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BEVEZETES

A peroxisoma proliferator aktivalt receptor (PPAR) a steroid magreceptor-csalad tagja.
A magreceptorok ligand altal aktivalt transzkripcids faktorok, a sejt és a szervezet
alapmiikddéseit génszinten szabalyozzdk. A ligandok hormonhatasu anyagok, melyek
kdzvetlenil befolyasolhatjak a sejtproliferacid, a differenciécid és a sejthalal szempontjabdl
kulcsfontossagu gének kifejezédését. Az egész szervezet szintjén szabalyozzak az
egyedfejlodést, valamint az anyagcserefolyamatok homeosztazisat. Jelent6ségik, hogy a
kornyezeti hatasok rajtuk keresztiil kozvetlenil szabalyozzak a DNS-ben hordozott genetikai
informaciok atirasat.

A daganatok kialakulasa soran és proliferativ, gyulladasos betegségben a proliferacio,
differenciacid és apoptosis kisiklasa észlelheté. Ezért felismerése utan tobb kutatocsoport
nagy reményeket fizott a magreceptor csaladnak a bérben betdltott funkciojahoz. Mi is ezert
valasztottuk tanulmanyozasunk célpontjaul a palyazat beadasakor a borgydgyaszatban még
kevéssé ismert peroxiszoma proliferator aktivalta receptort. Eredetileg az in vitro
alapkutatasok mellett tavlatilag két gyakori bérgydgyaszati  korképcsoportban, a
nonmelanoma bdordaganatokban (nonmelanoma skin cancer, NMSC) és a psoriasisban
kivantunk a PPAR patomechanizmusban betoltott szerepérsl adatokat nyerni.

A sajat és masok vizsgalati eredmenyei, valamint kutatasi lehetéségeink miatt a
projekt idotartama alatt a NMSC vizsgalatokat a PPAR-ok keratinocyta tenyészetben UVB
hatdsokra adott valaszaiban tanulmanyoztuk. Az eredeti alapkérdestél (PPAR-oknak milyen
regulacids szerepe van a photocarcinogenesisben, a psoriasis patomechanizmusaban, valamint
egyes ligandok preventiv, vagy terapias hatastak-e ezekben a dermatoldgiai betegségekben?)
részben eltértlink, azaz nem teljesen bontottuk ki az eredetileg kdzponti témanak tekintett
sejtciklus és a repair mechanizmusok tanulmanyozasat, ehelyett érdeklédeésink a PPAR
lehetséges szerepének tanulmanyozésa iranyaba terelédott, egy mésik igen gyakori kérkép, az
acne patomechanizmusaban.

Egy magreceptor csaldd, a PPAR szerepének vizsgélata soran a biologiai folyamatok
kilénbdzo szintjei térképezodnek fel. In situ jelenléte, mennyiségi meghatarozasa (Western
blot) mellett nagyon hasznos a transzkripcio végtermékének, az mRNS expresszié mértékének
és mennyiségenek a meghatarozasa. A microarray technoldgia, a cDNS chip lehetéséget
teremt a teljes genom expresszivitasdnak tanulményozasara egy-egy adott idében. Az mRNS-
re vonatkozo pontos mennyiségi adatok pedig a valos ideji kvantitativ reverz transzkriptaz-
polimeraz lancreakcié (qRT-PCR) elvégzése utan nyerheték gyorsan. Igy ez az egyik
leggyakrabban hasznalt modszer kiilénbdz6 bioldgiai rendszerekben az mRNS szintii gén-
expresszid vizsgélatara. Ezért vélthatta fel ez az érzékeny, gyors modszer az mRNS-ek
mennyisegi meghatarozasara az évekig aranystandardként hasznalt Northern-blot technikat. A
vizsgalataink sordn ez volt a leggyakrabban hasznalt mddszer. Kezdetben fel Kkellett
figyelniink arra a problémara, hogy a kisérletben egy mRNS abszolut szintje 6nmagaban nem
tlkrozi pontosan a génexpresszio mértékét. A minta mennyisége, sejtszdma, az RNS
mindésége €s mennyisége, a reverz transzkriptaz reakcio hatékonysaga mind befolyasolja az
RNS-ek abszolut mennyiségét. Viszonyitasi alap, normalizalas sziikséges a qRT-PCR reakcid
soran kapott adatok interpretalasahoz. Ilyen normalizalasi lehet6ség példaul a minta
sejtszdma, DNS vagy totdl RNS mennyisége, valamint referencia gének alkalmazasa.
Kezdetben a vizsgalatokhoz legtobb esetben ismert, stabilan expresszalodo, ugynevezett
house-keeping (haztartasi) gént tapasztalati Uton valasztottak ki. Mara mar nyilvanvaldva valt,
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hogy ezek expresszidja is valtozhat bizonyos korilmények (proliferacio, differenciécio,
apoptosis, kilsé farmakologiali, fizikai hatasok) kozott.

