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A D3 vitamin antipszoriatikus hatasanak tamadaspontjai lehetnek
a pikkelysomorben korosan Kifejez6do D tipusu ciklinek

D type cyclins have abnormal expression in psoriasis
and may be possible targets of the antipsoriatic effect
of 1,25-Dihydroxyvitamin D3

BELSO NORA DR.', SZELL MARTA DR.?, PIVARCSI ANDOR DR,
KIS KORNELIA DR.', KORMOS BERNADETT', KENDERESSY SZ. ANNA DR,
DOBOZY ATTILA DR."?, KEMENY LAJOS DR.", BATA-CSORGO ZSUZSANNA DR."”

OSSZEFOGLALAS

A pikkelysomérre jellemzd az epidermiszben bazdlisan el-
helyezkedd keratinocita dssejtek fokozott osztoddsa és
koros differencidloddsa. A D tipusii ciklinek fontos szere-
pet jatszanak a sejtciklus szabdlyozdasdban és feltételez-
hetd, hogy tipus specifikusan a sejtek differencidciojat is
befolydsoljak. Vizsgalataink szerint a pikkelysémoros tii-
netes epidermiszben mind mRNS, mind fehérje szinten
koros a D tipusii ciklinek kifejezddése: a D2 és D3 ciklin
mRNS kifejezddése szignifikansan magasabb az egészsé-
ges borhoz viszonyitva és a pikkelysomorés tiinetes epi-
dermisz bazdlis és kozvetleniil szuprabazadlis keratinoci-
taiban emelkedett a D1 ciklin fehérje kifejezédése. Ezek
az eltérések felvetik a D tipusii ciklinek szerepét a bazdlis
sejtek fokozott osztoddsdaban és a keratinocitdak koros dif-
pikkelysomor terdpidjaban haszndlt antiproliferativ hatd-
su 1,25-Dihydroxyvitamin D3 kezelés hatasara 48 ordval
a passzdlast kovetden csokken a D tipusi ciklinek mRNS
szintii kifejezédése HaCaT keratinocitikban. Ezek alap-
Jjan valosziniisithetd, hogy a D tipusii ciklinek célpontjai
lehetnek a D3 vitamin antipszoriatikus hatdsanak.

Kulcsszavak:
pikkelysomor - D tipusu ciklinek - sejtciklus
szabalyozas - 1,25-Dihydroxyvitamin D3
kezelés

SUMMARY

Psoriasis can be characterized with the hyperproliferation
and abnormal differentiation of the basal keratinocyte stem
cells. D type cyclins play a major role in cell cycle regulation
and presumably, they also have a cell-type specific regulatory
function in cellular differentiation as well. Our results show
that the expression of D type cyclins is different in the
psoriatic lesional skin both at the mRNA and protein levels: a
significant increase could be detected in D2 and D3 cyclin
mRNA expression in the psoriatic lesional epidermis, and
increased numbers of cyclin DI protein expressing
keratinocytes were found in the basal and immediate
suprabasal layers of the lesional psoriatic epidermis
compared to normal epidermis. These data suggest a possible
role for D type cyclins in the excessive basal cell proliferation
and perturbed keratinocyte differentiation. In this study we
show that 1,25-Dihydroxyvitamin D3 as an inhibitor of cell
proliferation therefore used in the therapy of psoriasis, also
inhibits the mRNA expression of D type cyclins in HaCaT
keratinocytes 48 hours after passage of the cells. These
results indicate that D type cyclins may be targets of the
antipsoriatic effect of 1,25-Dihydroxyvitamin D3.
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regulation - 1,25-Dihydroxyvitamin D3
treatment

