SZEGEDI TUDOMANY EGYETEM

ALTALANOS ORVOSTUDOMANYI KAR
BORGYOGYASZATI ES ALLERGOLOGIAI KLINIKA

A B(,")R MIKROBIOM SZEBEPENEK VIZSGALATA
EGESZSEGES ES PATOLOGIAS KORULMENYEK
KOZOTT

Ph.D. értekezés tézisei

Tax Gabor

Témavezeto:

Szabo Kornélia Agnes, Ph.D.

(ENTIARY,
o s M‘Ve

o 1872 N\
M1t =

Szeged
2015.



A dolgozat témakorébe tartozé kozlemények

VI.

Tax G, Urban E, Palotas Z, Puskés R, Koénya Z, Biré T, Kemény L, Szabd K.
Propionic Acid Produced by Propionibacterium acnes Strains Contributes
to Their Pathogenicity. Acta Derm Venereol. 2015 Jun 3. doi:
10.2340/00015555-2154. [Epub ahead of print] IF: 3,025 (2014)

Szabé K, Tax G, Teodorescu-Brinzeu D, Koreck A, Kemény L. TNFa gene
polymorphisms in the pathogenesis of acne vulgaris. Arch Dermatol Res.
2011 Jan;303(1):19-27. doi: 10.1007/s00403-010-1050-7. Epub 2010 Apr 13. IF:
2.279, Citation: 27 (24/3)

Szabo K, Tax G, Kis K, Szegedi K, Teodorescu-Brinzeu DG, Didszegi C,
Koreck A, Sz¢éll M, Kemény L. Interleukin-1A +4845(G> T) polymorphism is
a factor predisposing to acne vulgaris. Tissue Antigens. 2010 Nov;76(5):411-
5. doi: 10.1111/j.1399-0039.2010.01530.x. Epub 2010 Aug 19. IF: 3.024,
Citation: 15 (14/1)

Egyéb kozlemények
V.

Toréesik D, Kovacs D, Camera E, Lovaszi M, Cseri K, Nagy GG, Molinaro R,
Riihl R, Tax G, Szabo K, Picardo M, Kemény L, Zouboulis CC, Remenyik E.
Leptin promotes a proinflammatory lipid profile and induces inflammatory
pathways in human SZ95 sebocytes. Br J Dermatol. 2014 Dec;171(6):1326-35.
doi: 10.1111/bjd.13229. Epub 2014 Nov 20. IF: 4.275 Citation: 1 (1/0)

Fazekas B, Polyanka H, Bebes A, Tax G, Szab6 K, Farkas K, Kinyo A, Nagy F,
Kemény L, Széll M, Adam E. UVB-dependent changes in the expression of
fast-responding early genes is modulated by huCOP1 in keratinocytes. J
Photochem Photobiol B. 2014 Nov; 140:215-22. doi:
10.1016/j.jphotobiol.2014.08.002. Epub 2014 Aug 9. IF: 2.960

Agodi A, Barchitta M, Valenti G, Quattrocchi A, Pettinato M, Tax G, Szabo K,
Szell M. Role of the TNFA -308G > A polymorphism in the genetic
susceptibility to acne vulgaris in a Sicilian population. Ann Ig. 2012 Sep-
Oct;24(5):351-7. IF: -


