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Kutatasi projektiink soran elsddleges célunk a pikkelysomor pathogenezisének
vizsgalata volt sejt-€s immunbioldgiai, valamint genomikai, molekularis biologiai mdédszerek
segitségével. A haroméves projekt végrehajtdsa soran az eredeti munkatervben leirtaknak
megfelelden dolgoztunk, ezért a zar6 munkabeszamolot is a fenti bontasban készitettiik el.

Sejtbiologiai vizsgalatok pikkelysomorben

Sejtbioldgiai kisérleteinkben kimutattuk, hogy a D2 és D3 ciklinek mRNS szint
kifejez6dése szignifikanan magasabb a pikkelysomords tlinetmentes epidermiszben az
egészséges epidermiszhez viszonyitva, mig a DI ciklin mRNS szintli kifejezdédésének
vizsgalatakor nem taldltunk szignifikdns kiilonbséget. Bar a pikkelysomords tiinetes
epidermiszben a D1 és D3 ciklin fehérjét kifejezé sejtek szama szignifikdnsan nagyobb, a
sejtszamra normalizalva ez az arany az egészséges epidermiszhez viszonyitva nem valtozik. A
mintdkban a D1 és D2 ciklin fehérjét kifejezd sejtek szama alacsony volt, mig a D3 ciklin
fehérjét az epidermalis sejtek nagy szazaléka kifejezte. Eredményeink arra utalnak, hogy a
tiinetes pikkelysomords kronikus plakkban a keratinocitdk gyors egymdasutanban osztodnak
anélkiil, hogy sejtnyugalmi fazisba keriilnének és ehhez a legnagyobb mennyiségben termelt
D3 ciklin fehérjét hasznaljak.

Epidermélis sejtek flow citometrias analizisével kimutattuk, hogy a hamsejtek
proliferacidja nem kiilonbozik a tiinetmentes €s normal epidermiszben, ugyanakkor a nem
differencialt K1/10(-) hamsejtek szdma emelkedett a tiinetmentes bérben, arra utalva, hogy a
differencialodas folyamata késleltetett.

In vitro vizsgalatainkkal arra keressiik a valaszt, hogy a keratinocita novekedési faktor
(KGF) szabalyozza-e az alfa5 integrin promoter aktivitasdt a gyorsan osztodé HaCaT
keratinocitdkban. Vizsgalatokat végeztiink annak kideritésére, hogy a KGF hogyan
szabalyozza az alfa5 integrin expressziot. Szinkronizalt HaCaT keratinocitakat kezeltiink
KGF-el, majd az alfa5 integrin mRNS szintli kifejezddését vizsgaltuk 3, 6, 9, 12, 24 és 48
oraval a kezelés utan. A legnagyobb, hozzavetdleg hétszeres emelkedést a kezelést kdvetd 9.
oraban, 10 és 25 ng/ml-es KGF koncentracioknal kaptuk. A HaCaT keratinocitdkat alfa5
integrin promoter-luciferaz riporter gént tartalmazéd plazmiddal is transzfektaltuk, KGF-fel
indukaltuk, majd az alfaS integrin promoter aktivitdsdt luminométerrel detektaltuk. KGF
indukci6 hatasara megemelkedett az alfa5 integrin promoter aktivitasa, feltételezziik tehat,
hogy a KGF részt vesz az alfaS integrin kifejezddésének szabalyozasdban. A KGF-KGFR
rendszer tagjainak mRNS ¢és fehérjeszintli kifejezédésének vizsgalatat pikkelysomdrben is
elvégeztiik. A KGFR mRNS szintli expressziojat mindeddig 10 egészséges, és 5-5 tiinetes ill.
tiinetmentes epidermisz mintaban dsszevetve azt talaltuk, hogy a pikkelysomords epidermisz
mintakban (mind a tiinetesben, mind a tlinetmentesben) a gén expresszidja haromszorosa az
egészséges epidermiszben tapasztaltnak. A KGFR sejtciklus szabalyozasaban betoltott
szerepét HaCaT sejteken vizsgaltuk, megallapitottuk, hogy a KGFR magas szintli mRNS ¢és
fehérjeszintli expresszidja a magas szinten proliferald sejtek sajatsaga.