A keratinocyték f6 funkcidja a szervezet védelmére létrehozott szaruréteg kialakitésa,
mely a differencialédasuk kovetkezmenye. A bazélis rétegben proliferalddé hamsejtek
terminalis differenciacioja soran szamos gén expresszivitasa megvaltozik. Uj differenciécios
gének ismerete Uj terapids lehetéséget rejt magaban. A sejtproliferaciot, differenciaciot a
kdrnyezeti hatasok, ultraibolya sugarzas (UV) befolyasolja, ami génexpresszios valtozasokat
is eredményez. A sejtciklus valtozasok nyomon kdvethetéek aramlasi citometriaval, de egy
adott noxa utan bekovetkezé sejtciklusbeli eltérések elutrialassal —szétvalaszthatd
sejtfrakcidkon is tanulmanyozhatok.

A stratum corneum kialakitasaban a keratinocytak lipid homeosztazisanak is jelentés
szerepe van, az UV besugarzas utan a barrier funkciok valtoznak. A bérben 1évé masik 6
lipidforrés a faggyumirigyek altal termelt faggyu, mely a mirigysejtek elhaldsanak terméke, a
stratum corneumhoz hasonléan. Szamos kutatas kimutatta, hogy a PPARy magreceptor
molekulanak kulcsszerepe van a sebocytak és a faggyumirigyek miikddésében, azonban az,
hogy a PPARy-nak mi ez a szerepe, még nem vildgos, mivel a kutatdsok eredményei
ellentmondasosak. Kevés az ismeret arrol, hogy a PPARY heterodimer partnerével, a retinoid
receptor X-szel (RXR) egylttmtkddve mely transzkripcios folyamatokat iranyitja.

AZ ALKALMAZOTT MODSZEREK:

UV sugérforras:

TLO1 és TL12 (Philips) UVB-fenyforrasok

Multitester (Saalman)

Minimalis eritéma ddzis (MED) meghatarozésa in vivo vizsgalatokhoz

Humén szévetmintak:

DEOEC Borklinikan kezelt betegek el6ézetes tajékoztatas és irasos beleegyezese utan. Terapias
célt tumoreltavolitasok szdvettani feldolgozasra nem keriilé széli része. Keratotomias biopszia.
Circumscisiobol szarmazé fitymabor.

Sejttenyésztés:

HaCaT spontan immortalizalt keratinocyta,

Normal humén keratinocyta (NHEK), differenciacié-indukcié  konfluenciaig torteno
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Hisztopatoldgia, immunhisztokémia — Immunperoxidaz médszer

Hematoxilin-eosin festés utan a hdm szerkezetét, a gyulladasos infiltratumot vizsgaltuk.
Avidin-biotin-peroxidaz modszer Vectastain ABC kit (Vector Labs.) vagy DAKO LSAB
kittel: A primer antitesteket 4C°-on egy éjszakan at inkubaltuk. A reakciot diaminobenzén
tetrahidroklorid, (DAB) vagy aminoetilcarbazon (AEC) szubsztrat hasznalataval tettik
lathatéva, majd hematoxilin hattérfestest alkalmaztunk. A PPAR esetén catalisalt signal
amplifikacids rendszert (CSAII) hasznaltunk. Antitestek: PPAR isoformak elleni antitestek,
RXR

Laser capture mikrodissectio

Specidlisan kezelt és beagyazott hisztopatologiai blokkbol készilt metszetb6l mikroszkop
alatt laser nyaldbbal a keresett strukturat (faggyumirigy) kivagva, Eppendorf csében
felfogtuk, majd RNS-t szeparaltunk beléle.