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Urb%C3%A1n%20E%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26039371
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Palot%C3%A1s%20Z%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26039371
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Pusk%C3%A1s%20R%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26039371
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=K%C3%B3nya%20Z%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26039371
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=B%C3%ADr%C3%B3%20T%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26039371
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Kem%C3%A9ny%20L%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26039371
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Szab%C3%B3%20K%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26039371
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/26039371
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Szab%C3%B3%20K%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20386917
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Tax%20G%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20386917
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Teodorescu-Brinzeu%20D%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20386917
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Koreck%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20386917
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Kem%C3%A9ny%20L%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20386917
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/20386917
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Szab%C3%B3%20K%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20630038
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Tax%20G%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20630038
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Kis%20K%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20630038
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Szegedi%20K%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20630038
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Teodorescu-Brinzeu%20DG%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20630038
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Di%C3%B3szegi%20C%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20630038
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Koreck%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20630038
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Sz%C3%A9ll%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20630038
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Kem%C3%A9ny%20L%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20630038
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/20630038
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=T%C3%B6r%C5%91csik%20D%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24975960
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Kov%C3%A1cs%20D%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24975960
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Camera%20E%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24975960
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Lov%C3%A1szi%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24975960
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Cseri%20K%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24975960
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Nagy%20GG%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24975960
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Molinaro%20R%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24975960
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=R%C3%BChl%20R%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24975960
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Tax%20G%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24975960
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Szab%C3%B3%20K%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24975960
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Picardo%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24975960
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Kem%C3%A9ny%20L%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24975960
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Zouboulis%20CC%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24975960
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Remenyik%20%C3%89%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24975960
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/24975960
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Fazekas%20B%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25169772
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Poly%C3%A1nka%20H%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25169772
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Bebes%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25169772
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Tax%20G%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25169772
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Szab%C3%B3%20K%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25169772
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Farkas%20K%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25169772
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Kiny%C3%B3%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25169772
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Nagy%20F%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25169772
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Kem%C3%A9ny%20L%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25169772
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Sz%C3%A9ll%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25169772
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=%C3%81d%C3%A1m%20%C3%89%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25169772
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/25169772
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/25169772
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Agodi%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23193891
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Barchitta%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23193891
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Valenti%20G%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23193891
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Quattrocchi%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23193891
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Pettinato%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23193891
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Tax%20G%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23193891
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Szab%C3%B2%20K%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23193891
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Szell%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23193891
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/23193891

Bevezetés

A bériink a testiinket borito igen komplex struktira melyet szamos sejt- és
szdvettipus alkot, azonban nem mind tekinthetd emberi eredetiinek. Sziiletéstinkt5l
kezdve folyamatos kapcsolatban allunk ugyanis kiilonb6z6 mikroorganizmusokkal,
melyek koziil néhany képes a borink kolonizacidjara, és annak sejtjeivel
egylittmiikodve egy Osszetett Okoszisztéma kialakitasara. A bér mikroflorajat
legnagyobb részben kiilonb6z6 baktérium torzsek alkotjak, melyek féleg az
epidermiszt, és az ugynevezett piloszebaceus egységet, vagy follikulusokat népesitik
be. Bar ezen mikrobék jelenléte a boriinkon régdta ismert, pontos szerepiik a mai
napig nem tisztazott, bar az Ujabb kutatasi eredmények felvetik szervezetiink
egészséges egyensulyanak fenntartasaban bet6ltott jelentds szerepiiket. Ezen k6z0sség
egyik legjelentdsebb tagja a Propionibacterium acnes (P. acnes) baktérium, mely
foként a faggyuban gazdag teriiletek jellegzetes mikroorganizmusa, és kolonizécidja a
serdiilékori megnovekedett faggyttermeléshez kapcsolhato.

A P. acnes baktérium szerepét az acne kialakulasaban régota feltételezziik, de a mai
napig vitatott a pontos mechanizmusa annak, hogy egy egyébként kommenzalis
baktérium hogyan és milyen koriilmények hatasara valhat patogénné.

Munkacsoportunk és mas laboratoriumok eredményei alapjan ismert, hogy a bor
sejtjei képesek a kornyezetiikkben talalhaté mikrobak, igy a P. acnes baktérium
felismerésére. Ezekben a folyamatokban, tobbek kozott, a patogénfelismerd Toll-like
receptor csalad egyes tagjai, foként a TLR-2 és 4 molekulak vesznek részt. Az induld
molekuldris események hatasara egy jellegzetes transzkripciés program is indul,
melynek soran szamos citokin, kemokin, antimikrobidlis peptid és egyéb molekula
kifejez6dése fokozodik.

Bakterialis recA és tly gének szekvenaldsa, valamint multilokusz szekvencia
tipizalas (multilocus sequence typing — MLST) vizsgalatok eredményei alapjan ma
mar az is igazolodni latszik, hogy a P. acnes faj nem egységes, ¢s eddig legalabb 6
fajon beliili csoportot sikeriilt elkiiloniteni (IA1, IA2, IB, IC, II, III). Osszehasonlito
funkcionalis és mikrobiologiai vizsgalatok alapjan felmeriilt annak a lehetésége, hogy

a kiilonboz6 filogenetikai csoportokba tartozo torzsek eltérd virulencia sajatsagokkal



rendelkezhetnek. Ennek kovetkeztében kiilonboz6képpen befolyasolhatjak a
keratinocitak sejt- és molekularis biologiai folyamatait, és ezaltal a serdiilokorban
kialakuld acnés tiinetek stilyossagat.