A D tipusu ciklinek redundans miikodésének tanulményozasa céljabol géncsendesitéses
kisérleteket végeztiink, amelyekben a harom D tipusu ciklin kifejezddését paronként, illetve
egylittesen is csendesitettik HaCaT sejtekben. Valos idejii RT-PCR kisérletekkel és
immuncitokémiaval igazoltuk a sikeres génspecifikus csendesitéseket. A HaCaT sejtek
morfoldgidja a transzfekcidt kovetd 72 oraig véltozatlan volt. Ezt kdvetéen azonban azt
tapasztaltuk, hogy a duplan ill. triplan csendesitett sejtek morfoldgidja megvaltozott, nagy,
multinukledlt sejtek jelentek meg a kultardban. Megfigyeléseink arra utalnak, hogy a D tipust
ciklinek expresszidjanak paronként, illetve egyiittes kombinacioban torténd csendesitése a
sejtek S fazisban torténd sejtciklus ledllashoz vezet. Korai apoptdzis marker vizsgélataval
kizartuk, hogy a paronkénti és az egyiittes D ciklin géncsendesités apoptozishoz vezetne. A
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HaCaT keratinocitak egyik jellemz6 proliferacios marker génjének, az alfa5 integrinnek,
illetve a K1/K10 korai differencidcios marker géneknek az expresszidjaban sem tapasztaltunk
valtozast. Kisérleti eredményeink arra utalnak, hogy a D tipust ciklineknek feltehetéen
alapvetd szabalyozd szerepe lehet a HaCaT sejtek sejtciklusanak S és G2 fazisaiban is, nem
csupan a GI1/S atmenetben, mint ahogy azt korabban az irodalmi adatok és sajat
eredményeink alapjan gondoltuk.

Kovetkez6d vizsgalatunkban egészséges borbol szarmazd keratinocitakat a korabban mar
hasznalt alfa5 integrin promoter — luciferdz riporter gént tartalmaz6é plazmiddal
transzfektaltunk, KGF-el indukaltuk, majd az alfa5 integrin promoter aktivitasat
luminométerrel detektaltuk. A KGF indukcié utdn vart alfa5 integrin expresszié elmaradt.
Ezzel szemben hasonld kisérleti elrendezésben vizsgalt HEK293 sejtek esetén mérhetden
megndtt az alfas integrin expresszio. Ebbdl arra kdvetkeztettiink, hogy a keratinocitak esetén
mikddik egy olyan mechanizmus, amely gatolja a KGF alfa5 integrin expressziot stimuldlo
hatasat. E mechanizmus felderitését a tovabbiakban tervezziik.

Annak vizsgalatara, hogy mechanikai stressz hatasara milyen molekularis valtozasok
kovetkeznek be a nem-1ézids pikkelysomords bdrben, enyhe mechanikai stressz hatast
alkalmaztunk, ragtapasszal 10x sértettiik a felhamot, ,,tape strippinget” végeztiink, majd shave
biopsziat vettiink harom pikkelysomords beteg nem 1€zios borteriiletérdl és harom egészséges
donort6l. Mindegyik donortél kontroll mintat is vettiink, a kontroll a sértetlen bér volt. Az
egészséges donorok mintdiban az alfa5 integrin mRNS szintje mintegy haromszorosara, mig a
KGF szintje kilencszeresére emelkedett a mechanikai stressz hatasara. A pikkelysomoros
kezeletlen mintakban az alfa5 integrin mRNS szintje eleve 0tszOrds volt az egészséges
mintakhoz viszonyitva, ami a mechanikai stressz hatdsira az egészséges mintdkban mért
indukalt mennyiség huszszorosara emelkedett. A késObbiekben tervezziik a D-tipusu ciklinek
¢s a KGFR expressziojanak vizsgalatat ugyanezeken a mintdkon. Tovabbi terveink kozott
szerepel a mintdk fehérjeszintli vizsgalata. A fenti kiilonbségek tamogatjdk azt a
feltételezésilinket, miszerint a pikkelysomords betegek tlinetmentes bdre inherens eltéréseket
hordoz, ami a betegségre valo hajlamban alapvetd szerepet jatszik.

A pikkelysomor pathomechanizmusaval, a D tipusu ciklinekkel, valamint a KGF/KGFR
keratinocitakban betoltott szerepével kapcsolatos eredményeinket kozleményekben foglaltuk
Ossze, ¢s a The Journal of Investigative Dermatology és az Experimental Dermatology c.
lapokban publikaltuk.