A pikkelysomor egy poligénesen 6roklédé borbetegség,
mely az életmindséget alig befolydsolé néhany lokali-
zalt bértiinet jelentkezésétdl, a sulyos, egész borfeliile-
tet érint8, az életet veszélyezteté formdig terjed. Egyre
tobb adat igazolja, hogy a gyulladdsos folyamatok mel-
lett az epidermiszben zajlé koéros proliferacié €s diffe-

rencidci6 is fontos szerepet jatszik a betegség pathome-
chanizmusdban. Ismert, hogy a pikkelysomoros tiinet-
mentes epidermiszb6l szarmazé keratinocitdk fokozot-
tabban érzékenyek az extracelluldris matrixbdl érkezd
proliferaciét indukélé jelekre. A fibronektinrél kimutat-
tuk, hogy a normal keratinocita sejtekhez képest foko-



zottan eldsegiti a pikkelysomoros nem 16zids sejtek sejt-
ciklusba valé 1épését, és hogy receptora az a5 integrin
kifejez6dése ugyancsak emelkedett a pikkelysomoros
tiinetmentes epidermisz bazalis keratinocitaiban (1). To-
vabbi kisérleteinkkel azt is megmutattuk, hogy a fibro-
nektin proliferaciét serkent6 izoform4jat a tiinetmentes
epidermisz keratinocitdi termelik (2). A D tipusu cikli-
nek alapvetS szerepet jatszanak a sejtciklus szabdlyza-
saban (3). Harom izotipusuk ismert — a D1, D2 és D3
ciklin, melyek emlds sejtekben a sejtciklus G/S fzisd-
nak pozitiv reguldtorai (4). Irodalmi adatok és sajat
vizsgalataink alapjan feltételezhet6, hogy a kiilonb6zé
tipusi D ciklinek a sejtciklus szabdlyozasa mellett
egyéb, tipus specifikus funkcidkkal is birnak. Hamsej-
tekben a D1 ciklin kifejez6dése a differencidlatlan, 6s-
sejt tipust sejtekhez kothetd, mig a differencidlédé osz-
t6dé hamsejtek a D2, D3 tipusu ciklineket fejezik ki (5,
6). Sajat vizsgalataink szinkronizalt HaCaT keratinoci-
tdkban bizonyitottdk, hogy a DI ciklin megjelenése a
sejtek G(-G,/S fazisdra jellemzd, mig a sejtnyugalmi
fazisbol kikeriilt sejtek ismételt gyors osztéddsakor
(G{/S tranzit) a D2 és D3 ciklinek megjelenése domi-
nal. A D1 ciklin génspecifikus csendesitése sem morfo-
l6giai, sem proliferdciés valtozasokat nem eredménye-
zett HaCaT sejtekben, ami arra utal, hogy a D2 és D3
ciklinek képesek a D1 ciklin funkcidjat bizonyos mérté-
kig helyettesiteni. A kiilonbo6zé tipusu D ciklinek kifeje-
z6dését vizsgalva pikkelysomorben a D2 és D3 ciklinek
mRNS szintd kifejez6dése, valamint a D1 ciklin fehérje
szintl kifejez6dése koros eltérést mutatott az egészsé-
ges epidermiszhez viszonyitva (7). Ismert, hogy az an-
tipszoriatikumként haszndlt 1,25-Dihydroxyvitamin D3
antiproliferativ hatdsat a sejtciklus G/S fazisdban fejti
ki, és hogy a D3 ciklin a D vitamin receptorral interak-
ciéba 1épve szabdlyozza annak transzkripcids aktivitasat
HeLa sejtekben (8). Jelen kozleményiinkben a D tipust
ciklinek pikkelysomorben tapasztalhaté expresszids val-
tozdsairdl, valamint a D3 vitamin a D tipust ciklinek
HaCaT keratinocitdkon tapasztalhaté mRNS szint( kife-
jez6désére gyakorolt hatdsardl szamolunk be.

Moédszerek

Szovetmintak

A D tipusu ciklinek kifejez6dését normadl, pikkelysomoros tiinetes
és tiinetmentes szoveti mintdkon vizsgdltuk. A normdl epidermisz
mintak egészséges emberek plasztikai miitétei soran nyert borbdl, a
pikkelysomoros tiinetes és tiinetmentes mintdk shave biopszidkbdl
szarmaztak. Az epidermiszt Dispase (grade II; Roche Diagnostics,
Mannheim, Germany) enzimmel torténd emésztést kovetéen elkiilo-
nitettiik a dermiszt6l, mielstt RNS-t nyertiink bel6le. Immunhiszto-
kémiai vizsgédlatokhoz a bort formalinban fixaltuk, majd paraffinba
agyaztuk. Minden mintavétel a beteg beleegyezésével €s a helyi eti-
kai bizottsdg hozzdjaruldsaval tortént a Helsinki deklaracié figye-
lembevételével.