A fentebb leirt folyamatokon feliil genetikai tényezok is befolyasolhatjak az egyéni
valaszreakciot, melyek a baktérium altal inditott velesziiletett immun- és gyulladasos
folyamatok irdnyanak vagy mértékének meghatirozasaban jatszanak szerepet. llyen
orokletes faktorok lehetnek példaul egynukleotidos polimorfizmusok (single
nucleotide polymorphism — SNP), melyek alléljai befolyasolhatjak a P. acnes hatasara
induld folyamatok kialakuldsaban szerepet jatsz6 kulcsfontossagti  gének

kifejez6dését, vagy a roluk atirddo fehérjék szerkezetét és/vagy funkciojat.



Célkitiizés

Munkank soran a bér kommenzalis florajanak szerepét vizsgaltuk egészséges és
patologias koriilmények kozott, kiilonds tekintettel a leggyakoribb gyulladasos
bérbetegség, az acne vulgaris kialakulasara. Ennek soran részletesen elemeztiik a bort
kolonizal6 kommenzalis P. acnes baktérium hatasat az epidermalis keratinocitak

sejtbiologiai sajatsagaira. Az alabbi kérdésekre kerestiink valaszt:

e van-e eltérés a kiilonb6z6 filogenetikai csoportokba tartozd P. acnes baktérium
torzsek (889: 1A, 6609: 1B, ATCC 11828: Il) human immortalizalt keratinocita
sejtvonalra (HPV-KER) kifejtett hatasaban,

e amegfigyelt hatdsok mértéke fligg-e a baktériumkezelés dozisatol,

e mik lehetnek azok a bakterialis eredetii faktorok, melyek a keratinocitdkban

kivaltott sejtbiologiai valtozasokért feleldsek?

Ezen feliil célul tiztiik ki olyan genetikai hajlamositd és védo faktorok vizsgalatat
is, melyek befolyasolhatjak a bér mikroflorajara adott valaszreakcido mértékét, és
ezaltal hatasuk lehet az egyéni acnés tiinetek sulyossagara. Retrospektiv eset-kontroll
tanulmanyban ezért a P. acnes altal kivaltott velesziiletett immun- és gyulladasos
folyamatok kialakitasaban kozponti szerepet jatszo6 molekuldk kodold génjeinek

ismert polimorfizmusait elemeztiik:

e a tumor nekrozis faktor alfa (TNFa) gyulladasos citokint kodold6 TNFA gén
kiilonb6z6 promoter polimorfizmusait 238G>A, rs361525; -308G>A, rs1800629;
-857C>T, rs1799724; -863C>A, rs1800630; -1031T>C, rs1799964),

e az interleukin-1 alfa (IL-1o) citokint kodold IL-1A gén +4845G>T SNP-jét
(rs17561),

e ¢s az anti-inflammatorikus interleukin-1 receptor antagonistat (ILIRA) kodold
ILIRN gén méret polimorfizmusanak (variable number of tandem repeats —

VNTR) szerepét az acne vulgaris patogenezisében.



Alkalmazott anyagok és modszerek

Human immortalizalt keratinocita sejtvonalat (HPV-KER) hasznaltunk a
keratinocitak sejtbiologiai folyamatainak in vitro modellezésére.

Kiilonbozé P. acnes torzsekkel (889, 6609, ATCC 11828) kezeltikk a sejteket
eltérd sejt:baktérium arany mellett (multiplicity of infection, MOI=25-300).

A TNFo citokin mRNS szintii kifejez6désnek vizsgalatdhoz P. acnes 889 torzzsel
kezelt NHEK, HPV-KER és HaCaT sejtek esetében valds-idejii reverz
transzkripcios polimeraz lancreakcios (RT-PCR) modszert alkalmaztunk.