Ismert, hogy a pikkelysomords tiinetek teriiletén a kiilonb6zé neurotranszmitterek
expresszidja fokozodik. A projekt folyaman azt is vizsgaltuk, hogy a bdrben felszabaduld
neurotranszmitterek receptorai hogyan fejezddnek ki a human keratinocitak felszinén €s hogy
milyen mdédon hatnak a keratinocitdk citokin termelésére. Megmutattuk, hogy a a HaCaT
keratinocitakon ¢és a tenyésztett normal keratinocitdkon is kifejezédik a galanin receptor 2
(GALR2). A receptor minden bizonnyal funkcionalis, mivel galanin kezelés hatdsara a
citoszolikus Ca”" koncentracié megemelkedik a sejtekben. Immunhisztokémiai vizsgalataink
eredményei szerint a GALR2 az epidermiszben a bazalis keratinocitak felszinén fejezddik ki a
legmagasabb szinten. Egy masik munkankban azt kovettik, hogy kiilonb6zo
neurotranszmitterek, ugy mint a SP, CGRP, VIP és GAL hogyan hatnak a keratinocitak IL-
la, IL-8 és TNF a termelésére. Eredményeink szerint az 6sszes megvizsgalt neurotranszmitter
indukalta a fenti citokinek génexpressziojat, mig fehérjeszinten az IL-la ¢és az IL-8
emelkedését tudtuk kimutatni. Megvizsgaltuk azt is, a neurotranszmitterekkel valo kezelés
hogyan hat a keratinociték idegi ndvekedési faktor (nerve growth factor, NGF) kifejezédésére.
Eredményeink szerint a keratinocitak szekretaljak az NGF éretlen (proNGF) és érett formajat
isés a neuropeptidekkel kezelt keratinocitdkban ennek szintje szignifikdnsan megemelkedett.
Eredményeink arra utalnak, hogy a neuropeptideknek ill. a keratinocitdkon kifejezddo
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¢s mindezeken keresztiil feltehetden a pikkelysomor pathogenezisében is.

Immunsejtek vizsgalata pikkelysomorben

Ismert, hogy a pikkelysomor hatterében a CD4+ és CD8+ T-sejtek epidermiszbe
torténd koros bearamlasa, aktivalodasa 4all. Korabbi vizsgéalatok igazoltdk, hogy a
természetesen jelen levd, CD4+CD25+FoxP3+ regulatoros T-sejtek pikkelysomorben nem
szerepet jatszanak a betegség pathogenezisében. A funkcionalis kidrosodds oka azonban nem
ismert, ezért munkankban ennek lehetséges okait vizsgaltuk.

A regulatoros T-sejt populacid szeparalasara sajat modszert dolgoztunk ki, melynek
segitségével nagyteljesitményli aramlasi citométer nélkiil is megfelelé mennyiségl, tiszta
szabalyozd T sejteket nyerhetiink. Elsd 1épésben antitesttel konjugédlt magneses szemcsék
segitségével a CD4+CD25+ és a CD4+CD25- populéciot kiilonvalasztottuk. Az igy kapott
CD4+CD25+ sejtek koziil egy tovabbi Iépésben é&ramlédsi citometrids modszerrel
elvalasztottuk a CD127 negativ populaciot, ez utdobbi (CD4+CD25+CD127-) populéciot
tekintettiik regulatoros T sejteknek. A kapott T sejt populécidoban a regulatoros T sejtek
aranyat a FoxP3 transzkripcios faktor expresszidjanak meghatarozasaval ellendriztiik, ami
minden esetben legalabb 95% felettinek bizonyult.

Munkank egyik részében az IL-1 és IL-1R gének expressziojanak vizsgalatat végeztiik
el psoriasisos ¢és normal vérbdl izoladlt regulatoros (CD4+CD25+CD127-) és effektor
(CD4+CD25-) T-sejteken. Az IL-1 ismert proinflammatorikus citokin, melynek biologiai
hatasait az I-es tipusa IL-1 receptor (IL-1RI) kozvetiti a sejtekbe. A II-es tipusu interleukin-1
receptor (IL-1RIT) és a SILIRII (szolubilis IL-1RII) intracitoplazmatikus jelatvitelre nem
képes IL-1 kot receptorok, mig az IL-1 antagonista (IL1RN) szolubilis IL-1 k6té molekula.
Feltehetden mindharom fehérje az IL-1 proinflammatorikus hatdsainak csokkentésében jatszik
szerepet, azaz antiinflammatorikus szerepe lehet. Eredményeink szerint az interleukin 1
bioldgiai hatdsainak kozvetitéséért felelés IL-1R1 (I tipust interleukin-1 receptor) gén
expresszioja periférias vérbol izolalt effektor T-sejteken mintegy 75%-kal magasabb, mint a
regulatoros (CD4+CD25+CD127-) T-sejteken. Ezzel szemben a regulatoros T-sejteken az IL-
1R2 (II tipusu interleukin-1 receptor) és a sIL-1R2 (II tipusu szolubilis interleukin-1 receptor)
mRNS expresszidja 2- illetve 4-szerese az effektor sejteken mért értékeknek.

