNS és
fehérje szinten is kifejezédik immortalizalt HaCaT keratinocitakban. Az altalunk kidolgozott
szinkronizalt HaCaT rendszer alkalmazasaval, ami jol modellezi a keratinocitak proliferacios
és differenciacios folyamatait, azt is belattuk, hogy mindkét gén kifejez6dése és a fehérjek
azzal a megfigyeléssel is, hogy a human epidermiszen beliil a fels6 rétegekben elhelyezked6
differencialt keratinocitak jatsszak a legfontosabb szerepet az immunfolyamatok soran, hiszen
ezek azok a sejtek, melyek szoros kapcsolatban vannak a kulvilaggal, és elészor talalkoznak a
betolakodd mikroorganizmusokkal.

(Pivarcsi A, Koreck A, Bodai L, Szell M, Szeg C, Belso N, Kenderessy-Szabo A, Bata-
Csorgo Z, Dobozy A, Kemeny L.: Differentiation-regulated expression of Toll-like receptors 2
and 4 in HaCaT keratinocytes. Arch Dermatol Res. 2004 Aug;296(3):120-4.)

3. A P. acnes altal kivaltott globalis génexpresszios valtozasok részletes vizsgalata



A fent részletesen bemutatott Kkisérleteink eredményeképpen rendkivil nagy
mennyisegi adatot sikerult nyerniink, amelynek feldolgozésa folyamatos. Figyelmniiket ezért
az acne vulgaris kialakulasaban kozponti szerepet jatsz6 P. acnes altal kivaltott
génexpresszios valtozasok elemzésére iranyitottuk.

A 3 0rads adatok esetében mintegy 416 gén mutatott valtozast, 206 kifejez6dése
fokozodott, 210 expresszidja csokkent. 24 dranal ezzel szemben 155 gen kifejezédése nott,
181 esetben pedig csokkenést detektdltunk (6sszesen 366 gén). Mintegy 33 olyan
transzkritumot talaltunk, amely mindkét idépontban valtozast mutatott. Ezek kdzott
transzkripcids regulatorokat, a lipid metabolizmusban szerepet jatsz6 geneket, valamint
jelatviteli folyamatok szereploit talaljuk.

A géneket ezutan altalunk definialt mesterséges csoportokba rendeztik. Az egyes
kategoridk meghatarozasa a GO adatbazis (Syntax Ontology Database -
http://obo.sourceforge.net) alapjan tortént. Ezek példaul az apoptdzisban, a sejtciklus
szabalyozésaban, vagy a differenciacios, és jelatviteli folyamatokban résztvevé géneket
magukba foglalé kategdriak (2. abra).
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2. Abra A P. acnes kezelés hatasara megvaltozott expressziot mutatd géneket funkciojuk alapjan altalunk
mesterségesen definialt csoportokba soroltuk.

A KEGG (http://www.genome.jp/kegg/) és a BioCarta  adatbdzisok
(http://www.biocarta.com/genes/index.asp) felhasznalasaval pedig azt vizsgaltuk, hogy
kijelolhet6ek-e olyan konkrét szignal transzdukciés vagy metabolikus folyamatok, melyek
szerepet jatszhatnak a mikrobidlis anyagokra adott sejtvalaszban. Szamitogépes elemzések
alapjan egyediul a MAPK jelatviteli utvonal adott statisztikailag szignifikans eredményt
(p<0.013), melyrél ismert, hogy szinte alig van olyan bioldgiai folyamat amelyben ne jatszana
valamilyen szerepet.

4. A P. acnes és a bor sejtjei kozotti kolcsonhatés génszintii vizsgélata

Az altalunk részletes vizsgalatnak aldvetett gének kivalasztasa a cDNS chipes
adataink, valamint kordbbi eredményeink figyelembe vételével tortént. Munkank soréan real-
time PCR, ELISA, és immuncitokemiai modszerekkel vizsgaltuk a P. acnes baktérium hatasat
a keratinocitak gyulladésos citokin, illetve antimikrobialis peptid termelésére.