Comet assay (single cell gél electrophoresis)

Az eukaridta sejtek szuszpenziojat targylemezen agaroz gélbe agyaztuk. A sejtek citoplazmajat
és a DNS-hez kotodé fehérjeket lizalo pufferben tavolitottuk el, majd alkalikus kdzegben




elektroforetizaltuk. DNS-hez kétodé fluorescens festékkel jelezve fluoreszcens mikroszkdp alatt
a sejtmagok Ustokosre emlékezteté képet mutattak A fejrészhez kapcsolodo farok hossza és
intenzitasa a sejtben bekovetkezett DNS-kéarosodas mértékét jelzi. Vizualisan, vagy komputer
image analizis (Kinetics 5.0) segitségével értékeltik.

Eletképességi vizsgalatok:

Tripan kék exclusios festés.

MTT teszt. A sérga formazansét az él16 sejtek mitokondriuma kék formazénna alakitja. A
szineltérés fotométerrel meghatarozhatd. Az atalakitas mértéke aranyos az él6 sejtek
szdméval.

Differenciacios markerek

Keratinocytakon ismert differencidlédasi gének (keratinocyta transzglutaminaz (KTG),
involucrin, SCALP) mRNS vagy protein expresszidjanak vizsgalata

SZ95 immortalizalt human sebocyta sejtvonalon hataroztuk meg. Oil-Red-O festéssel, illetve
fluorimetrias maddszerrel kvantitativ lipidanalizist végeztink

Sejtciklus-analizis

A sejtciklus kilonbozé fazisaban 1évé sejtek DNS tartalma eltér. Aramlasi citométerrel
vizsgalhato.

Elutrialas:

A sejtek nagysaguk és DNS tartalmuk alapjan az ellendramlésos centrifugélassal tobb
szinkron frakcidra vélaszthatok.

RNS extrakcio Trizol vagy RNaesy maodszerrel, a mindségi analizis Agilent 2100 bioanalizatorral
tortént.

Valés idejii kvantitativ RT-PCR

A Tagmann prdba segitsegevel végzett valos ideji reverz transcriptaz polimeraz lancreakcio
(RT-PCR) lehet6ve teszi az RNS mintdk kvantitativ meghatarozasat (Applied Biosystem).
Protein extrakcid

Microarray

3 huméan minta RNS-ének 0sszegyiijtése utan Affymetrix HGU133 plus 2.0 GeneChips-en
tortént a NHEK konfluencia indukalt differenciécié 0., 1., 4. napjan.

Statisztikai analizis

Az adatokat PC felhasznalasaval, Excel tablazat kezel6 programban rdgzitettik és
dolgoztuk fol. Tovabbi statisztikai elemzést Statisztika for Windows szoftver segitségevel
veégeztink. A comet assay computer image analizise a Komet 5.0 (Kintics) szoftver segitségével
tortént, az adatokat a fentiekben leirt modon taroltuk és dolgoztuk fel Man Witney U tesztet
alkalmazva. A valo6s ideji kvantitativ RT-PCR adatok analizise az SDS 2.2. szoftwerrel
tortént, majd Excel programban veégeztik a normalizalast. A génexpressziok stabilitdsanak
vizsgalatdhoz a Normfinder algoritmust és GeNorm szoftvert hasznaltuk.

A microarray adatok analizalasa a szabad hozzaféresii Cytoscape 2.5 és Bingo 2.0
tortént. A korabban keratinocyta differenciacio sordn nem azonositott gének keresése az
adatok alapjan a nagy eltéréseket mutatd gének PUBMED adatbazisban torténé egyenkeénti
alapos attekintésével tortént. A mikroarray adatait 6sszehasonlitottuk psoriasis (GDS2518)
Gene Expression Omnibus (GEO) expresszids adataival. Ennek kapcsan az internetes adatok
statisztikai Ujra analizal&sa is megtortént.

EREDMENYEK:

1. A teljes genom szintii valtozasok keratinocyta differenciacié soran

A keratinocyta (KC) differenciacié génexpresszios vizsgalata néhany differenciacios
marker felhasznalasaval alaposan tanulméanyozott, azonban teljes korii genomot eérint6
vizsgalat alig taldlhato az irodalomban. A normalisan veégbemené differenciacio a



keratinocytak lehamlasat eredményezi. Daganatok képzédése sordn a differencidcidé folyamata
modosul, k&rosodott.