A HPV-KER/NHEK sejtek és a P. acnes baktérium kozotti kolesonhatas
valés-idejii kovetése impedancia mérésén alapuld eljarassal, az XCELLigence
rendszerrel tortént (RTCA SP).

A keratinocita kultirakban bekévetkezd sejtszam valtozasok nyomon kovetése
Biirker-kamras szamolassal tortént tripankék festés mellett.

A P. acnes baktériummal vagy propionsavval (PA) kezelt HPV-KER sejtek
morfoldgiai valtozasainak vizsgalata fluoreszcens mikroszkoppal tortént.

A Kkiilonb6z6é P.acnes torzsek és a PA citolitikus hatdsanak meghatarozasa
laktat-dehidrogenaz (LDH), valamint spektrofotometrias hemoglobin méréssel
tortént keratinocitak és mosott humén eritrocitak felhasznéalasaval.

A P. acnes kezelések hatasara a HPV-KER sejtek tenyészté folyadékéban
bekovetkez6 pH valtozasokat a pH érzékeny festéket tartalmazd tenyésztd
tesztcsik alkalmazasaval elemeztiik.

A P. acnes torzsek altal termelt rovid szénlancu zsirsavak (short chain fatty acid -
SCFA) mennyiségének meghatarozasa tomegspektrometrias eljarassal tortént.

A kiilonb6zo P. acnes torzsek ndvekedési sajatsagainak vizsgalata a sejtkultirak
optikai denzitasvaltozasainak kovetésével, spektrofotometrias eljarassal (OD600)
késziilt.

A TNFA és IL1A gének kivalasztott polimorfizmusainak genotipus és
allélgyakorisagat restrikcios fragmenthossz-polimorfizmus (restriction fragment

length polymorphism - RFLP) vizsgalattal hataroztuk meg.



A TNFA -857C>T SNP egyes alléljainak hatasat a gén kifejezddésére luciferaz
riporter vizsgalatokkal hasonlitottuk dssze.
Az IL1IRN gén VNTR polimorfizmusanak vizsgalata PCR reakcidval, és agaroz

gélelektroforézist koveté méret Gsszehasonlitassal tortént.



Eredmények

1. A P. acnes baktérium és az epidermalis keratinocitik kozotti kolcsonhatas

vizsgalata in vitro modell rendszerben

A bort kolonizalo P. acnes baktérium ¢és az epidermalis keratinocitak kozotti
kolcsonhatas pontosabb megismerése céljabol egy in vitro modell rendszert allitottunk
Ossze, melyben a baktérium HPV-KER sejtek sejtbioldgiai folyamataira kifejtett
hatasat vizsgaltuk. Kisérleteinkben kiilonbozé doézisban alkalmazott (MOI=25-300),
eltéré filogenetikai csoportokba tartozé P. acnes torzsek (P. acnes 889: 1A, 6609: 1B,
ATCC11828: Il) hatisat vizsgaltuk novekvd keratinocita kultardkra valos idejil
impedancia mérésének elvén alapuldé modszerrel, az XCELLigence rendszer
alkalmazasaval.

Magas dozisti (MOI=300) P. acnes 889 kezelést kovetben a kulturadk impedancia,
és az ebbdl szarmaztatott normalizalt sejt index (nCi) értékeinek gyors emelkedését
figyeltiik meg a kontroll sejtekhez képest. Ez a P. acnes 889 és az ATCC 11828
(MOI=200, 300) torzsekkel kezelt sejtek esetében idével jelentds csokkenésbe valtott
at. Az egészséges borrdl szarmazo P. acnes 6609 kezelés esetében a fenti hatasok nem
voltak megfigyelhetéek, az nCi értékek végig a kezeletlen kontroll mintak értékeivel
megegyezdek voltak.

A mért nCi vaéltozdsok hatterében zajlo sejtbioldgiai folyamatok pontosabb
megismerése érdekében kovettiik a P. acnes kezelések hatasara bekovetkezd esetleges
sejtszam valtozasokat. A magas dozisban alkalmazott P. acnes 889 (MOI=300)
kezelés hatasara el6szor a HPV-KER sejtek fokozott sejtszam novekedését figyeltik
meg, mig a késébbi nCi csokkenések hatterében a sejtek pusztulasa allhatott. A
sejtszam valtozasokkal parhuzamosan a P. acnes 889 és ATCC 11828 kezelések
esetében a sejtek morfologiai valtozasait is megfigyeltiik fluoreszcens mikroszkdpos
vizsgélataink soran; ez utdbbi két torzs nagy dozisu kezelésekor (MOI=300) jelentds
szamban jelentek meg szabalytalan morfologiajf, irregularis membranszerkezettel
rendelkez6 sejtek.

