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Fluoreszcein-izotiocianat kivaltotta fokozott perkutan szenzibilizacio,
kiillonbozo életkoru transzglutaminaz-3 knockout egerekben

Fluorescein isothiocyanate induced enhanced percutaneous
sensibilization in transglutaminase-3 knockout mice in different age

~ BOGNAR PETER DR., TEMESVARI ERZSEBET DR., NEMETH ILONA,
HARSING JUDIT DR., KUZMANOVSZKI DANIELLA DR., KARPATI SAROLTA DR.

Semmelweis Egyetem Bor-, Nemikortani és Boronkoldgiai Klinika, Budapest

OSSZEFOGLALAS

A bor barrier funkcidja szempontjabol az epidermisz
legkiils rétege, egy komplex protein-lipid struktiira, a
, cornified cell envelope” kiemelt jelentdségii. Kialakita-
sdban a stabil izopeptid és protein-lipid kétéseket létreho-
26 transzglutamindzok nélkiilozhetetlenek. A kozelmiiltban
létrehozott transzglutamindz-3 knockout egértorzs bor
barrier funkciéja nyugalmi koriilmények kozt azonban in-
taktnak bizonyult. Célunk az volt, hogy ldtens bor barrier
kdarosodadst feltételezve vizsgaljuk a torzs fogékonysagat a
fluoreszcein-izotiocianat — dibutil-ftaldt kontakt dermati-
tisz modelben, valamint a fluoreszcein-izotiociandt transz-
vivo is jellemezziik. Feltételezve a bor barrier funkcioja-
nak életkorral valé hanyatldsdt, a szenzibilizdcios kisérle-
teket kiilonbozd életkorii (8-12 hetes, 6 hoénapos, 18
honapos) egereken is elvégeztiik. A transzglutamindz-3
knockout egerek mindegyik korcsoportban fokozott szenzi-
bilizacios hajlamot mutattak, ugyanakkor ennek mértéké-
ben nem talaltunk kiilonbséget a korcsoportok kozott. In
vivo vizsgalatok sordn a fluoreszcein-izotiociandt fokozott
knockout egerekben. Eredményeink alapjdn a transzgluta-
mindz-3 konckout egértorzs funkciondlis bor barrierje kd-
rosodott, a transzglutamindz-3 funkcidja sziikséges az in-
takt bor barrier kialakuldsdho:z.
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SUMMARY

Cornified cell envelope as the outermost skin layer is of
great significance in skin barrier function. During its
assembly, members of the transglutaminase enzyme family
catalyze formation of stable cross-linked proteins and
protein-lipid ~ complexes.  The  recently  generated
transglutaminase-3 knockout mice have failed to show any
overt alteration in skin barrier under normal circumstances.
Our goal was to elucidate a presumably latent skin barrier
defect by observing the contact dermatitis response
upon fluorescein-isothyocianate-dibutil-phtalate treatment.
Furthermore  we  characterized  the  transepidermal
penetration of fluorescein-isothyocianate in vivo by two-
photon microscopy. We investigated also the possible age-
aggravated skin barrier perturbations by sensibilization in
mice with different age (8-12 weeks, 6 and 18 months). We
could detect a significantly higher rate of fluorescein-
isothyocianate-dibutil-phtalate induced contact dermatitis
among transglutaminase-3 knockout mice, regardless of the
age of the animals. Furthermore, we could observe a more
invasive transepidermal fluorescein-isothyocianate penet-
ration pattern in knockout mice. Taking our findings
together we could observe that transglutaminase-3 knockout
mice exhibit a functionally defective skin barrier, thus the
enzymatic activity of transglutaminase-3 is necessary for the
development of a functionally intact skin barrier.

