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1. BEVEZETES

1.1. A pikkelysomor egy komplex, gyulladasos borbetegség

A pikkelysomor egy multifaktorialis borbetegség, amely a lakossag 2-3%-at érinti
vilagszerte, azonban foként az eurdpai, amerikai és kanadai populdcidkban fordul eld. A
leggyakoribb tipusa a Psoriasis vulgaris, amely plakkos formaban jelenik meg. A
pikkelysomords bor megvaltozott cellularis Osszetételére jellemzd a keratinocita
hiperproliferaci6 ¢és a fokozott T sejt infiltracid, amely az aktivalt immunsejtek, dendritikus
sejtek, makrofagok ¢és velesziiletett immunsejtek altal termelt citokinek hatdsara alakul ki.
Genetikai kockézati faktorok és a kdrnyezeti tényezok egyarant hozzéajarulnak a pikkelysomor
patomechanizmusahoz.

A tanulmanyok elsOsorban a 1¢ézi6s bdr rendellenességeinek megismerésére
fokuszaltak, ennek eredményeként a pikkelysomor ma mar egy jol karakterizalt kronikus

borbetegség, ahol a velesziiletett és az adaptiv immunrendszer aktivalasa egyarant szerepet

crer

crer

fenotipikusan egészségesnek kinézd nem-1¢ziods (NL) borre fokuszalva.

1.2. A fibronektin-koto integrinek szerepe

Az integrinek sejtfelszini transzmembran receptorok, amelyek egy o ¢és egy f
alegységbdl allnak. Fontos szerepet jatszanak az extracellularis matrix (ECM) kiilonb6z6
komponenseinek Osszekapcsoldsaban az intracellularis citoszkeletonnal. A fibronektin (FN)
egy szekretdlodo fehérje, amely szolubilis dimerként szekretdlodik, majd integrinekhez
kapcsolddva oligomerizalodik és fibrillaris szerkezetet alakit ki. A f6 FN receptor az a5f1
integrin, amely fokozottan fejezddik ki a NL bdrben az egészségeshez viszonyitva. NL bérben
az a5P1 integrin nagy mértékii kifejez0désének egyik lehetséges magyarazata lehet, a FN
extra domén A-t (EDA'FN) tartalmazé izoformajanak fokozott jelenléte a bazalis

keratinocitak mikrokornyezetében.



1.3. Az EDA'FN és a FN szerkezete és funkcidja

A FN az ECM egyik multifunkcionalis komponense, amely matrixot alakit ki a sejtek
szamara, emellett szabalyozza a biokémiai és mechanikai jelek aramlasat, amellyel hozz4jarul
a cellularis viselkedés kialakuldsahoz. A FN-nek két f6 formaja ismert: a plazma és a
cellularis FN. A FN tartalmazhat egy vagy kettd IlI-as tipust domént, amit Extra Domén A-
nak és B-nek neveznek (EDA és EDB). Ez a két domén alternativ splicinggal képes bent
maradni vagy kivagddni. A cellularis FN forma tartalmazhatja az EDA domént, amely az
ECM-ben megtaldlhatd alkotoként. Az EDA és az EDB splicing formak megjelenése az
embrionalis fejlédés soran a legkifejezettebb. Posztnatalis iddszakra a mennyiségiik lecsokken
és a kor elérehaladtaval tovabbi csokkenést mutatnak. Azonban az EDA'FN mennyisége
megemelkedik az er0sen proliferalodo felnétt szovetekben, szoveti regeneracio, sebgyodgyulas

----------

progressziojat.