Annak igazolasara, hogy a megfigyelt sejtbioldgiai valtozasok (csokkend nCi,

szabalytalan sejtmorfologia) a keratinocitak kiilonb6zé baktérium torzsek okozta



pusztulasanak kovetkezményei, meghataroztuk a feliilliszoban talalhat6 szabad LDH
mennyiségét. A P. acnes 889 és ATCC 11828 torzsekkel torténd kezelést kdvetden,
nagy dozisti kezeléskor (MOI=300) a kontroll és a P. acnes 6609-es torzzsel
Osszehasonlitva emelkedett LDH szinteket mértiink.

Human eritrocitdkon megismételve a baktérium kezeléseket azt is megfigyeltiik,
hogy a feliiliszO mintakban talalhatdé szabad hemoglobin mennyisége az LDH
mérések soran tapasztaltakhoz hasonléan valtozott, ami arra utal, hogy a P. acnes
okozta membrankarositd hatas nem sejt specifikus.

A fentebb emlitett megfigyelések mellet a P. acnes 889 és ATCC 11828 torzsekkel
torténd kezelés soran a HPV-KER sejtek tenyésztd folyadékanak dozisfiiggd pH
csokkenését is megfigyeltiik, mely hatas a P. acnes 6609 jeld torzs esetében sokkal

enyhébbnek bizonyult.

2. Bakterialis eredetii faktorok szerepének vizsgalata a P.acnes indukalta

sejtbiologiai valtozasokban

Ismert, hogy a P. acnes baktérium anaerob fermentacidja soran kiilonbozé rovid
szénlanc zsirsavak (short chain fatty acid - SCFA), példaul propionsav (PA)
keletkezik. Eredményeink alapjan felmeriilt annak a lehetésége, hogy a PA
szekrécidja eltérd mértékli lehet az egyes torzsek esetében. Ennek igazolasara
tomegspektrometrids eljarassal vizsgaltuk a baktériummal kezelt sejtek feliiluszdjaban
a PA mennyiségét, és megallapitottuk, hogy nagy dozisa P. acnes 889 és ATCC
11828 kezelések esetében magasabb koncentracioban van jelen a HPV-KER sejtek
feliiliszojaban. Mivel az eltéré mértékii PA termelés hatterében az egyes torzsek
novekedési és/vagy metabolikus sajatsagainak kiilonbségei allhatnak, ezért az
alkalmazott P. acnes torzsek novekedési sajatsagait a baktérium kulturak optikai
denzitasanak (OD600) valtozasat kovetve, spektrofotometrids eljarassal elemeztiik.
Megallapitottuk, hogy a P. acnes 889 és ATCC 11828 torzsek novekedése mind aerob
és mind pedig anaerob koriilmények mellett egyarant fokozott volt a 6609-es jeli

torzzsel 6sszehasonlitva.



Annak igazolasara, hogy a korabban bemutatott sejtbiologiai hatasok (morfologiai
valtozasok, citotoxicitas) kialakitasaban a PA is szerepet jatszhat a HPV-KER sejteket
kozvetleniil, eltéré koncentracioban (1-5 mM) PA-val kezeltiik. A keratinocitdk
mikroszkopos vizsgalata soran hasonlé morfologiai valtozasokat figyeltiink meg mint
korabban, a P. acnes 889 és ATCC 11828 jelii torzsek nagy dozist alkalmazasakor.

Kisérleteinkben a P. acnes 6609-es torzs lassabban noévekedett, adott id6 alatt
kevesebb PA-t termelt, és biologiai hatasa rendre elmaradt a 889 és ATCC 11828 jelil
torzsekkel Osszehasonlitva. Ezért ismét mosott human eritrocitdkat kezeltiink a
P. acnes 6609-es torzzsel (MOI=300) most PA jelenlétében (1-5 mM) illetve
hianyaban, ¢és mértik a feliiliszoban talalhaté szabad hemoglobin (HgB)
mennyiségét. A PA mennyiségével parhuzamosan doézisfiiggéen emelkedett a szabad
HgB mennyisége a ketts kezelés mellett, mely hatas nem volt megfigyelheté a
P. acnes 6609-es torzs kizarolagos jelenlétében.