Normal vérbdl izolalt effektor (CD4+CD25-) T-sejtek IL-1RI génexpresszioja
CD3/CD28 aktivacid hatasara 1 ora elteltével tobb mint hatszazszorosara, 6 oraval késObb
pedig tobb mint negyvenezerszeresére fokozddik. Ugyanakkor a  regulatoros
(CD4+CD25+CD127-) T sejteken a CD3/CD28 stimulacié 1 ora elteltével csak atlagosan
haromszoros, 6 6ra alatt pedig csak mintegy 160 szoros génexpresszid fokozodast idéz elo.
Ezzel szemben az IL-1 biologiai hatasainak semlegesitését végzd decoy IL-1RII és sIL-1RII
gének expresszioja CD3/CD28 aktivacidot kovetden 1 €és 6 ora elteltével az effektor
(CD4+CD25-) sejteken gyakorlatilag nem véltozik, mig a regulatoros (CD4+CD25+CD127-)
sejteken jelentdsen megnd (6 6ra mulva 28 illetve 26 szorosara). Hasonlo eredményt kaptunk
a szintén az IL-1 hatdsait semlegesitd IL-1N expreszidjanak vizsgalatakor is, azaz a
CD3/CD28 stimulaci6 hatasara csak a regulatoros T sejtek génexpresszioja fokozdodik.

Eddigi eredményeink arra utalnak, hogy a (CD4+CD25+CD127-) regulatoros T sejtek
az effektor sejtekhez képest alacsonyabb szinten expresszaljak az IL-1 hatasédnak atviteléért
felelds IL-1 receptort. Ezzel szemben az IL-1 proinflammatorikus hatésainak semlegesitése
érdekében alapallapotban is nagyobb mértékben fejezik ki a szolubilis és sejtfelszini IL-1
antagonista molekuldk mRNS-eit, illetve sejtaktivacié hatdsara képesek ezen molekuldk
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lecsengését segithetik, masrészrdl a regulatoros T sejteket védhetik a kdrnyezetiikben 1évo
proinflammatorikus citokinek hatdsaival szemben.

Munkank masik részének célkitizése az ARTS-1 (aminopeptidase regulator of tumor
necrosis factor receptor 1 shedding) mRNS expresszidjanak meghatarozasa pikkelysomoros
¢s normal periférids vérbol ¢és borbdl izolalt CD4+CD25+CD127- (regulatoros) &s
CD4+CD25- (eftektor) T sejteken real-time quantitative PCR technikéval, illetve az ARTS-1
gén polimorfizmusainak vizsgélata. Az ARTS-1 molekula irdnyitja szamos sejtfelszini citokin
receptor (tobbek kozott az IL-1RII, a TNFR1 és az IL-6R) sejtfelszinrdl torténd levalasat,
sheddingjét, ezaltal fontos szerepet jatszik szamos immunologiai reakcioban. Leglijabban az
ARTS-1 gén polimorfizmusdt immunoldgiailag medidlt betegségekhez is asszocialtak.
Kisérleteinkben az ARTS-1 gén szerepét vizsgaltuk a regulatoros T sejtek mikodésével
kapcsoltban psoriasisban.

Egészséges egyének vérébol izolalt CD4+CD25- T-lymphocytak ARTS-1 gén
expresszidja 5,6-szor magasabb, mint a regulatoros (CD4+CD25+CD127-) T sejteké.
Pikkelysomoros betegek effektor (CD4+CD25-) T sejtjei esetén az ARTS gén expresszidja
ugyanakkor joval nagyobb mértékben, 106-szor magasabb, mint az ugyanazon betegtdl
szarmazd6 CD4+CD25+CD127- (reguldtoros) T sejteké. Kiemelendd az ARTS joval
alacsonyabb expresszidja a CD4+CD25+CD127- sejteken, mely ezaltal a regulatoros T-sejtek
negativ markereként is felfoghato.

Az ARTS-1 gén magasabb expressziojat (kb.5-sz6rdés) mutattuk ki a tiinetes
dermiszben Osszehasonlitva az egészséges dermisszel. A tiinetes epidermiszben, és a normal
epidermiszben is alacsony az ARTS-1 expresszid, a nem tiinetes epidermiszben nem
mutathatd ki az ARTS-1. A legnagyobb kiilonbség a tiinetes dermisz €s a normal dermisz
kozott figyelhetd meg.