1.4. A KGF és az FGFR2 strukturaja és funkcioja

A fibroblaszt novekedési faktorok (fibroblast growth factors, FGFs) kis méretii
polipeptidek, amelyek ndvekedési faktorként vesznek részt a celluldris folyamatokban. Az
FGF csalad 23 tagbol all és kozos szerkezeti jellemzokkel rendelkeznek. A fibroblaszt
novekedési faktor 7 (FGF7) vagy mas néven keratinocita novekedési faktor (KGF), a
mezenchymalis eredetii sejtek altal termelddik és a keratinocitdknak f6 novekedési faktora. A
bérben a KGF-et a dermalis fibroblasztok termelik, melynek termelddését a keratinocitak
interleukin 1B (IL-1PB) expressziojan keresztiil képesek befolyasolni. Ismert, hogy a KGF
keratinocita proliferaciot ¢és differenciaciot indukdl. Mitogén aktivitds vizsgalattal
meghataroztak, hogy a KGF az epithél sejtekre a fibroblaszt ndvekedési faktor receptor 2-1I1b
(FGFR2-IIIb) splice varianson keresztiil fejti ki legeffektivebben hatasat. A KGF képes a
sejtproliferaciot befolyasolni az FGFR2-11Ic-n és az FGFR1-en keresztiil is, azonban sokkal
kisebb hatékonysaggal.

Az FGFR csalad tagjai: az FGFR1, az FGFR2, az FGFR3 ¢és az FGFR4, melyeket
kiilonb6z6 FGF-ek képesek aktivalni. Az FGFR-ek transzmembran receptorok, amelyeknek
f6 részei: az extracellularis ligand-kotd6 domén, egy transzmembran domén és egy

citoplazmikus domén. Az FGFR2-nek két izoformaja ismert az FGFR2-IIIb ¢s az FGFR2-I1Ic.



1.5. Az FGF és az FGFR jelatviteli utvonala

Az FGF-ek specifikus FGFR-ekkel kotddnek, igy valosul meg a jelatvitel. Az FGF-ek
szekretalt glikoproteinek, amelyek az ECM-ben lokalizalodnak vagy pedig a sejtfelszinhez
kotddnek heparin-szulfat proteoglikanokkal (HPSGs). Az altivalt FGFR2 foszforilalja az
FGFR szubsztrat 2-t (FRS2), amely kapcsolodik a ndvekedési faktor receptor kotd fehérje 2-
vel (growth factor receptor-bound protein 2, GRB2), ezéltal aktivalodik a RAS-RAF-MEK-
MAPK/ERK tutvonal. Kiilonall6 komplexet alkotva a GRB2-kotd fehérje 1— foszfoinozitol-3-
kindz (GAB1-PI3K) aktivalja az AKT fiiggd anti-apoptotikus jelatviteli kaszkaddot. Emellett
az Src homoloég 2 (SH2) domén kotést alakit ki a foszfolipaz-Cy-val (PLCy), igy aktivalodik a
protein kinaz C (PKC), amely fokozott MAPK aktivacidohoz vezet.

1.6. A KGF és az FGFR2 szerepe a betegségek patofiziologiaban és terapiajaban

Szamos tanulmany kiemeli, hogy a KGF fontos funkciot tolt be a sebgyogyulés és a
szoveti regeneralodas soran. Az FGF parakrin jelatviteli folyamatait fontos terapids
célpontként irtak le mucositisben és sebgyogyulasban. Az FGFR2 genetikai elvéltozasai az
¢és szerezett betegségekhez, mint a melandma, az Apert szindroma és az atdpids dermatitisz.
Apert szindromaban, az FGFR2 mutéciojat irtdk le, ahol a ligand specificitasi vizsgalatok azt
mutattak, hogy a mezenhimalisan expresszalodé FGF7 képes kotddni, ezaltal aktivalni az

FGFR2-IlIc splicing format is.

1.7. A JAK-STAT jelatviteli folyamatok szerepe a human betegségekben

A Janus kindz (Janus kinase, JAK)- szignal transzducer ¢és transzkripcids aktivator
(STAT) utvonal egyarant fontos szerepet jatszik a velesziiletett és a szerzett immunitasban,
tirozin kinazbdl all, mig a STAT csalddnak 7 tagja van. A JAK-STAT utvonalat koriilbeliil 50
citokin és egyéb novekedési faktorok képesek aktivalni, ezek kozott megtaldlhatdak
interferonok, kolonia stimulalo faktorok, szamos interleukin és hormonok. A dimerizalt JAK-
ok autofoszforilalédnak, igy lehetové valik a STAT-ok kotése és foszforilacidja. A foszforilalt
STAT monomerek dimereket alkotnak, transzlokalodnak a sejtmagba, ahol befolyésoljak
szdmos gén transzkripciojat. Szamos tanulméany beszdmol a JAK-STAT utvonal eltéréseirdl

kronikus borbetegségekben: pikkelysomorben, atopids dermatitiszben és melandmaban.