Konfluencia indukalt differenciacié utan teljes genomialis valtozasok keriiltek
rogzitésre microarray technika segitségével. A boérgyogyaszati szempontbdl potencialis Uj
kandidatus géneket valos idejii RT-PCR és immunhisztokémia segitségéevel validaltuk. 932
gén expresszidja volt 2,5-sz6r nagyobb és 629 gén expresszidja volt alacsonyabb a
kontrollhoz képest konfluencia indukalt keratinocyta differenciécié soran.

A komplett human genombdl 37 gén tébb mint 20-szorosara felregulalodott, 21 gén
pedig 8-szor kisebb mértékben expresszalddott a konfluencia indukalt KC differenciacid
soran. Az ismert differenciacid indukalt gének megtalalhatoak voltak a felregulalt gének
kozott, igazolva ezzel a modell hasznalhatosagat. Az adatok a szabadon hozzaférhet6
psoriasis expresszios adatokkal 6Osszehasonlitva megerdsitik a kivalasztott géncsoportok
validitasat.

Kalcium indukéltan differencialodd NHEK kultdrabol izolalt mRNS valosideji RT-
PCR-rel tortént vizsgalataban tovabb validaltuk a kivalasztott Uj, eddig nem kozolt, de az
irodalom attekintése alapjan potencialisan a differenciacioban jelentés 12 (SPINK7, SPINKG,
RNF39, PKP3, HMOX1, ICEBERG, FOXQ1, GLRX, ELMOD, FAM43A, PLA2G4B,
TAOK1), valamint 3 ismert (P13, TGM1, DMKN) gént. Mind a 3 ismert gén a kalcium
indukalt differenciacioban is jelentésen upreguldlddott, a 12 potencialisan differenciacioval
0sszefliggd génbaol 8 hasonldan viselkedett.

Az upreguldldédd gének koziul négy gén protein termékének expresszidjat a normal
human epidermiszben biopszias minta felhasznalasaval, immunperoxidaz maodszerrel
tanulmanyoztuk: A hemoxigenaz 1 (HMOX1) a varakozéssal ellentétben nemcsak a
differencialodott kiilsé rétegben, hanem az egész hamban fest6dést mutatott. A glutaredoxin
(GLRX) a kilsé rétegekben és néhany izolalt KC-ben volt kimutathat6 az alsé rétegekben. A
forkhead box Q1 (FOXQ1) diffiz, de a differencialddassal er6s6dé mintazatot mutatott. A
plakophilin-3 (PKP3) a varakozassal ellentétben a bazalis rétegre lokalizalddott.

Kevés KC differenciacidval leregulalt gén validalt, ezek kozil a fibroblast growth
factor receptor 2 és az epidermal growth factor receptor a mi vizsgélatainkban is a negativan
befolyasolt gének kozott volt. A felregulalodd gének kozul vizsgalt 12-bél 8 hasonloan
viselkedett a Ca®* indukalt differenciacio soran is mutatva a két modell kozotti hasonlésagot,
de ki is emelve a modellek kozétti kiilonbdzéseget. A PPAR delta mind a két rendszerben
felreguldlodott, mig a PPAR alfa a konfluencia indukci6 soran negativan szabalyozédott.

A dermalisan jelenlévé HOX1 antioxidans kapacitasa UV besugarzassal kapcsolatban
szélesebb korben tanulmanyozott. Epidermalis differenciacio dependens expresszidjarol eddig
még nem tortént kozlés. A biliverdin reduktdz ellentétes iranyu valtozasa felveti, hogy a
biliverdin magasabb koncentracidja az epidermis kuls6é rétegében UV protektiv hatéssal
fugghet Gssze.

Tovabbi vizsgalatainkbol kiemelheté még az interleukin szignaliz&cidban résztvevé
elemek markans expresszidvaltozasa: az IL-1F7, az IL-18 inhibitora 76.1-szeresen
upregulédlodott, az I1L-1F5, a feltételezetten IL-1Rrp2 antagonista 10-szeresen, hasonléan az
IL-F10-hez, ami a szolubilis IL-1RI és IL-1RI1-h6z koétodik, ami decoy receptor. Mind az IL-
lalpha, mind az IL-1béta jelentésen felszabalyozott (26.91x) a NHEK differenciacio soran,
akarcsak a jol ismert IL1Ra (3-fold) és az inhibitor IL-1RI. Az IL-1 proinflammatorikus
citokin szerepe ismert volt a KC differenciacio szabalyozasaban. Vizsgélatunkkal tobb IL-1
citokin szignalizacio szerepét a hdm differenciacio sordn. Ez tovabba a ham struktarajanak és
az immunrendszer direkt kapcsolatanak is a jele. Az epidermalis differenciaciozavarnak -
excessiv IL-1 szignalizaciét elinditva - patogenetikai szerepe lehet gyulladasos és
hyperproliferativ bérbetegsegekben. (Az eredményeket publikaciora benyujtottuk.)