Valos idejii reverz transzkripcios-polimerdz lancreakcio

(Valés idejii RT-PCR)

Az epidermiszbdl TRIzol mdédszerrel izoldltunk totdl RNS-t. Az
cDNA Synthesis Kitte] (BIORAD) cDNS-t szintetizdltunk a gyart6
ajanlasa alapjan. A D ciklinek mRNS szintd kifejez6désének vizsga-

lata val6s idejii RT-PCR segitségével tortént a megfeleld specifikus
primerek alkalmazdsdval. Bels§ kontrollként a 18S riboszémadlis
RNS expresszidjat mértiik, ehhez viszonyitva hataroztuk meg a rela-
tiv génexpresszids szinteket.

Immunhisztokémia

A D1 és D3 ciklin fehérje expresszidjanak vizsgdlatat paraffinba
agyazott bérmintdkbdl készitett metszeteken végeztiik. Elsddleges
ellenanyagként anti-human D1 ciklin ellenes €s anti-huméan D3 cik-
lin ellenes monoklondlis antitestet hasznaltunk (NeoMarkers, Fre-
mont, CA). Mdsodlagos ellenanyagként a D1 ciklin esetében biotin-
nal jelolt anti-nyiil, a D3 ciklin esetében biotinnal jel6lt anti-egér an-
titest szolgdlt (Vectastain ABC Kit, Vector, Burlingame, USA). A
szinreakciét 3,3-amino-9-etilkarbazollal (AEC, Sigma, Steinheim,
Germany) hivtuk eld. A metszeteket ezutan hematoxillinnel (Sigma,
Steinheim, Germany) festettiik.

Sejttenyésztés

A 1,25-Dihydroxyvitamin D3 hatdsit a D tipusu ciklinek kifeje-
z6désére spontan immortalizalt human keratinocita sejtvonalon (Ha-
CaT sejtek) vizsgéltuk.

Szinkronizalds

A szinkronizdlds, majd az azt kovetd mintagy(jtés 1épéseit a ko-
rabbi kozleményeinkben leirtak alapjan végeztiik (9). A szinkroniza-
lasi eljards lényege, hogy a HaCaT keratinocitdk kontaktgatlds és
széruméheztetés hatdsdara GO sejtnyugalmi fazisba keriilnek, majd a
kontaktgatlas feloldasa, a sejtek tenyészetbdl valo felvétele s tjabb
tenyészetbe vald szétosztasa, valamint a szérum visszaaddsa utdn in-
tenziven, majdnem teljesen egyszerre osztodni kezdenek.

1,25-Dihydroxyvitamin D3 kezelés

A szinkronizalt HaCaT keratinocitdk tjabb, szérummal kiegészi-
tett tenyészetbe tortént szétosztdsat (sejt passzalds) kovets letapa-
dasuk utdn 107 M koncentricidji 1,25-Dihydroxyvitamin D3 ke-
zelést kaptak. Mivel a 1,25-Dihydroxyvitamin D3-at etanolban
kell feloldani, a kontroll sejteket azonos koncentracidji etanollal
kezeltiik.

Eredmények

A D2 és D3 ciklinek mRNS szintii kifejezédése szignifikdn-
san magasabb a pikkelysomoros tiinetes epidermiszben,
mig a DI ciklin kifejezddésében nem taldltunk kiilonbséget.

A D tipust ciklinek mRNS szintl kifejez6dését normal,
pikkelysomoros tiinetes és tiinetmentes epidermisz min-
takban vizsgaltuk. A D1 ciklin mRNS kifejez6désében
nem taldltunk kiilonbséget a mintdk kozott. A D2 ciklin
mRNS szignifikdnsan magasabb kifejez6dést mutatott a
pikkelysomoros tiinetes epidermiszben a normal epider-
miszhez viszonyitva. Bar a pikkelysomords tiinetmentes
epidermiszben is jelentésen magasabb volt a D2 ciklin
mRNS szintli kifejez6dése a normal epidermiszhez ké-
pest, ez a kiilonbség nem bizonyult szignifikansnak. A D3
ciklin mRNS szint kifejez6dése szignifikinsan maga-
sabb volt a pikkelysomords tiinetes epidermiszben mind a
tiinetmentes, mind a normdl epidermiszhez viszonyitva
(1.dbra).