Az ARTS-1 gén polimorfizmusait is vizsgaltuk pikkelysomorben ¢&s arthritis
psoriaticaban. Vizsgalataink soran 120 pikkelysémorben (psoriasis vulgarisban) €s 50 arthritis
psoriaticaban szenvedd beteg, kontrollként 120 egészséges egyén vérmintait hasznaltuk fel.
Az 1s17482078-as szamu SNP vizsgdlata soran statisztikailag szignifikdns kiilonbséget
talaltunk a kontroll csoport és az arthritis psoriaticdban szenvedd betegek kozott. Az
arthritises betegek kozott nagyobb aranyban fordult el6 a gén vad tipusu aléllja, mint az
egészségesek kozott, igy feltételezhetjiik, hogy a gén muténs tipusu allélja protektiv hatassal
rendelkezik az arthritis psoriatica kialakulasaval szemben. Nem volt ugyanakkor
statisztikailag értékelhetd eltérés a csak bortiinetekkel rendelkezd betegek és a kontroll
csoport kozott erre a polimorfizmusra vonatkoztatva, illetve a gén rs30187 és rs10050860-as
szam SNP-jének vizsgélata sordn a vizsgalt beteg és egészséges populaciok kozott.

Genomikai és molekularis biologiai vizsgalatok pikkelysdomorben

Genomikai és génexpresszids vizsgalataink célja olyan molekularis szintli eltérések
azonositasa volt, amelyek hozzdjarulnak a pikkelysémorre vald hajlamhoz. A palyazatot
megel6z0 idészakban azonositottunk egy nem-kodoldé RNS-t, PRINS-t, amelynek
expresszioja a pikkelysomoros tiinetmentes epidermiszben bizonyult a legmagasabbnak.
Kutatésaink egyik fo célja ennek a nem-kddold6 RNS-nek a minél részletesebb jellemzése, a
sejtek miikodésében ¢€s a pikkelysomor pathogenezisében betdltott szerepének tisztdzasa.

Real-time RT-PCR kisérletekkel igazoltuk, hogy az in vitro tenyésztett HaCaT
sejtekben a PRINS nem-kodold6 RNS gén expresszidja kiilonb6z0 stressz hatdsokra
nagymértékben (3-40X) megemelkedett. Ezekben a kisérletekben a HaCaT sejteket
kiilonb6z0 stressz hatasoknak tettiik ki: széruméheztetés, ko-inkubacid mikrobialis
anyagokkal és mikrobakkal, transzlaciogatlds cikloheximiddel ill. HSV-1-gyel, UV-B
sugarzas. Mindezekbdl arra kovetkeztettiink, hogy a PRINS gén upregulacidja feltehetden



része a sejtek stressz valaszanak. Ezt a feltételezésiinket géncsendesitéses funkcionalis
vizsgalatokkal is igazoltuk: bebizonyitottuk, hogy azoknak a HaCaT sejteknek, amelyekben a
PRINS gén expresszidja csendesitésre kertilt, csokkent a viabilitdsa széruméheztetés hatasara.

Azt is vizsgaltuk, hogy az immortalizalt HaCaT sejtekben talalt PRINS génexpresszios
szabalyozasi folyamatok ugyanolyan modon milkddnek-e tenyésztett keratinocitdkban.
Eredményeink szerint a transzlacidés inhibitor cikloheximid és a mikrobidlis dgensek a
tenyésztett keratinocitakban joval kisebb mértéki PRINS expressziot indukaltak, mint az
immortalizalt HaCaT sejtekben. Feltételezziik, hogy az eltérés oka abban rejlik, hogy a
HaCaT sejtekben eltéréen miikddnek a stressz indukalt jelatviteli utvonalak, mint normal
tenyésztett keratinocitdkban. Az eredményeinket 6sszefoglald kozleményt elkészitettiik és a
kozeljovoben publikaljuk.