2. Optimalis normalizalé gén meghatarozasa UVB besugarzas utan keratinocyta (KC)
sejtkultiraban

A PPAR-0k mRNS és protein szintti valtozasait kivantuk meghatarozni KC-ban. A KC
sejtkultdrakban (HaCaT és NHEK) a PPAR mRNS-ek valds idejti quantitativ RT-PCR mérése
soran szembe talaltuk magunkat azzal, hogy nem volt az irodalomban kell6 megbizhat6 adat
arra vonatkozoan, hogy mi az optimalis normalizal6 gén ebben a kisérleti rendszerben. Ezért
elészor szerettik volna meghatarozni az optimalis normalizalé gént/géneket.

Olyan UVB ddzist valasztottunk, amely sordn a KC-k jelentds része életképes marad,
de az UVB DNS Karosito hatasa ervenyesil. Az életképességet tripan kék exclusio
segitségevel, valamint MTT teszttel hataroztuk meg. Az UVB DNS karosodast el6idézo
hatasat alkalikus comet assay-val bizonyitottuk. Kezdetben HaCaT KC tenyészeten, majd
késobb NHEK-n is elvégeztik a meghatarozasokat. Ezt kdvetéen valosideji RT-PCR-t
végeztink 10, az irodalombdl jol ismert housekeeping génnel.

Szimbdlum A gén neve

18S 18 S riboszomalis RNS

ACTB béta actin

B2M béta-2-mikroglobulin

GAPDH gliceraldehid-3-foszfat dehidrogenaz
GUSB R-glukuronidaz

HPRT1 hipoxantin foszforibozil transzferdz 1
PGK 1 foszfo-glicerat kinaz 1

PPIA/ Cyclo peptidilprolil izomeraz/ ciklofilin A
RPLPO/ 36B4 acid riboszomalis foszfo-protein PO
SDHA sukcinét dehidrogenaz komplex A

A gének stabilitasat az interneten ingyenesen hozzéférhet6, a gének stabilitisat vizsgald ket
szoftver segitségével értékeltiik. A két programban talalhato elhanyagolhato eltérések ellenére
a legstabilabb génnek a szukcinat dehidrogenaz komplex A alcsoport (SDHA) mRNS-e
bizonyult. A kvantitativ RT-PCR ertékelése még megbizhatdbb, ha két stabil gen mértani
atlagat kozosen vesszik alapul a szamitadsokban. A vizsgalataink soran a SDHA és a foszfo-
glicerat kindz 1(PGK1) egylittes alkalmazasa adta a legstabilabb kombinaciét. UV hatasara a
NHEK-ben a tumornekrozis faktor alfa (necrosis factor alpha (TNFa)) és a vaszkularis
endothelialis ndvekedési faktor (vascular endothelial growth factor (VEGF)) génexpresszioja
valtozik. Ezen gének expresszidjanak a fent emlitett housekeeping génekre vald
normalizalasan keresztil mutattuk be az optimalis normalizalé gén meghatarozasanak
jelentéségét. (Vizsgalati részeredményeinket elgadasban és poszterben, majd az egész
kisérletsorozatot és értékelést egy publikacioban foglaltuk dssze.)

3. Magreceptorok mRNS expresszidja keratinocyta (KC) sejtkultiraban

Ezt kovetéen tenyésztett KC-kban magreceptorok expresszidjat hataroztuk meg a
proliferativ és a kilonbdzo6 differencialtsagu tenyészetekben, valamint UVB besugarzas alatt
is, emellett aramlasi citometriaval kivantuk kdvetni a sejtciklusbeli és apoptotikus
valtozasokat. Az annexin V assay bedllitdsanal nehézségeink adodtak, viszont az idékdzben
nyilt 4j kollaboracids lehetéségink révén egy ujabb metddus beaéllitasa indult el, mely a
kromatinszerkezet vizsgalatara alkalmas. HaCaT sejtekbdl elutrialas segitsegevel valogattuk
frakciokra az UV-vel besugéarzott sejteket. Ebb6l a vizsgélatbol megbizhatdan értékelt
eredményink még nincs, de a munkacsoport masik palyazatabdl, illetve kesobbi
palyazatokbol fogjuk finanszirozni a tovabbi kisérleteket.