Mindezen eredményeink alapjan feltételezziik, hogy a P. acnes altal termelt PA
aktiv szerepet tOlthet be a baktérium sejtbioldgiai hatdsainak kialakitasaban
keratinocitakban, ¢és az egyes torzsek novekedési sajatsagai, illetve az altaluk termelt
és szekretalt anyagcseretermékek (pl. PA) mennyiségi eltérései szerepet jatszhatnak a

patogenicitasuk mértékének meghatarozasaban.

3. TNFA gén polimorfizmusok szerepének vizsgilata az acnéra valé hajlam

kialakitasaban

Munkank soran célul tiiztilk ki olyan genetikai hajlamositdé vagy védo szerepet
betolté tényez6k megismerését is, melyek befolyasolhatjak a P. acnes baktérium altal
kivaltott velesziiletett immun- és gyulladasos folyamatok iranyat és/vagy mértéket, és
ezaltal az egyéni acnés tiinetek sulyossagat. A patogénfelismeré Toll-like receptorok
aktivaciojaval a P. acnes egy olyan transzkripcios programot indit, melynek hatasara
szamos citokin, kemokin és antimikrobidlis peptidet kodold gén kifejezédése
megvaltozik. Ilyen molekulak példaul a tumor nekrozis faktor alfa (TNFa) és az
interleukin-1 alfa (IL-1a) gyulladasos citokinek, melyek kifejez6dése fokozodik P.
acnes kezelés hatasdra, ¢és igazoltan fontos szerepet jatszanak az acne

pathogenezisében. Ezt kovetéen a rendelkezésre allo irodalombol mar ismert, olyan
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polimorfizmusokat valasztottunk, melyek igazoltan szerepet jatszanak kiilonboz6
gyulladasos korképek kialakulasaban, igy szerepiik lehet acne vulgaris-ban is.

Retrospektiv eset-kontroll tanulmanyban ezért 6t kiilonb6z6 TNFA promoter
polimorfizmus (-238G>A, -308G>A, -857C>T, -863C>A, -1031T>C) egyes
genotipusainak el6fordulasi gyakorisagat hasonlitottuk Ossze kontroll egyének és
acnés betegek csoportjaiban.

A -238G>A, a -863C>A és a -1031T>C polimorfizmusok és az acnéra valo hajlam
kozott nem talaltunk osszefliggést.

A -308G>A SNP esetében a teljes adatmennyiséget figyelembe véve nem volt
eltérés a kontrollok és a betegek csoportjaban. Ezzel szemben néknél statisztikailag
szignifikans Osszefliggést talaltunka a ritka A allél el6fordulasi gyakorisaga és az acne
vulgaris kialakulasa kozott. Emellett megallapitottuk azt is, hogy a ritka allélokat
tartalmaz6 GA+AA csoport el6fordulasi gyakorisiga parhuzamosan emelkedett az
acnés tiinetek sulyosbodasaval az altalunk vizsgalt populaci6 nd tagjaiban.

A TNFA -857C>T polimorfizmus estében is elemeztiik az egyes genotipusok és
allélok eléforduldsi gyakorisagat. Megallapitottuk, hogy a ritka T allél eléfordulasi
gyakorisaga az acnés tiinetek stlyosbodasaval parhuzamban csokkend tendenciat
mutatott, ami alapjan feltételeztiik, hogy a C allél hajlamosito, mig a ritka T allél védé
szerepet tolthet be a betegség patogenezise soran.