Kisérleteket végeztliink abban az irdnyban is, hogy a PRINS gén expressziojanak
csendesitése milyen masodlagos génexpresszids valtozasokat okoz a sejtekben. Csendesitéses
vizsgélatainkat immortalizalt HaCaT és HeLa sejtekben is elvégeztiik és a Hela sejtek
esetében rendkiviil érdekes sejtmorfologiai eltéréseket tapasztaltunk a csendesités
kovetkeztében. cDNS chip vizsgélatot végeztiink, melynek soran HeLa sejtekben
azonositottuk a csendesités kovetkeztében fellépd génexpresszios valtozasokat. Jelenleg egy
olyan gén ill. fehérje jellemzésén (G1P3) dolgozunk, amely konzekvens down-regulaciot
mutat a csendesitett sejtekben. Mivel a G1P3 gén expresszioja kisérleti eredményeink szerint
a pikkelysomoros tiinetes epidermiszben négyszdzszorosa a normal borben tapasztaltnak,
tovabbi célunk ennek a génnek a részletes jellemzése a pikkelysomor pathogenezisében. In
vitro kisérleteink eredménye szerint a G1P3 a proliferdlo keratinocitadkban expresszalodik a
legmagasabb szinten. A valds idejli RT-PCR ¢és az immunhisztokémiai vizsgalatok azt
mutattdk, hogy a GI1P3 minden altalunk vizsgalt szervben és szovetben kifejezddik, emiatt
feltételezziik, hogy altaldnos funkcidval bir, mint a sejtek tulélését eldsegitd, antiapoptotikus
hatasu fehérje. Az immunhisztokémiai vizsgalat ugyancsak jelentds G1P3 fehérje novekedést
mutatott pikkelysomoros tiinetes epidermiszben. Eredményeink alapjan feltételezziik, hogy a
G1P3 gén a PRINS nem-kodold RNS szabalyozasa alatt 4ll és szerepet jatszik a pikkelysomor
pathomehanizmusaban anti-apoptotikus tulajdonsaga révén, fenntartva a pikkelysomoros
The Journal of Investigative Dermatology c. lapban.

Péalyazatunk egy masik fontos célkitizése az volt, a PRINS nem-kédoldé RNS-sel
fizikailag kolcsonhatd nukleinsav vagy/és fehérje molekuldkat azonositsunk. In vitro
vizsgalatainkat ribonukleoprotein (RNP) tisztito kittel végeztiik, melyben targetként a PRINS
gén elézdleg hatékonyan csendesitett régidjardl késziilt transzkript szolgalt. MALDI-TOF
technikaval HaCaT sejtlizatumbol azonositottunk két fehérjét, melyek kisérleteink alapjan
fizikailag kapcsolédnak a PRINS RNS-sel. Ismert, hogy a nucleophosmin egy konstitutivan
kifejez0dd, sejtmagi foszfoprotein, amely fontos szerepet tolt be a sejtmag és a citoplazma
kozotti anyageserében, mig a masik PRINS RNS-hez kotddd fehérje, a GRP94 egy
molekuléris chaperone hdsokk protein. Feltételezziik, hogy ez a két, chaperon funkcioval bird
fehérje, a nucleophosmin, illetve a GRP94 szerepet jatszanak a PRINS sejtmag ¢és citoplazma
kozotti transzportjaban. Jelenleg is folyé munkdink elsésorban azt célozzak, hogy e két
szabalyozasaban, valamint a pikkleysomor pathogenezisében. HaCaT sejtekkel és normal
tenyésztett keratinocitdkkal végzett kisérleteink eredményei arra utalnak, hogy mind a
nucleophosmin, mind a GRP94 akkor fejezddik ki a legmagasabb szinten a keratinocitdkban,
amikor azok aktivan proliferdlnak. Feltételezziik tehat, hogy mindkét fehérjetermék a
alapjan a GRP94 expresszidja nem mutatott kiilonbséget a pikkelysomords tiinetes ¢és
tiinetmentes mintdkban az egészséges epidermiszhez viszonyitva, mig a nucleophosmin



expresszidja szignifikansan magasabb a pikkelysomords tiinetes epidermisz bazalis rétegében.
Feltételezziik, hogy a PRINS nem kodolé RNS a fenti molekulakkal kdlcsonhatasban egy
olyan molekularis komplex szerves épitdeleme lehet, mely szerepet jatszik a sejtek stressz
indukélta folyamataiban és hogy eme komplex koros miikddése hozzajarulhat a
pikkelysomords tiinetek kialakulasahoz. A nucleophosmin molekuldaval kapcsolatos
eredményeinket egy kozleményben Osszegeztiik, amelyet a kozeljovOben terveziink
publikalni, a GRP94 fehérjére vonatkozd adatainkat pedig néhany kisérletes kiegészitést
kovetden tessziik kdzze.