STAT]1 lokalizaciot a normal bérben elsdsorban a szarurétegben figyeltek meg. Melanéma I11.
¢és IV. stadiuméban STAT1 és STATS foszforilacios hibat irtak le, amely az IL-2 hibas
vélaszat okozza. A STAT1-nek szupresszor funkcidja van tumorokban, amelyet valoszintileg
a TNFa altal kivaltott apoptotikus program medial. Azon betegek, akiknek funkciovesztéses
STAT1 mutacidjuk van, hajlamosak a mikobakterialis és virusos infekcidkra, mig akiknek

funkcionyeréses mutaciojuk van fogékonyabbak a gombas fertézésekre.



2. Célkituzések

A pikkelysdmdr patogenezise még nem teljesen ismert, azonban szdmos tanulmany
javasol hipotéziseket az immundiszregulaciokra, a bdér mikrobidta rendszerre vagy az
extracellularis matrix elvaltozasaira vonatkozdan, amelyek lényeges szerepet jatszhatnak a
betegség kialakulasaban. A folyamatosan ndvekvd irodalom arra enged kovetkeztetni, hogy
az egészségesnek kinézd NL pikkelysomords bor egy kiegyenstlyozatlan fenotipust mutat,
amely szerkezeti valtozasokat hordoz magéaban az egészséges borhoz képest, igy érzékenyebb
a betegség kialakulasara. A bazdlmembran elvéltozdsai a dermadlis- epidermalis hatarnal
(DEJ), a NL bérben aktivalt, kronikus sebgyogyulasos fenotipust mutatnak.

Normal keratinocitdkkal ellentétben, a FN képes fokozni a sejtciklust NL bérben T-
sejt limfokinek hidnyaban is. A FN {6 receptora az a5p1 integrin fokozottan fejezddik ki NL
pikkelysomords epidermiszben, az egészséges epidermiszhez képest. Szamos tanulmény
szerint a KGF, a FN ¢és az o5Bl integrin fontos szerepet jatszhat a pikkelysomor
patogenezisében, azéltal hogy befolyasoljdk a gyulladast és a keratinocita hiperproliferaciot.
Kutatomunkankban a NL bérben 16vS elvaltozasokra, valamint az EDA'FN és a KGF
szerepére fokuszaltunk a pikkelysomor kialakulasanak és progresszidjanak jobb megértése

érdekében.

Ezért célul tiztik ki:

» A KGF, az FGFR2, az EDAFN és az a5 integrin kifejezédésének vizsgalatat egészséges
¢s NL pikkelysomoros bérben.

* A KGF hatasanak tanulméanyozasat az EDA'FN és a FN termelésre fibroblasztokban,
keratinocitakban ¢s HaCaT sejtekben.

» Az FGFR2 kiilonb6z6 splice-varidnsainak vizsgalatat fibroblasztokban, keratinocitakban és
melanocitakban.

= Azon jelatviteli itvonalak azonositasat, amelyeken keresztiil a KGF képes befolyésolni és
modositani az EDA'FN és a FN kifejezddését egészséges és NL borbdl szarmazé
fibroblasztokban.

= A feltételezett korrelacio tanulmanyozéasat a STAT1 aktivacio, az egészséges, NL és 1€zios
bor valamint a betegek PASI értékei kozott.

= Egy in silico modell 1étrehozasat, alapul véve a transzkripcids szabalyozo molekuldkat és

egyesiteni az in vitro eredményeinkkel, valamint hozzakapcsolni a KGF és a FN jelatvitelt.