A hamsejtek a szervezetet tamadd mikroorganizmusok felismerésére soran képesek a
professziondlis immunsejtek aktivalasara, es a veszély helyére iranyitdsara kemotaktikus



sajatsagu molekuldk szekrécidjanak segitségével. llyen kemotaktikus hatast gyulladasos
citokin az interleukin 8 (IL-8/CXCLS8), melyrél korabban mar igazoltuk, hogy termelédése
fokozddik lipopoliszaccharid (LPS), peptidoglycan (PGN), valamint Candida albicans
hatasara is. Ujabb eredményeink megmutattak, hogy a keratinocitdk 1L-8 RNS és protein
termelédése fokozadik a P. acnes baktériumkezelés hataséara.

Részletes vizsgalataink soran egy érdekes jelenségre is felfigyeltink. Az 1L-8
génkifejezodés, illetve a protein szekrécié valtozasanak mértéke és idobeli Kinetikdja nem
valtozott megegyezé modon, ha eltér6 P. acnes Klinikai izolatumokat alkalmazunk a
kezelések soran. Az altalunk felhasznalt P. acnes torzsekrol késobb azt is megéllapitottuk,
hogy ezek eltéré, fajon beluli filogenetikai csoportokba tartoznak. Eredmenyeink alapjan
feltételezzllk, hogy az Altalunk felhasznalt baktérium torzsek eltéré patogenicitassal
rendelkezhetnek.

Az IL-8 gén szabalyozasanak megismerésére vegzett kisérleteink azt mutattak, hogy a
Gram-pozitiv baktériumok, igy a P. acnes felismerésében szerepet jatsz6 TLR-2 (Toll-like
receptor-2) fontos szerepet jatszik. Ha a TLR-2 funkcidjat blokkol6 ellenanyag jelenlétében
kezeltiik a keratinocitakat a baktériummal, az IL-8 kifejez6désének fokozodasa szignifikansan
kisebb mértéki volt mind RNS, mind pedig fehérje szinten. Ez arra utal, hogy a TLR-2 altal
aktivalt jelatviteli folyamatok hozzajarulnak az IL-8 gén kifejezédésének megvaltozasahoz,
de emellett még més tényezok is szerepet jatszanak a szabalyozéshan.

Hasonl6 eredmeényeket kaptunk a hDB2/DEFB4 (human b-defensin 2) gén vizsgéalata
sordn, mind RNS, mind fehérje szinten megndvekedett expressziot detektaltunk a
baktériumkezelés soran egyes P. acnes izolatumok esetében. A hBD2 az antimikrobilis
hatast peptideket kddold gének kdzé tartozik, melynek szerepe lehet egyrészt a betolakodd
eliminalasaban, illetve a patogen specifikus immunvalasz kivaltasaban. Mivel a rekombinans
hBD2 fehérjének nem volt szignifikans hatdsa a P. acnes baktériumok életképessegére, ezért
feltehetéen immunregulald hatésa jatszik fontos szerepet az altalunk vizsgalt folyamatokban.

Az interlekin-1 (IL-1) nevii gyulladdsos citokin az irodalmi adatok szerint a
keratinocitdkban konstitutiv. mddon expresszalodd gen, melynek Kkifejez6dése kilso
stresszhatasokra (pl. héstressz, UV besugarzas, LPS, citokinek) fokozodik, és igen jelentés
szerepet jatszik szamos jelatviteli folyamat aktivalasadban. Az altalunk vizsgalt P. acnes
Klinikai izolatumok nem okoztak szignifikans expresszidés valtozast az IL-1 gén
kifejezodésében. A 3 oras chipes adatok kozoétt szerepelt azonban az IL-RA jeli gen
(interleukin 1 receptor antagonista), mely az IL-1R receptorhoz kétédve megakadalyozza az
IL-1 molekulak receptorhoz kapcsolddasat, és a target sejtek citoplazméjaban gatolja a ligand
kotodése kovetkezteben indulo jelatviteli folyamatokat. Mind a chipes eredményeink alapjan,
mind pedig a késébbi validalasok soran azt tapasztaltuk, hogy a P. acnes baktériummal
torténoé kezelés hatasara megndvekszik a keratinocitdkban ezen receptor antagonista mRNS-
ének mennyisége. A fent leirtak alapjan feltételezzik, hogy hatasat agy fejti ki, hogy a
krénikus gyulladasos folyamatok kialakuldsat akadalyozza. Ehhez hasonl6 jelenségek tehetik
lehetéve azt is, hogy normalis koérilmenyek kozott a P. acnes a boér természetes rezidens
mikroflorajanak egyik legjelentésebb tagja, és fontos szerepet jatszik az egészséges bor
muikddésében.