Korabbi sajat eredményeink arra utaltak, hogy a pikkelysomords tiinetmentes
epidermiszbdl izolalt keratinocitdk fokozott érzékenységgel valaszolnak hiperproliferacidval
citokin indukciora, az egészséges epidermiszbdl szarmazd keratinocitakkal dsszehasonlitva.
Feltételezziik, hogy ez az inherens érzékenység hozzajarul a pikkelysomorre vald hajlam
kialakulasédhoz, és kulcs momentuma lehet a pikkelysomords tiinetek megjelenésének. Ennek
kideritésére egy olyan kisérleti megkozelitést alkalmaztunk, melyben organotipikus
kultarakban osszevetettiik a pikkelysomords tiinetmentes epidermiszben és az egészséges
epidermiszben bekovetkezd génexpresszids valtozdsokat. Munkank elsé szakaszdban a
kisérleti koriilményeket optimalizaltuk, elsédleges kérdésiink az volt, hogy a bormintak
haromnapos organotipikus kultirdban vald tartdsa milyen hatassal van az epidermiszbdl
kinyerhetd totdl RNS mindségére, az vajon megfelel-e az azt kovetd cDNS microarray kisérlet
mindségi kovetelményeinek. Optimalizald kisérleteink sikeres lezarasat kovetén négy
pikkelysomords tiinetmentes és négy egészséges epidermisz mintabol izolaltunk total RNS-t,
mind a nyolc mintdbol minta parokat képeztiink, amelyek koziil az egyiket INF-y, IL-3 és
GMC-SF citokinek keratinocita proliferaciot indukalo elegyével kezeltiik, mig a masik nem
kapott ilyen kezelést az organotipikus kultaraban. A cDNS microarray kisérletet a
Semmelweis Egyetem Genetikai- Sejt ¢és Immunbioldgiai Intézetének munkatdrsaival
egyiittmiikddésben a ,,Microarray Core Facility” segitségével végeztiik. Az elsddleges adatok
feldolgozasanal arra torekedtiink, hogy a citokin indukci6 hataséara eltéré modon indukal6édo
vagy represszalodo géneket azonositsunk az egészséges €s a pikkelysomords tlinetmentes
epidermiszben, mindkét iranyban minimum kétszeres valtozasokat vettilk figyelembe.
Huszonharom eltéréen expresszalodd gént azonositottunk, melyek kéziil csupan haromnak a
kifejezddése volt magasabb a pikkelysomords tiinetmentes epidermiszben citokin indukcid
hatdsara, mint egészséges epidermiszben. Mind a harom gén mindeddig ismeretlen funkcidja
fehérjét kodol. Husz olyan gént azonositottunk, amelynek expresszidja a pikkelysomoros
tiinetmentes epidermiszben alacsonyabbnak bizonyult citokin indukcié hatasara, mint az
egészséges epidermiszben. Mindezek alapjan gy tiinik, hogy az pikkelysomords epidermisz
fokozott valaszkészsége mogott inkabb bizonyos gének citokin indukcidra adott valaszanak
alacsonyabb szintli expresszidja rejlik. Mindez annak a lehetdségét veti fel, hogy a
proliferacidét negativan szabalyozd faktorok miikodése mutat eltérést a pikkelysomords
tiinetmentes keratinocitdkban, amelyek aztdn nem képesek megfékezni a citokin indukcio
hatdsara indukal6do, a keratinocitakat hiperproliferaciora serkentd folyamatokat. Az
alacsonyabb expressziot mutatd gének kozott szamos olyat lehet taldlni, amelynek funkcioja
is részt vesz. Kiemelnénk azt a gént, amely a legnagyobb mértékli eltérést adta a
pikkelysomoros tiinetmentes epidermisz €s az egészséges epidermisz Osszevetése soran: az
»early growth response 4” (EGR-4; NM_001965) jelti gén a pikkelysomords epidermiszben
otodakkora mértékii kifejez0dést mutatott citokin indukcié hatasdra, mint az egészséges
epidermisz. Az irodalomban fellelhetd eddigi adatok szerint az EGR-4 molekula egy
transzkripcids faktor, mely a ,nuclear factors of activated T cells” (NFAT) molekulaval
heterodimert képezve a proinflammatorikus citokinek expressziojat szabalyozza.



Tovabbi célunk a ¢cDNS microarray kisérletben azonositott gének validalasa és

----------

valamint a pikkelysdmor pathogenezisében.