Az UVB dozisok optimalizalasanak megéllapitdsdhoz comet assay-t alkalmaztunk.
Ezzel vizsgéltuk az UVB léziok meglétét, tehat az UV hatds érvényesilését, valamint
kijavitodasanak idobeni lefolydsat, a repair mikodését. Az alkalmazott, jelentds sejtelhalast
(apoptosist) nem okozd 20-40 mJ/cm? UVB besugérzés hatasara a PPAR mRNS szintek
csokkentek. A PPARalfa, béta és gamma mRNS alacsony szinten, de expresszalodott HaCaT-
és NHEK-ban. Kalcium indukalta differenciacio soran a RARbeta, RARgamma, RXRalfa,
RXRbéta mRNS kis, a PPARdelta nagyobb emelkedését talaltuk, UVB besugarzas utan
szintjik csokkent. Agonista ligandokkal kezelve NHEK-ban a célgének expresszidja alapjan a
PPARgamma inaktivnak bizonyult, mig az alfa kissé, a béta jelentésebben aktivnak. A
ligandok hatasa UV besugarzas utan kevesbé érvényesult. Meghataroztuk tovabba kiilénb6zo
magreceptor-ligand el6kezelések hatasat a GADDA45, az ABCG1, ADRP, CPT, PPAR target
gének mRNS expressziojara. (Ezekrdl az eredményekrdl eléadasok és poszterek formajaban
szamoltunk be.)

4. A keratinocytadk (KC) lipid anyagcseréjében fontos ATP binding casette transporter
(ABC —transzporter) molekula-csalad expresszids valtozasa UVB besugarzas utan

Az ABC transzporterek a lipidmetabolizmusban, transzportban betoltott szerepét az utobbi
évtizedekben ismerték fel. Tovabba a KC-k metabolikus folyamataiban is felszinre kerilt a
szerepllk. Az UV nemcsak a KC differenciaciot, hanem a barrier funkciét is érinti.
Meghataroztuk NHEK-on az ABC transzporterek mRNS expresszids valtozasait magas
kalcium koncentracido mellett differencialddé KC-ban valds idejii RT-PCR segitségével.
Megallapitottuk, hogy a PPARgamma szabalyozas alatt allé koleszterin transzporter ABCA1
és ABCG1, valamint a KC differenciacio-zavarral is jellemezhet6 lamelléris ichthyosissal
Osszefliggé ceramid transzporter ABCA12 gének mRNS-expresszidja a sejtek
differencialodasaval fokozodott. A molekulacsalad ABCA1, ABCA12, ABCG1, ABCC1
tagjainak MRNS szintje 40 mJ/cm? UVB besugarzés hataséra csokkent, mig az ABCF2
hosszabb splice variansdnak mRNS expresszidja ndvekedett. Késébbiekben mas palyazatbdl
finanszirozva tovabb vizsgaltuk a témat, mert az ABC transporterek szerepének
meghatarozasa a hamban segit megérteni a differenciacio és az UV hatasok mechanizmusait.
(Ezeket a bevezetd kiserleti eredmeényeket poszter formajaban mutattuk be.)

5. A PPARgamma molekula expresszioja és funkciondlis hatasa eltéré kilonb6zé
eredetii faggyumirigyekben

A lipidekben gazdag faggyumirigyekben a lipid aktivalt magreceptor, a PPARgamma
tanulmanyozésat kezdtlk el. E16sz6r borbetegekbdl szarmazo szovetminték formalinnal fixalt,
paraffinba agyazott metszeteib6l immunhisztokémiai modszerrel mutattuk ki a PPARgammat.
Friss fagyasztott borbiopszids mintakbol lézer mikrodisszekcioval nyert faggyuamirigy
izolatumbol RNS-t szeparaltunk, amibdl valds ideji kvantitativ polimeraz lancreakcié (RT-
gPCR) madszerrel mMRNS expresszids vizsgalatokat vegeztiink. Kromatin immunprecipitacios
modszer segisegével kerestik meg a kilonbézé célgének promoter szakaszain talalhatd
hisztonfehérjék szerkezetében létrejott modositasokat, melyek megmagyarazhatjak a két
modellrendszer génexpresszios mintazatanak kulonbségét. A molekula funkcidjat SZ95
immortalizalt human sebocyta sejtvonalban vizsgéltuk. Oil Red O festéssel, illetve
fluorimetrias maddszerrel kvantitativ lipidmeghatarozasok is torténtek.