Key words:
skin barrier function - contact
hypersensitivity - skin ageing -
transglutaminase-3 - fluoresceine-
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A bdr egyik legfontosabb fizioldgiai szerepe a megfeleld
fiziko-kémiai €s immunoldgiai barrier funkci6, a kiilvilag
feldl érkezd valtozatos karosité noxak elleni védelem bizto-
sitdsa, valamint a transzepidermalis vizvesztés (TEWL) fi-
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ziologids értékeken beliili szabdlyozdsa. A barrier funkci6
szempontjabol kiemelt jelentségl a kiilvilaggal kozvetle-
niil érintkezd epidermisz legkiilsd, hamlas révén folyama-
tosan megujuld, elszarusodd rétege, az un. ,,cornified cell



envelope” (CE), mely ellenalld, tobbszorosen keresztkotott,
komplex protein-lipid struktdra (1). A CE kialakitasdban
résztvevd struktirproteinek (pl. involucrin, loricrin, fi-
laggrin, SPRs) izopeptid és protein-lipid (ceramid) komp-
lexek kovalens kotéseken keresztiili stabilizdlasaért a
transzglutamindz enzimcsalad tagjai felel6sek (2, 3). A bor
teljes fiziko-kémiai barrier struktirdjanak kialakitdsaban a
CE (,,air-liquid barrier”’) mellett fontos a stratum granulo-
sum (SG2) rétegében taldlhat6 tight junction-6k (TJ) emli-
tése is (,,liquid-liquid interface barrier”). A bér rezidens és
tranziens immunsejtjei azonban a fentiekkel parhuzamosan
egy alland6 ,,immun surveillence”-t, ,.immunolégiai bar-
riert” is fenntartanak. A fiziko-kémiai €s immunolégiai bér-
barrier funkcié szoros €s kolcsonos kapcsolatban all egy-
massal. Az immunoldgiai barrier kulcsfontossagu sejtjei a
Langerhans sejtek, melyek nyulvanyaikkal nyugalmi alla-
potban elérik a TJ réteg alatti teriileteket, azonban ,,danger”
szignalok hatasara kialakul6 ,.inflammoszémaban” nyulva-
nyaik a TJ réteg folotti tertiletekr6l is képesek antigén pre-
zentacidra (4). A Langerhans sejtek kozponti szerepe az
antigén prezentacion keresztiil a kontakt szenzibilizacié
kialakuldsanak folyamataban régéta ismert (5), djabban
azonban egyéb professziondlis antigén prezental6 sejteket is
leirtak, melyek szerepe szintén nem elhanyagolhat6 (6). A
szenzitizacids fazisban kialakul6 ,,inflammosoma” magara a
fizikai bor barrierre is hatdssal van, igy fontos a megfeleld, a
kéaros noxat elimindld, azonban a sajat integritast megtartd
mechanizmusok kozti regulacid. A bdr barrier fiziko-kémiai,
és immunologiai torténéseinek idébelisége, kolcsonds egy-
masra hatasa jelenleg intenziv kutatasok targya, egyre tobb
adattal rendelkeziink a velesziiletett immunitds fontos koz-
vetité szerepér6l (7). Az intakt CE a bor barrier funkcid
szempontjabol kiemelt jelentdségli. A fiziko-kémiai barrier
diszfunkcié és a szenzibilizicié kapcsolata leginkabb az
atépids megbetegedések korében vizsgalt, a legtobb adattal
a CE kialakitdsaban szintén résztvevo filaggrin gén muta-
ci6irdl rendelkeziink. Az atépids dermatitis, ichthyosis vul-
garis, Netherton-syndroma, valamint perkutdn szenzibiliza-
ci6 kapcsolatardl is egyre tobb adat all rendelkezésiinkre (4,
8, 9). A transzglutamindz defektusok jelentSsége a fokozott
szenzibiliz4ciés hajlamban még nem tisztazott.