A DI ciklin fehérjét kifejezd sejtek szama joval maga-
sabb a pikkelysomoros tiinetes bérben, mig a D3 ciklin fe-
hérjét kifejezd sejtek szdma nem mutat eltérést.

A D1 ciklin fehérje kifejez6désében jelentds kiilonbsé-
get taldltunk a normal, pikkelysomoros tiinetmentes €s a
pikkelysomords tiinetes epidermisz kozott: a normal és a
pikkelysomoros tiinetmentes epidermiszben latéteren-
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1. dbra
Ciklin D1, D2 és D3 mRNS szinti kifejezodése pikkelysomoros tiinetes, tiinetmentes és egészséges epidermiszben.
A DI (a), D2 (b) és D3 (c) ciklin mRNS szinti kifejez6dését valds idejii RT-PCR segitségével vizsgaltuk
pikkelysomords tiinetes (n=6), tiinetmentes (n=6) és egészséges (n=6) epidermiszben. A relativ expresszidkat
az egészséges epidermiszhez viszonyitottuk (4tlag +/- szérds, *p < 0.05).
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2. dbra
Ciklin D1 és D3 fehérjék immunhisztokémiai vizsgdlata egészséges és pikkelysomoros tiinetes epidermiszben.
Az egészséges epidermisz bazilis keratinocitdi koziil kevés mutatott D1 ciklin fehérje pozitivitast, ami a magban volt
detektalhat6 (a). A pikkelysomoros tiinetes epidermisz bazalis keratinocitdi és kozvetleniil a szuprabazalis rétegében
lokalizalt keratinocitdk er6s magi €s enyhe citoplazmas fest6dést mutattak (c). A D3 ciklin magi és citoplazmas
fest6dése kizardlag a hajhagymak szuprabazilis rétegében volt detektalhaté mind az egészséges (b),
mind a pikkelysomords tiinetes epidermiszben (d).

ként egy-egy sejtmag fest6dott a bazalis és a kozvetleniil
felette 1év6 szuprabazalis rétegben, mig a pikkelysomo-
ros tiinetes epidermisz bazdlisan és kozvetleniil szupra-
bazalisan elhelyezkedd keratinocitdk sejtmagjai intenziv
festédést mutattak. Nem taldltunk kiilonbséget a D3 cik-
lin fehérje kifejez6désében egyik mintdban sem, a sejt-
magi és citoplazmas fest6dést kizarélag a szdrtiisz6k
szuprabazalis rétegében detektaltuk, az interfollikularis

régiéban nem. D2 ciklin fehérje kifejez6dést immun-
hisztokémiaval nem tudtunk kimutatni, ami nem techni-
kai okokra vezethetd vissza, mert a pozitiv kontrollként
hasznalt laphamrdk és melanoma malignum metszetek
er6s magi fest6dést mutattak ugyanazzal az ellenanyag-
gal (2. dbra).

1,25-Dihydroxyvitamin D3 kezelés hatdsdra 48 ordval a
sejtek passzdalasdt kovetden csokken a D tipusi ciklinek



24 48 72

kezelés utan eltelt id6 (6rak)

24 48 72

kezelés utan eltelt id6 (6rak)

a = 2.0
E
S ey
TLEcC
==l
ST ®
D nC g
NEE >
Z‘O=‘;
IC<t©oc
EN O
©c € N
S22
T i
(.)*CDFJ
588
N
Q<
)
=
=
b _ 2.5
©
E
S ey 2
= c
c < C
cB T
S
DS g 15
WTE >
Z‘O=‘;
(C<Y O C
ENE O 1 4
o S N
S22
A i
SRR 0.5 4
S N
0
oON2
2, 0
> i
=
=
c I 2
E
280
c < C
Sk 1.5
—
00y
NEE >
Z‘O=‘;
(C<t+©oc 1 -
ENE= O
o S N
S22
< & >
R 0.5 4
o8 N
AR e
Q<
2 0 A
=