Sajat és irodalmi adatok is alatdmasztjék, hogy a természetes immunfolyamatok sorén
a kilonféle mikrobialis anyagok az immunsejtekben az NF-kB transzkripcios faktor nuklearis
transzlokéacidjat okozzak. Ennek eredményeképpen szamos gyulladasos citokin, kemokin, és
antimikrobialis hatasi gén kifejez6dése megvaltozik TLR-fuggé mddon. Kisérleti
eredmeényeink azt sugalljak, hogy az epidermélis keratinocitdkban a patogének hatdséra a
professzionalis immunsejtekhez hasonld jelatviteli folyamatok jatszodnak le.

(1. Nagy I, Pivarcsi A, Koreck A, Szell M, Urban E, Kemeny L.: Distinct strains of
Propionibacterium acnes induce selective human beta-defensin-2 and interleukin-8



expression in human keratinocytes through toll-like receptors. J Invest Dermatol. 2005
May;124(5):931-8.

2. Pivarcsi A, Kemeny L, Dobozy A. Innate immune functions of the keratinocytes. A
review. Acta Microbiol Immunol Hung. 2004;51(3):303-10. Review. )

5. A keratinocitak immunfunkcidit befolyasolo szerek hatasanak vizsgalata

A keratiocitdk mikrobialis anyagokkal tértené kolcsonhatasanak vizsgalata soran egy
olyan komplex vizsgalati rendszert sikerllt laboratoriumunkban beéllitani, amely lehetévé
teszi ezen sejtek immunfunkcioit befolyasol6 anyagok hatasmechanizmusanak jellemzését. A
rendszer felhasznalasaval olyan kisérleteket végeztiink, melynek sordn 6sszehasonlitottuk a
szintetikus kortikoszteroid tipust budesonid, illetve a nem-szteroid gyulladascsdkkentok
csaladjaba tartozé tacrolimus hatasat.

LPS-sel kezelt keratinocitidkat kezeltink a fenti anyagokkal, és kvantitativ RT-PCR,
ELISA, valamint &ramlasos citometrias modszerekkel vizsgaltuk gyulladasos citokinek (IL-
1a, IL-8, TNFa), valamint a TLR2 és TLR4 kifejezédeseben bekdvetkezé valtozasokat mRNS
és fehérje szinten.

Az altalunk vizsgalt két anyag kozil a budesonid csokkentette az LPS hatasara
bekdvetkez6 IL-8 expresszio fokozodast RNS és fehérje szinten egyarant, és fokozta a TLR2
kifejezodését. A budesonid hatdsmechanizmusanak vizsgalata soran azt is megmutattuk, hogy
a fenti események hétterében a keratinocitdk immunfunkcidja sordn kézponti szerepet jatsz
NF-xB aktivalédasanak gatlasa all. A tacrolimusnak ezzel szemben sem a fenti gének
kifejezodéesére, sem az NF-«kB aktivacidjara nem volt szdmottevé hatésa.

Bar az Altalunk vizsgalt mindkeét szert elterjedten hasznaljak gyulladasos
borbetegségek esetében, eredményeink arra utalnak, hogy hatasukat egymastol teljesen eltéré
maodon fejtik Ki.

(Kis K, Bodai L, Polyanka H, Eder K, Pivarcsi A, Duda E, Soos G, Bata-Csorgo Z,
Kemeny L.: Budesonide, but not tacrolimus, affects the immune functions of normal human
keratinocytes. Int Immunopharmacol. 2006 Mar;6(3):358-68.)