A transzglutaminazok Ca2+ fiiggd moédon lizin €s gluta-
min aminosavak kozott kovalens intra-, vagy intermole-
kularis izopeptid kotéseket hoznak létre, ez a folyamat az
un. ,,crosslinking”. Az eddig leirt nyolc — enzimatikusan is
aktiv — transzglutaminaz koziil a CE formélasdban jelen
ismereteink szerint a transzglutaminiz-1 (TGM1), a
transzglutamindz-3 (TGM3), valamint a transzglutami-
naz-5 (TGMS) vesz részt. A transzglutaminaz-2 (TGM2)
ubiquiter, szimos funkciéja mellett a bor fiziologiai torté-
nései sordn az extracelluldris matrix kialakitdsdban és a
sebgyogyuldsban betoltott szerepe emelhetd ki (2, 3). La-
melldris ichtyosisban szenvedd betegekben TGM1 muta-
ciokat mutattak ki (10), ezzel Osszhangban a TGMI1
knockout egerek abnormalis, letdlis keratinizacidos zavart
mutatnak (11). A TGMS5 mutéciéit acral peeling syndro-
maban szenveddk egy csoportjdban sikeriilt elészor iga-
zolni (12). Jelenleg nem ismeriink TGM3 defektushoz

kapcsolédé kérképet, azonban a TGM3-at, mint autoanti-
gént igazoltak dermatitis herpetiformisban (13).

John és mtsai. 2012-ben publikalt adatai (14) alapjan a
TGM3 knockout (TGM3-/-) egerek fizikai-kémiai és
strukturdlis bdr barrierje a szérzet kisfoku szerkezeti elté-
rései mellett intaktnak bizonyult, azonban a knockout ege-
rekbdl izolalt corneocytdk ultrahanggal 1étrehozott me-
chanikai stresszel szemben csokkent stabilitast mutattak.

Célkitiizés: Célul tlztiikk ki a TGM3-/- egerek percutan
szenzibilizdcidjdnak vizsgdlatdt a részletesen leirt, Th,-
polarizalt fluoreszcein-izotiocianat (FITC) — dibutil-ftalat
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(DBP) késéi tipusu tulérzékenységi reakcid (kontakt der-
matitisz) egérmodellben (15, 16). Azon feltételezésbdl in-
dultunk ki, hogy ha egy domindléan Th; immunvélaszra
hajlamos, C57BL/6 vad (WT) hattert torzson (17) 1étre-
hozott knockout torzs, egy Th, polarizalt modellben is ké-
pes fokozott szenzibilizaciét mutatni, akkor ennek hatte-
rében nyugalmi koriilmények kozt nem kimutathaté funk-
cionalis bér barrier defektus all. Célunk volt tovabba a
TGM3-/- egér bor fiziko-kémiai barrierjének ponotsabb in
vivo vizsgalata is. Tekintettel a fiziko-kémiai, illetve im-
munolégiai bdr barrier €letkorral varhaté valtozasaira, a
szenzibilizaciét kiilonbozé életkord, idSsebb egereken is
elvégeztiik. Feltételezhet6 volt, hogy a TGM3-/- egerek
bér barrier funkcidja az életkor elSrehaladtaval azonos
kord WT térsaikéhoz viszonyitva gyorsabban romlik, igy
a szenzibilizdciéra valé hajlamuk is novekedhet.

Anyag és modszer

A mddszereket és az eredmények egy részét kordbban mar publi-
kaltuk, igy a részletes metodikai leirast tekintve utalunk a kozle-
ményre (18).

TGM3 -/- egértorzs

A TGM3 -/- egértorzset a Kolni Egyetemrdl (University of
Cologne, Koln, Németorszdg) Prof. Mats Paulson és Neil Smyth
bocsitotta rendelkezésiinkre. A hattér torzs a C57BL/6-0s vad tipus
(WT) volt, kontrollként ezt a torzset alkalmaztuk. A szenzibilizacids
kisérletekhez 8-12 hetes, 6, ill. 18 honapos allatokat hasznaltunk.

A flow-cytometrids analizist, szérum IgE vizsgdlatot, ill. a P. acnes
kivaltotta in vivo assay-t, valamint az in vivo két-foton mikroszkopiat
8-12 hetes nostény allatokon végeztiik el.