A PPAR gamma és heterodimer partnerének expresszios mintazatat, valamint a target
géneket normal és patoldgids human faggyumirigyben és SZ95 faggyumirigy sejtvonalban
vizsgaltuk. Kimutattuk, hogy a PPARYy protein jelen van normal és hiperplazias faggyumirigy



sejtmagokban, valamint immortalizalt SZ95 sejtvonalban, ami masok kordbbi eredményeit
tdmasztotta ala. Hiperplazids faggydmirigyben magas szinten volt jelen a PPARgamma.
Meglepé mddon a faggydmirigy carcinoma denz nucleusokkal és vilagos citoplazmaval
jellemezheté tumorsejtjei alig mutattak PPARgamma expresszidt. A receptor csak a jol
differencialt sejtekben volt detektalhatd, bar ugyanabban a biopszias mintaban Iévé normal
faggyamirigy erés nukledris pozitivitast mutatott. Ez arra utal, hogy a PPARgamma eltéréen
expresszalodik kilonbdzo patoldgias folyamatokban és a protein kifejez6dése korrelal a

A PPARgamma heterodimer partnere, a RXRalfa protein egyforman erésen volt
kimutathaté monoklonalis antitesttel, immunhisztokémiai mddszerrel, a normal és patologias
faggydmirigy sejtmagokban. A faggyumirigy carcinoma heterogén festédést mutatott. Az
epidermalis sejtek és az egészseges sebocytdk ugyanakkor erés nuclearis pozitivitassal
festodtek RXRalfa-val. Patologids sebocytdkban tehat Kissé alterdlt az RXRalfa fehérje
megjeleneése.

Vizsgélataink szerint mRNS szinten a PPAR-ok kozil a PPARgamma volt a
dominans, az alfa és delta szintek alacsonyabbak voltak. Fokozott konfluencia mellett, ami
fokozott differenciaciot jelez, a PPAR gamma szint csokkent, mig az alfa és delta szint nétt.
Az RXR-0k kozil az alfa volt a dominans szubtipus.

Receptor agonistaval, illetve antagonistaval megprobaltuk befolydsolni a célgének
meghataroznunk az SZ95 sejtekben és a mikrodisszekalt szovetmintdkban a PPARgamma
molekula altal regulalt, lipidmetabolizmusban szerepet jatszd célgének (PGAR, ADRP,
FABP4) expresszids mintazatat. Kimutattuk, hogy a két modellrendszerben a PGAR és ADRP
celgének expresszalodnak, de az FABP4 csak a mikrodisszekalt modellen volt kimutathato.
Vizsgélataink szerint ezt a killonbséget az FABP4 gén promoter szakaszdhoz kotédé hiszton
molekulakban mutatkozé kilonbségek okozzak. Eredmeényeink alapjan feltételezziik, hogy a
génexpresszios, illetve az eltér6 hisztonmodifikacios mintazat allhat a modellek
kilénbdzoségének hatterében.

Az eredményeinket 0©sszefoglalva megallapithatd, hogy a PPARgammaéanak
sebocyta sejtvonal SZ95-ben csak meghatarozott target gének aktivalhatok PPAR
ligandokkal, eltéréen az in vivo kérilmenyekhez képest. Ez arra figyelmeztet, hogy az in vitro
sejtvonalban végzett vizsgalatokbdl levont kovetkezetéseket dvatosan lehet az in vivo
korialményekre extrapolalni. (A munka publikaciora benyujtas eldtt all.)

Feltételeztiik, hogy a sulyos acnés tiinetek hatterében esetleg a PPARgamma geén
polimorfizmusa is allhat. Elékisérleteinkben 17 sulyos acnés betegen a PPARgamma gén
exonjainak DNS bazissorrendjét szekvenalassal hataroztuk meg, de polimorfizmust nem
talaltunk. Tovéabb gydjtottink ugyan mintat, de nagyobb betegszamra nem terjesztettik ki a
vizsgalatokat.