Annak igazolasara, hogy ezen SNP befolyasolhatja a TNFA gén promdterének
aktivitasat, luciferaz riporter konstruktokat készitettiink (pGL4.20-TNFA-857C-3” és
pGL4.20-TNFA-857T-3"). Mindkét vektor tartalmazta a TNFA gén promoter
a ritka T allélt hordozta. A konstruktokat tranziens transzfekcioval HPV-KER
sejtekbe juttatva alacsonyabb bazalis riporter aktivitisokat mértink a T allél
jelenlétében. P. acnes kezelés hatasara a luciferaz riporter aktivitasok emelkedtek, a
T allélt tartalmazo vektor esetében azonban ebben az esetben is alacsonyabb
aktivitasokat mértiink.
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4. Az IL-1A és IL1IRN gének polimorfizmusainak szerepe az acne vulgaris

kialakuldasaban

Az IL1 csaladba tartozd citokinek fontos szabalyozoi a kiilonb6zé immun és
gyulladasos folyamatoknak, ezért szigora gén és fehérje szintii szabalyozas alatt
allnak. Irodalmi adatok alapjan ismert tobb olyan IL-1A és ILIRN génpolimorfizmus,
melyet mar osszefiiggésbe hoztak kiilonbozé gyulladasos korképekre vald hajlam
kialakitasdval. Munkank soran ezért vizsgaltuk az IL-1A +4845G>T SNP, és az
IL1RN gén VNTR polimorfizmusanak szerepét acne vulgarisban.

Az IL-1A +4845G>T polimorfizmus esetében pozitiv korrelaciot talaltunk a ritka T
allélt homozigéta formaban hordozé genotipus eléfordulasi gyakorisaga és az acnés
tiinetek stlyossadga kozott. Ez az SNP feltételezhetden megvaltoztatja a pro-IL-1a
kalpain altal torténd hasithatosagat a fehérje érési folyamatai soran, ily médon
befolyasolva a citoplazmas és szekretalt izoforma aranyat a keratinocitakban.

Az ILIRN VNTR polimorfizmusa ezzel szemben feltételezhetden nem jatszik

Szerepet az acne kialakuldsaban az altalunk vizsgalt populacioban.

12



Osszefoglalas

e Invitro vizsgalataink alapjan megéllapitottuk, hogy a kiilonbz6 P. acnes térzsek
a keratinocitdk sejtbiologiai folyamataira (proliferacid, életképesség) gyakorolt
hatésa torzs- és dozis-specifikus sajatsagokat mutat.

e A P. acnes 889 és ATCC 11828-as torzsek esetében megfigyelhetd citotoxikus
hatés a keratinocitak membran karosodasanak kovetkeztében alakulhat Ki.

e A P. acnes 889, 6609 és ATCC 11828 torzsek eltéré biologiai hatasaban
megfigyelt kiilonbségekhez a torzsek eltéré novekedési sajatsagai, €s ezzel
parhuzamosan a baktériumok anaerob fermentacidja soran keletkez6 PA
mennyiségi eltérései is hozzajarulhatnak.

e  Retrospektiv eset-kontroll vizsgélataink eredményei alapjan a TNFA -238G>A
(rs361525), —863C>A (rs1800630), —1031T>C (rs1799964) és az ILIRN VNTR
polimorfizmusoknak nincs szerepe az acne vulgarisra vald hajlam kialakitasaban
az altalunk vizsgalt kdzép-eurdpai populacioban.

e A TNFA -857 C>T (rs1799724) SNP esetén a ritka T allél protektiv szerepet
tolthet be, feltehetéen a TNFA gén NF-«B altal torténd finom szabalyozasanak
megvaltoztatasa révén az acne kialakuldsa soran.

e NGk esetében a TNFA -308G>A polimorfizmus (rs1800629) ritka A allélja
hajlamosité tényezoként szerepelhet az acne patogenezisében, és hozzajarulhat a
sulyosabb acnés tlinetek kialakulasahoz az altalunk vizsgalt populacidban.

o Osszefliggést taldltunk az IL-1A +4845G>T SNP (rs17561) ritka T alléljanak
eléfordulasi gyakorisaga és az acnés tiinetek sulyossaga kozott. A polimorfizmus
feltételezhetéen megvaltoztatja a pro-IL-la citokin kalpain altal torténd
hasithatosagat a fehérje érési folyamatai soran, ily modon befolyasolva
kozvetlenill a citoplazmas és szekretalt izoforma aranyat, illetve kozvetve a
baktériumok altal kivaltott immun és gyulladasos folyamatok szabalyozasat

keratinocitakban.
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