3. Anyagok és modszerek

3.1. Bor biopsziak

A mintdkat 16 betegtél és 25 egészséges Onkéntestdl gyljtottik a kisérlethez.
Ugynevezett , tape-stripping” médszerrel mechanikai stresszt indukaltunk, majd 24 és 48 éra
elteltével punch-biopsziakat vettlink az egészséges személyektdl és a pikkelysomords betegek
NL bor teriileteirdl is. Az Osszes tobbi kisérlethez mechanikai stressz nélkiili mintat

hasznaltunk fel.
3.2. Sejtkulturak

Primer keratinocitakat, melanocitakat ¢és fibroblasztokat enzimatikus modszerrel
izolaltunk standard protokoll alapjan egészséges egyének vagy pikkelysomords betegek bor
biopsziaibol. A fibroblasztokat, keratinocitdkat, melanocitdkat és HaCaT sejteket 37°C-on,
5% CO; tartalom mellett standard koriilmények kozott tenyésztettiink.

Fibroblasztokat, keratinocitakat és HaCaT sejteket 6 lyukt edényekben tenyésztettiink,
a kezdeti denzitas 200.000 sejt/lyuk volt, ezt kdvetden 25 ng/mL koncentracioji KGF-el 24
oraig inkubaltuk; kezeletlen sejteket kontrollként alkalmaztunk. A KGF jelatviteli utvonalakat
blokkolo6 kisérletekhez a kovetkezd gatloszereket hasznaltuk: MEK1, AKT Y kinaz, STATI
¢s STAT3 gatloszerek.

3.3. RNS extrakcio és valos idejii kvantitativ reverz transzkripcio polimeraz lanc
reakcio (RT qRT-PCR)

A 6 lyukt edényben 1évé sejteket egyszeres PBS-es (phosphate buffered saline)
mosast kovetéen 0.5 ml TRIzol™ reagensben vettik fel. Total RNS-t a gyarto tovabbi
instrukcidi szerint izolaltunk. Minden RNS-t DNA-free™ reagenssel kezeltiink. cDNS-t 1 pg
RNS-bdl szintetizaltunk iScript cDNS Synthesis Kit segitségével a gyartd protokollja alapjan.
Mindegyik gén termék gyakorisagat 18S rRNS gén expresszidjahoz normalizaltuk. A relativ

mRNS szinteket 244 modszerrel hatéroztuk meg.



3.4. Immunfluoreszcens festés

A humén punch biopszidkat fagyasztdsos modszerrel beagyaztuk, -80 °C-on taroltuk,
ezt kovetden 6 pm-es metszeteket készitettiink bel6liikk. Az alkalmazott elsédleges antitestek:
FGFR2, KGF, os integrin, EDA'FN, pSTATI1(Ser727) és pSTATI (Tyr701). Felhasznalt
masodlagos ellenanyagok: kecske anti-nyul IgG-Alexa Fluor 488, szamar anti-kecske IgG-
Alexa Fluor 546, kecske anti-egér IgG-Alexa Fluor 647 és Alexa Fluor 546. Negativ festési
kontrollként elsddleges antitest nélkiili vagy izotipus kontroll antitesttel inkubalt mintakat

alkalmaztunk. A sejtmagokat DAPI-val festettiik meg.

3.5. Aramlasi citometria

A sejteket a fent leirtak szerint tenyésztettiik, majd Fixdlo/Permeabilizald oldattal
kezeltiik, ezt kovetden PBS-sel mostuk. Elsédleges ellenanyagként anti-EDA'FN-t és anti-
FN-t alkalmaztunk 45 percig. Egér IgG1 ellenanyagot hasznaltunk izotipus kontrollként. A
sejteket PBS-sel mostuk, és masodlagos ellenanyagokkal inkubaltuk. A mintdkat FACS

Calibur aramlasi citométerrel analizaltuk 488 és 633 nm hullamhosszua 1ézerekkel.