24 48 72

kezelés utan eltelt id6 (6rak)

[ ethanollal kezelt
kontroll sejtek

M 1,25-dihydroxyvitamin
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3. dbra

Ciklin D1, D2 és D3 mRNS szintii kifejez6dése 1,25-Dihydroxyvitamin D3-mal kezelt szinkronizalt

HaCaT keratinocitdkban. A D1 (a), D2 (b) és D3 (c) ciklin mRNS szint( kifejez6dését valo idejii RT-PCR segitségével

vizsgéltuk szinkronizalt HaCaT keratinocitdkban (n=2). A relativ expresszidkat a 24 6ras etanollal kezelt
mintdhoz viszonyitottuk (4tlag +/- standard error)
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mRNS szintii kifejezédése szinkronizalt HaCaT keratinoci-
takban

A szinkronizdlt HaCaT keratinocitdkat passzéltuk,
majd letapaddsukat kovetéen 1,25-Dihydroxyvitamin
D3-mal kezeltiik, ezt kovetéen valds idejli RT-PCR-ral
vizsgéltuk 24, 48 és 72 6raval a sejtek passzalasat kove-
téen a D ciklinek mRNS szint kifejez6dését. A D3 vita-
minnal kezelt sejtekben a D1, D2 és D3 ciklinek mRNS
szintl kifejez6dése a 48 6ras mintdkban egyarant csokke-
nést mutatott a kontroll, etanollal kezelt sejtekhez viszo-
nyitva (3.dbra).

Megbeszélés

A D tipusi ciklinek a sejtciklus G,/S fazisdnak megha-
taroz6 pozitiv reguldtorai. Szamos adat igazolja, hogy
szerepiik bizonyos sejttipusokban nem redundédns és a
sejtciklus reguldcion kiviil mds funkcidkkal is rendel-
keznek (3). Kisérleteinkben kimutattuk, hogy a pikkely-
sOomoros 1€ziés epidermisz bazdlis részében fokozott a
D1 ciklin fehérje kifejez6dése a nem 1€zi6s és az egész-
séges epidermiszhez viszonyitva, mig az mRNS szintl
kifejez6désben nem taldltunk kiilonbséget a mintdk ko-
zott. A D2 és D3 ciklinek mRNS szintd kifejez6dése
ugyanakkor szignifikdnsan magasabb volt a pikkelyso-
moros 16zids epidermiszben, de ezt a kiillonbséget fehér-
je szinten nem tudtuk detektdlni. Az a tény, hogy a D1
ciklin mRNS szint{ kifejez8dése nem kiilonbozik a pik-
kelysomoros tiinetes, tiinetmentes és egészséges epider-
miszben, ugyanakkor a pikkelysomoros 1€zids epider-
misz bazalis és kozvetleniil szuprabazalis keratinocitdi-
ban magas D1 ciklin fehérje detektdlhatd, arra utal,
hogy ezekben a sejtekben zavart lehet a fehérje lebonta-
sa, ami hozzdjarulhat a betegség kialakuldsdhoz. Ezt a
feltételezésiinket tamasztjdk ald azok a kozlemények,
amelyekben beszdmolnak réla, hogy a D ciklinek kife-
jez6dése transzkripcids, poszt-transzkripcids és ubiqui-
tin medidlt fehérjelebontds szintjén is szabdlyozott (10-
13). El8zetesen mar kimutattdk, hogy azok a primér ke-
ratinocita sejtek, melyekben a D1 ciklin kifejez6dése
fokozott volt, nem mutattdk a kalcium indukalta termi-
ndlis differencidcié jeleit és in vitro tovabb proliferaltak
(14). Mig a D3 ciklin mRNS szinti kifejez6dése szigni-
fikdnsan magasabb volt a pikkelysomoros tiinetes bdr-
ben a tiinetmentes és egészséges epidermiszhez viszo-
nyitva, a fehérje szinti kifejez6désben nem taldltunk
kiilonbséget a mintdk kozott, ami alapjan feltételezziik,
hogy a pikkelysomoros tiinetes keratinocitdkban a D3
ciklin kifejez8dés poszttranszkripciés szinten kérosan
szabalyozddik. Ezek az adatok arra utalnak, hogy az
emelkedett D1 ciklin fehérje kifejez8dés szerepet jatsz-
hat a bazdlis sejtek fokozott proliferdcidéjadban, mig a
normadl bortél eltérd, emelkedett D3 ciklin mRNS exp-
resszi6 szintén koéros szabdlyzdsi mechanizmusra utal,
melynek taldn a pikkelysomorben jelentkezé kéros ke-
ratinocita differencidcidéban lehet szerepe. Az 1,25-Di-
hydroxyvitamin D3 keratinocitdkra gyakorolt in vitro
antiproliferativ hatdsat mar kordbban leirtdk (15;16). A