Kontakt érzékenység kivaltasa, a ,,mouse ear swelling test”

(MEST, fiilvastagodas teszt)

Az egerek (WT ilLTGM3 -/-) hasdn kb. 1,5-2 cm’-es teriiletet le-
borotvaltunk, 24 6ra mulva (1. nap) a teriiletre 160 pl 0,5%-os FITC,
vagy a kontroll csoportok esetében ugyanennyi oldészerként hasznalt
aceton/dibutil-ftalat oldatot helyeztiink 24 6ran 4t tarté okkliziot biz-
tositva. Egy héttel kés6bb (8. nap) az el6bbi kezelést megismételtiik.
A kisérlet 15. napjan digitdlis mikrométer segitségével megmértiik az
egerek fiilvastagsagat (0 h), majd ezt kovetéen mindkét fiil hatso
oldaldra 20 pl-t pipettdztunk az adott egérnél kordbban is hasznilt ol-
datbol. A fiilvastagsagot ezt kovetSen 24 és 48 6ras id6pontban érté-
keltiik. Mindkét fiil azonos id6ben mért atlagat hasznaltuk statisztikai
értékelésre. A 48 oras fiilvastagsdg-mérést kovetden az dllatok euta-
ndzidja, a fiilek, egyuttal a drendlé nyirokcsomok eltdvolitdsa, vala-
mint a retrobulbaris plexusbol vérvétel is tortént.

Szovettan

A fiileket formalin oldatban fixaltuk, majd standard feldolgozast
kovetden, 2 pm-es metszetekben hematoxylin-eosin (HE), valamint
toluidinkék festés utdn vizsgaltuk. A HE festett metszetekben az epi-
dermis hyperproliferatiojat, spongiosist és porkok jelenlétét, a dermis-
pot) ill. ,,++" (massziv gyulladdsos reakcio) kozt elhelyezkedd szemi-
kvantitativ skdldval. A toluidinkékkel festett metszeteken az el6bbiek-
tol fiiggetleniil a subepidermalis, metachromasidsan fest6d6 hizdsej-
tek atlagos szdmat vizsgaltuk 5 latétérben, 200x nagyitdssal. A hizo-



sejtszam szemikvantitativ kiértékelésére az alabbi skdlat alkalmaztuk:
0-5 hizésejt =,,07, 5-10 hizésejt = ,,+7, >10 = ,++". A hizésejtszam az
egy latotérben észlelt atlagos hizdsejtszamot jeloli.

Flow-cytometria

A drenal6 nyirokcsom6kbdl (2-4 db/egér) késziilt sejtszuszpenziot
CD3, CD4, ill. CD25, fluoreszcens festékkel konjugdlt antitestekkel
(BD Biosciences) vizsgaltuk. (Becton Dickinson FACS Calibur,
CellQuest program, n=5/csoport (8-12 hetes), 10* sejt/mérés.)

Szérum IgE

A 48 6ris fiilvastagodds idSpontjaban vett vérbdl nyert szérumban
mértik az 6ssz IgE koncentraciét (Mouse IgE ELISA KIT, BD
Biosciences) (n=5/csoport, 8-12 hetes).

In vivo transzepidermalis FITC penetracio mérése két-foton

mikroszkopiaval

Az allatokat intraperitonealis anaestheticummal elaltattuk, majd
az egyik fiiliik ventrélis oldalat pillanatragaszté segitségével szokva-

nyos mikroszkdpos targylemezhez rogzitettiik. A dorsalis felszinre
2 pl 50 mg/ml-es dimetil-szulfoxidban oldott FITC-et pipettdztunk,
majd az oldat szdraddsa utan két-foton lézermikroszképpal kovettiik
a FITC penetraciéjat in vivo. A mérést az ellenoldali fiilon is elvé-
geztiik. (Carl Zeis LSM 7 MP, excitaciés hullamhossz 795 nm,
n=3/csoport, 8-12 hetes).