6. Nod-like fehérjék kifejezédnek human keratinocytakban (KC).

Az innate immunitas Gjabban felismert, az inflammosoma részét képezé Nod-like fehérjéket
(CATERPILLER) mRNS szinten elészér HaCaT, majd NHEK sejteken mutattuk Ki.
Igazoltuk, hogy a Nalpl, Nalp2, Nalp3, caspase-1, ASC konstitutivan Kkifejezédik
logaritmikusan proliferalédé KC-kban. A differencialt és konflualt KC-kban az MHCII
felszini expresszid nem nétt, annak ellenére, hogy MHCII transzaktivator (CIITA) mRNS
szintje emelkedett a IV tipus promoter-aktivitas kovetkeztében, IFN gamma jelenléte nelkil
is. Késébbiekben az UV hatasat vizsgaltuk ezekre a molekuldkra, de a tovabbi kisérleteket
mar mas palyazatbdl finansziroztuk. (Az eredmények kozlés elstt allnak.)



AZ EREDMENYEK ROVID OSSZEFOGLALASA:

1. Normal humén keratinocyta (NHEK) in vitro tenyészetének alacsony dézisi UVB
besugarzasa utan valos idejii kvantitativ RT-PCR soran az optimalis normalizalé gének a
szukcinat dehidrogenaz komplex A alegysége és a foszfoglicerat kinaz-1.

2. A PPARAalfa, béta és gamma mRNS alacsony szinten, de expresszalddik HaCaT és NHEK-
ban. Kalcium indukalta differenciacié sordn a RARbeta, RARgamma, RXRalfa, RXRbéta
mRNS kis, a PPARdelta nagyobb emelkedését talaltuk, UVB besugarzas utan szintjik
csokkent. Agonista ligandokkal kezelve NHEK-ban a célgének expresszidja alapjan a
PPARgamma inaktiv, mig az alfa kisse, a béta jelentésebben aktivnak bizonyult. A ligandok
hatasa UV besugarzés utan kevésbé érvényesilt.

3. A NHEK lipid anyagcseréjében fontos ATP binding casette transporter molekulacsalad
néhany tagjanak (ABCAL, Al12, G1, C1) mRNS szintje UVB besugarzas hatasara csokkent,
mig az ABCF2 hosszabb splice varidnsanak mRNS szintje ndvekedett.

4. PPARgamma és RXRalfa expresszalddik normal és hiperplazias faggydmirigyben in vivo
és SZ95 szebocyta sejtvonalban in vitro, de alig kimutathaté a sebaceus carcinoméban. A
PPARgamma mRNS, valamint target genjei (ADRP és PGAR) mindkét modellben
expresszalodnak, de a FABP4/aP2 in situ csak a faggydmirigyekb6l mutathato Kki.
PPARgamma antagonista csokkentette SZ95 sejtekben az arachidonsavval indukalt lipid
akkumuléciét. 17 sulyos acnés betegen a PPARgamma gén DNS bazisszekvenciajaban
polimorfizmust nem talaltunk.

5. A CATERPILLER fehérjecsalad szamos tagja mRNS szinten expresszalddik tenyésztett
keratinocytakban.

AZ EREDMENYEK FELHASZNALASANAK LEHETOSEGEI:

Azzal, hogy ramutattunk az optimalis normalizalé gének meghatarozasanak jelentéségére
keratinocytakban UVB besugarzas utan a valds ideji kvantitativ RT-PCR vizsgalatokban, a
késébbi kisérletekben biztositottuk az eredmények torzitasanak elkeriilését. A teljes genom
expresszids vizsgalatok keratinocyta differenciacio soran tovabbi in silico adatgyijtésre és
fontos metabolikus, szignaliz&cids Utvonalak feltdrasara adnak lehetéséget. Az ABC
transzporter, a Nod-like fehérjék, a PPAR-ok tanulmanyozésa hosszu tavon olyan gyakori
dermatoldgiai korképek jobb megismerésehez vezet, mint példaul az acne, daganatok,
psoriasis. A patomechanizmus ismerete Uj preventiv és terapias lehetéségeket teremt.