D3 vitamin a sejtek sejtciklusanak G1 fazisat blokkolja
és HeLa sejtekben a D3 ciklin ligand fiiggetlen médon
szabdlyozza a D3 vitamin receptor (VDR) transzkripci-
Os aktivitdsat. A D3 vitamin kezelés ezt az interakciot
erdsiti, ami a ciklin dependens kindz (CDK) 4 és 6 kife-
jez6désének megvaltozasihoz vezet (8). D3 vitamin ke-
zelést kovetden human emlérdakos sejtek proliferaciéja
is gatlédik a G1 fazisban, ezzel egy id6ben a CDK4 és
CDK6 aktivitdsdnak csokkenése és a retinoblasztoma
fehérje (pRb) hipofoszforilacidja detektdlhaté (17).
Ezen adatok ismeretében feltételeztiik, hogy a D3 vita-
min hatdssal lehet a D ciklinek kifejez6désére HaCaT
keratinocitdkban. Kisérleteink igazoltdk, hogy az antip-
roliferativ hatdsd 1,25-Dihydroxyvitamin D3 mindha-
rom D ciklin mRNS kifejez6dését csokkenti szinkroni-
zalt HaCaT keratinocita kultirdban.

Osszefoglalva elmondhatjuk, hogy a D tipusi ciklinek
kéros kifejezddése feltehetden hozzdjarul a pikkelysomor
kialakuldsdhoz. Az antipszoriatikus szerként hasznalt D3
vitamin kezelést kovetd D ciklin mRNS expresszié csok-
kenés arra utal, hogy a D tipusu ciklinek terdpids célpon-
tok lehetnek a pikkelysomor kezelésében.
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2007. november 30.

Hazai Hirek

A MDT Kontakt Dermatitis Munkacsoportja évi iilését, a Semmelweis Egyetem B6r Nemi-
kértani és Béronkoldgiai Klinikdan 2007 november 30.-an megtartotta. Az iilésen a munka-
csoport vezetGje az elmult évben multicentrikus vizsgdlattal tesztelt kontakt allergének
(epoxy gyanta, budesonid, tixocortol-pivalat, methyldibromoglutarnitril) szenzibiliza-
ciés paramétereit ismertette. Ezen kontakt allergének el6fordulasi lehetségeirdl dr. Sas
Andrea tartott el6adéast. Az ujabb illatallergének vizsgélatara bevezetett Fragrance mix II.
szenzibilizaciés jellemzdirdl, valamint expozicids lehetSségeirdl dr. Hidvégi Bernadett
eléadasa adott részletes adatokat. A kontakt szenzibilizacié aetioldgiai szerepét atopias der-
matitisben dr. Pényai Gydrgyi referatuma ismertette. A foglalkozasi bérbetegségek kartala-
nitési feltételeirdl és feladatairdl dr. Kohdanka Valéria szamolt be.

A munkacsoport az elvégzett multicentrikus vizsgalatok alapjan, a fenti kontakt allergé-
nek tesztelését a tovabbiakban a Magyar sor allergénjei mellett javasolja.

Dr. Temesvari Erzsébet egyetemi tandr
munkacsoport vezetd
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