Propionibacterium acnes kivaltotta MEST

Az allatok bal fiilének dorsalis-proximalis teriiletére subepider-
malisan 20ul PBS-ben szuszpendalt 10" CFU-t tartalmaz6 P. acnest,
a jobb fiilbe kontrollként 20 pl PBS-t injektdltunk. A kialakul6 gyul-
laddsos valaszt 48 6ra milva MEST-el értékeltiik (n=3/csoport, 8-12
hetes).

Eredmények
Eredményeink egy része mar publikdldsra keriilt (18).
Igazoltuk, hogy 8-12 hetes TGM3-/- egerek fokozott per-
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1. dbra

Fiatal (8-12 hetes) TGM3 -/- egerek fokozott szenzibilizalhat6saga, a FITC-DBP modellben. (A): FITC kezelt TGM3-/-
egerek nyirokcsomoiban emelkedett aktivalt T-sejt arany, (B): FITC kezelt TGM3-/- egerekben emelkedett szérum 0ssz
IgE szint, (C): P. acnes kivaltotta azonos mértékl gyulladds TGM3-/- és WT egérben, (D): vivéanyaggal kezelt WT
egérfiil, (E): FITC kezelt TGM3-/- egérfiil, toluidinkék, (F): FITC kezelt WT, (G): FITC kezelt TGM3-/- egérfiil, (H): in

vivo FITC penetracié WT, (I): FITC penetracié TGM3-/-



kutan szenzibilizaciés hajla- 5o 8-12 hetes

6 hénapos 18 hénapos

mot mutatnak a FITC-DBP
modellben. A FITC szenzibi-
lizalt TGM3-/- egerek foko-
zott MEST vdlasza mellett
(2A. dbra), a nyirokcsomok-
ban a CD4, CD25 pozitiv,
aktivalt T-sejtek ardnya (/A.
dbra), valamint a szérum
0ssz IgE szint (IB. dbra) is
szignifikdnsan magasabbnak
bizonyult a FITC kezelt WT
csoporthoz viszonyitva. Ah-
hoz, hogy értékelni tudjuk a
fokozott szenzibilizacids haj-
lamot, igazolnunk kellett,
hogy a knockout egerek im-
mun reaktivitdsa nem tér el a
vad genotipustakétdl. Ennek
tisztazasara végeztik el az
intradermélis P. acnes tesz-
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2. dbra

MEST kiilonboz6 életkori TGM3-/- és WT egerekben

miszbe jutattuk. | Csoportok Epdermalis Dermalis  Hizdsejek
A kialakult gyulladas in- s L 3
tenzitdsdban nem volt Kii- |'I"||"|}E' TIIHEEIH infiltratum
Ionbség a knockout és WT TEME—I— FITC 3 +H +
csoportok kozott (IC. abra).
Az in vivo két-foton mik- | TaM3 -/~ kontroll 0 0 +H
roszképos mérések soran | YWT FITC = 3 15
ugy talaltuk, hogy a FITC a | \WT kontroll 0 0 4
TGM3-/- egerek epidermi-

szén gyorsan athatol, jol lat-
haté fluoreszcens ,.frontvo-
nalat” mutat (/1. dbra), mig
a WT egerek esetében a FITC tovabb id6zik az epider-
misz felszinén és sokkal kisebb (mintegy 4,5 £ 0,5 relativ)
fluoreszcencia intenzitast mutat a dermiszben (/H. dbra).