Egvéb multifaktorialis bérgyogvaszati korképek vizsgalata

A pikkelysomor kutatdsa mellett Klinikankon egyéb multifaktorialis borgyodgyaszati
(acne vulgaris, acne inversa, labszarfekély) és allergologiai (szénandtha) koérképekben is
végziink parhuzamos kutatasokat. Ezekben a projektekben a fenti Dbetegségek
pathogenezisének genomikai és sejtbiologiai aspektusait kutatjuk, és mivel kisérleteinkhez
jelen palyazat anyagi forrasait is hasznaltuk, a fenti t¢émakban megjelent kozleményeinkben is
utaltunk a palyéazat tdmogatasara.

A nagy gyakorisaggal el6forduld acne vulgaris pathogenezisének kutatdsa soran
molekularis biologiai és genomikai vizsgalatokat végeztiink. Megallapitottuk, hogy az acne
vulgaris kialakuldsa soran tulzott mértékben faggyut termeld szebocitak fokozott mértékben
expresszalnak antimikrobidlis peptideket, kemokineket és citokineket P. acnes-szel ¢és
lipopoliszahariddal val6 egyiitt-tenyésztés hatasara, valamint hogy kiilonbdzo P. acnes torzsek
ezeket a folyamatokat kiilonb6z6 mértékben indukaljak. Feltételezziik, hogy ezeknek a
folyamatoknak szerepe van az acne vulgaris pathogenezisében. Genomikai vizsgalataink
alapfeltevése az volt, hogy a mikrobidlis mintazatfelismerd Toll-like receptor gének (TLR)
egyes polimorfizmusai hajlamositod faktorként vehetnek rész a betegség pathogenezisében. A
TLR2 ¢és TLR4 gének SNP-it vizsgaltuk ¢és eredmények arra utaltak, hogy ezek a
polimorfizmusok feltehetéen nem jarulnak hozza az acne vulgarisra valé hajlam
kialakitasahoz.

Szdmos tanulméanyt végeztiink a koros sebgydgyuldssal jard, az életmindséget
nagymértékben lerontd vénds eredetli labszarfekély pathogenezisének megismerésére is.
Genomikai vizsgalatainkkal megmutattuk, hogy a TNFa gén -308 promoter polimorfizmusa
feltehetéen hozzdjarul a labszarfekélyre vald hajlam kialakitdsdhoz, hatdsat azonban nem
els6dlegesen, hanem az elhizdsra vald hajlam fokozasdn keresztiil fejti ki. Egy masik
kisérletsorozatunkban kimutattuk, hogy a normal sebgydgyuldsban szerepet jatszo6 heparan
szulfat proteoglikdn, a szindekdn-4 a labszarfekélyes betegek tiinetmentes dermiszében
alacsonyabb szinten fejezOdik ki, mint az egészséges egyének dermiszében ¢és ezhton
feltehetden hozzajarul a betegség pathogenezisé¢hez.

Vizsgalatokat végziink a legrosszindulatubb bérdaganat, a melanoma pathogenezisére
vonatkozoan is. Egy multiplex primér melanoméban szenvedd beteg €s csalddtagjainak
vizsgalata soran homozigota formaban azonositottunk egy rendkiviil ritka CDKN2A mutéciot
(P48T), amelyet mas szerz6k mindezidaig csak olasz vagy olasz szarmazasu betegek esetében
¢és kizarolag heterozigota formaban detektaltak. Kidolgoztunk egy melanocitak tenyésztésére
alkalmas, mitogénektdl mentes taptalajt. Megmutattuk, hogy a human melanocitak kifejezik a
epidemalis novekedési faktor receptort (EGFR), és hogy a melanocitdk dozisfiiggd modon
osztddassal valaszolnak az EGF ingerre.

A Klinikdn gyulladasos borbetegségek ¢és allergologiai korképek kezelésére alkalmas
Uj terapids eljarasok kidolgozasat is végezziik és vizsgaljuk azok hatdsmechanizmusat. Ezen
munkaink sordn megmutattuk, hogy az orriireg PUVA kezelése javitja a szénanatha klinikai
tiineteit, valamint gatolja a bor azonnali tipust hiperszenzitiv reakciojat. Osszehasonlitottuk a
borgyogyaszati gyakorlatban is hasznalt budenoside ¢és tacrolimus keratinocitak
immunfunkcidira gyakorolt hatdsat ¢és megallapitottuk, hogy a budesonid jelentdsen
befolyasolja, mig a tacrolimus nincs hatassal a keratinocitadk immunfunkcioira. Feltehetden ez
a kiilonbség is hozzajarul a két hatdanyag borgyogyaszati alkalmazédsakor megfigyelhetd
terapias ¢és mellékhatdsokban megfigyelhetd eltéréseinek kialakulasadhoz.