6. Eredményeink Kkiterjesztése mas sejttipusokra

Felvetodott bennink az a kerdés is, hogy vajon a szervezetet a kilvilagtol elhatarold
egyeb szervekben/szovetekben talalhatd, nem immun-eredeti sejtek képesek-e az epidermalis
keratinocitdkhoz hasonléan a tamad6é mikroorganizmusok felismerésére, és immunvalasz
inditasara. Ennek megvalaszolasara megvizsgaltuk azt is, hogy vajon a bérben megtalalhato
tovabbi sejttipusok, mint példaul a szebocitdk, valamint a vaginalis epitéliumban talalhatd
sejtek kifejezik-e a Toll-like receptorokat, és képesek-e gyulladasos citokinek, kemokinek és
antimikrobidlis hatasu fehérjék termelésére mikrobialis eredetii anyagok hatasara.

Eredmenyeink alapjan azt a kdvetkeztetést vontuk le, hogy a patogén tamadasoknak
kitett felUleteken az altalunk eddig megvizsgalt sejttipusok mindegyike rendelkezett a
mikrobak azonositasdnak képességével, annak ellenére, hogy egyikik sem tartozott a
professzionalis immunsejtek kozé. Bakteridlis és gomba-eredetii anyagok hatasara szamos
olyan anyag termel6dése fokozodott, melyek fontos szerepet jatszanak a velesziletett és
adaptiv immunfolyamatok elinditasaban és szabalyozasaban. Antimikrobialis hatast anyagok
termelése révén pedig szerepik lehet a patogenek ,,kordaban tartdsdban” mindaddig, amig az
immunsejtek a timadéas helyére nem érnek.

(1. Pivarcsi A, Nagy I, Koreck A, Kis K, Kenderessy-Szabo A, Szell M, Dobozy A,
Kemeny L.: Microbial compounds induce the expression of pro-inflammatory cytokines,



chemokines and human beta-defensin-2 in vaginal epithelial cells. Microbes Infect. 2005
Jul;7(9-10):1117-27.

2. Nagy |, Pivarcsi A, Kis K, Koreck A, Bodai L, McDowell A, Seltmann H, Patrick S,
Zouboulis CC, Kemeny L. Propionibacterium acnes and lipopolysaccharide induce the
expression of antimicrobial peptides and proinflammatory cytokines/chemokines in human
sebocytes. Microbes Infect. 2006 Jul;8(8):2195-205.)

7. Eredményeink elméleti és gyakorlati haszna

A hamsejtek immunfunkciojanak vizsgalatai csak az utobbi par évben kerlltek a
figyelem és a kutatasok kozéppontjaba, ezért egyelore kevés adattal rendelkeziink. Munkank
soran szamos olyan g@ént azonositottunk, amely fontos szerepet jatszik a bor
immunfolyamataiban, és megvizsgéltuk ezek pontos szerepét, valamint szabalyozasat is
mikrobialis anyagok hatasara epidermalis Kkeratinocitdkban. Eredmeényeink elméleti
jelentésége mellett gyakorlati hasznuk is elvitathatatlan. A bor sejtjeinek koros mikodése
kovetkeztében a mikrobak tamadasa hozzajarulhat kulonfele borbetegség kialakulasahoz. Jol
ismert, hogy a népesség nagy szamat érint6 acne vulgaris patomechanizmusaban példaul
fontos szerepet jatszik az altalunk is vizsgalt P. acnes baktérium. A bdérelvaltozasok
kialakulasanak hatterében allé folyamatok jobb megismerése pedig hozzajarulhat (j terapias
eljarasok kidolgozasahoz, melyek gazdasagi jelentosége is oriasi lehet.

Ezen az uton jelent fontos 1épést az a torekvésink, hogy Uj elméleti jelentdségi
eredményeinket a gyakorlati életbe is atlltessiik, mint azt a jelen palyazat keretein belll az
immunmodulélo szerek (budesonid és tacrolimus) hatasmechnizmusanak 6sszehasonlitasa
esetében tettlk.