A FITC szenzibilizalt allatok maximalis fiilvastagoddsat
a 48. oraban észleltiik, mely szignifikansan kiilonbozott a
WT allatokétdl (8-12 hetes populacié TGM3-/-:61 £ 27 pm,
WT:16 £ 18 pm, p=<0,0001) (2A. dbra). A FITC kezelt
6 honapos TGM3-/- egerek 48 o6raban mért 4tlagos
MEST-je 70 £ 28 pm volt, mig ez az érték WT egerek
esetében 24 + 9 pm-nek bizonyult, a magasan szignifikans
(p=0,0001) kiilonbség igy ebben a korcsoportban is iga-
zolhat6 volt (2B. dbra). A 18 hénapos FITC kezelt popu-
laciokban mért értékek alapjan az id6s TGM3-/- egerek
szenzibilizaciés hajlama is hasonlénak bizonyult a fiata-
labb TGM3-/- populaciéban tapasztaltakkal (TGM3-/-: 52 £
18 pm, WT:25 £ 11 pm, p<0,001) (2C. dbra). ATGM3-/- ege-
rek atlagos élettartama két év koriili, eredményeink alap-
jan a TGM3-/- egerek fokozott szenzibilizalhatésdga az
életkor el6rehaladdsaval nem modosult.

A szovettani kiértékelés sordn a MEST méréseknek
megfeleld képet talaltunk. Mig oldészer kezelés mellett
sem a WT, sem a TGM3-/- populdciéban nem észleltiink

1. tablazat

FITC-DBP szenzibilizacié szemikvantitativ szovettani kiértékelése (6sszes korcsoport)

gyulladasos jeleket (ID. dbra), addig FITC-el kezelt WT
allatok esetében mérsékelt gyulladdsos jelek mar megfi-
gyelhet6k voltak (/F. dbra), melyek a TGM3-/- popula-
ciéban jol lathatéan nagyobb mértékiinek mutatkoztak
(1G. dabra). A hizésejtek szamdban nem észleltiink kii-
lonbséget az egyes csoportok kozott (/E. dbra, ill. 1. tdb-
ldzat). A szbvettani eredményekben korcsoportonkénti kii-
lonbséget nem talaltunk.

Osszefoglalas

Kisérleteinkben igazoltuk, hogy a TGM3 -/- egértorzs,
bar nyugalmi koriilmények kozott, ill. strukturdlisan in-
takt bér barrierrel rendelkezik, kontakt szenzibilizaciora
azonban lényegesen fogékonyabb. Tekintettel arra, hogy
TGM3-/- background C57BL/6 torzs inkdbb Th; tipusd
immunvalaszra hajlamos (17), a kisérletek szenzitivitdsa
érdekében a Th,-polarizdlt immunvélaszt provokal6
FITC-DBP modellt valasztottuk (15). A kontakt szenzibi-
lizalhatésag iranti fogékonysagban életkori kiilonbséget
azonban nem tudtunk kimutatni. A pusztan intrinsic mo-
don id6s6d6 CE is az életkor elérehaladasaval szamos
funkciondlis, strukturdlis, valamint génexpresszids elté-



rést mutat. Példaként emlithet6 a csokkend filaggrin, és
loricrin expresszid, a novekvé TGM1 expresszid, ezzel
szemben a TGM3 kismértékben csokkend expresszidja is
(19, 20), ezek a valtozasok a bér barrier funkcié altalanos
hanyatldsanak irdnydba mutatnak, bizonyos anyagok
transzepidermalis penetraciéja fokozédhat. A fenti vélto-
zasatol fiiggetleniil azonban egy masik fontos tényezd is
megjelenik: a bér immunrendszere is ,,0regszik”, id6sebb

z 2

populacioban a késéi tipusu tulérzékenységi reakcid ki-
valthatésaga csokken (21, 22). Kisérleteink tantisiga sze-
rint a TGM3-/- torzsben fokozott szenzibilizacids hajlam
kozel azonos mértékd marad, sem novekedést, sem szig-
nifikdns csokkenést nem mutat. Két-foton mikroszképos
méréseinkkel a haptén FITC knockout egérbdron valé el-

sz

téré penetricidjat in vivo is igazolni tudtuk. Osszefogla-
lasként elmondhatjuk, hogy a transzglutamindz-3 enzi-
matikus aktivitdsa is sziikséges az intakt bér barrier funk-
ci6 kialakulasdhoz, a TGM3-/- egér, akar egy 1j latens
bor barrier egérmodellként is szerepelhet.
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