3.6. Bioinformatikai analizis és modell konstrukcio

STRING, KEGG ¢és Reactome adatbazisokat hasznaltunk forrasként a fehérje-fehérje
interakcidk és a jelatviteli utvonalak létrehozasahoz; SABiosciences’ transzkripcids faktorok kotddési
adatait és CisRED (p<0.001) alkalmazast hasznaltunk a fehérje-DNS interakciok modellezéséhez. A
transzkripcios szabalyozas iranyat korrelacids matrixal hatdroztuk meg.  Gabig-Ciminska ¢és
munkatarsai 48 dermalis fibroblaszt mintdn végeztek microarray kisérleteket, analizisiinkh6z ezen
Gén Expresszios Omnibuszba feltoltott eredményeket hasznaltuk. A probat a legnagyobb
interquartélis tartomannyal (IQR) valasztottuk ki Osszetett probak segitségével. A koexpresszios
matrix 1étrehozasdhoz a MATLAB R2014b-t alkalmaztuk. A KGF, FN jelatvitelhez, és a FN
splicinghoz kapcsolodd géneket és fehérjéket, valamint ezen gének szabalyozasi mechanizmusait

gyljtottiik dssze és hasznaltuk fel a matrix létrehozashoz.



4. Eredmények

4.1. Megviltozott a5 integrin, EDA"FN, KGF és FGFR2 fehérje termel6dés
pikkelysomoros NL borben

Egészséges és pikkelysomoros NL bérben megvizsgaltuk az o5 integrin, az EDAFN,
a KGF ¢és az FGFR2 fehérjék kifejezddését kezelés nélkiil és 24, 48 oraval tape strippinget
kovetden. Kezelés nélkiil, pikkelysomoros NL bérben mind a 4 fehérje intenzivebb
immunfluoreszcens festddést mutatott az egészséges mintakhoz képest. NL bdrben a tape
strippinggel indukalt enyhe mechanikai stressz nem vezetett valtozashoz az a5 integrin, az
EDA'FN, a KGF és az FGFR2 fehérjék mennyiségében és szdveti eloszlasaban 24 és 48
oréval a kezelés utan. Azonban az immunfluoreszcens festés alapjan megfigyelhetd volt, hogy
a fent emlitett fehérjék kifejezddése enyhe emelkedést mutatott tape strippinggel kezelt

egészséges kontroll mintakon a kezeletlen egészséges mintakhoz viszonyitva.

4.2. Egészséges human fibroblasztokban KGF kezelés hatasara novekedett az
EDA'FN fehérje termelédése

Az EDA'FN és a KGF fehérje szintje egyarant eltérést mutatott pikkelysomords NL
bdrben az egészségeshez viszonyitva, ezért megvizsgaltuk, hogy van-e szabalyozasi kapcsolat
a két molekula kozott. Alapul véve az immunfluoreszcens €s az dramldsi citometrids mérési
eredményeket, 24 6ras exogén KGF kezelés hatasara novekedett az EDAFN splice varians
mennyisége, azonban az 0ssz-FN szintje nem valtozott egészséges tenyésztett
fibroblasztokban. Az EDAFN expresszidja mRNS szinten is ndvekedést mutatott, mig az
0ssz-FN mRNS mennyisége valtozatlan maradt. A KGF hatasat megvizsgaltuk normal human
keratinocitakon és HaCaT sejteken is. A keratinocitdk és a HaCaT sejtek nagyon alacsony
szinten expresszaltik a FN-t és az EDAFN-t a fibroblasztokhoz képest. Ezekben a sejtekben
in vitro KGF kezelés hatasara nem véltozott az EDA'FN és az 6ssz-FN mRNS és fehérje

expresszioja.

4.3. Az FGFR2 splice variansok expresszioja fibroblasztokban, melanocitakban
és keratinocitakban

Az FGFR2-nek két splice variansat azonositottak, az FGFR2-IIIb-t és az FGFR2-IIIc t,
amelyek eltérd ligand-koté specificitassal rendelkeznek. Ezek az eredmények mitotikus

aktivitasi méréseken alapunak. A KGF az FGFR2-IIIb varianson keresztiil képes ndvelni a
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cellularis proliferaciot. RT-PCR-ra tervezett specifikus primerek segitségével, meghataroztuk
a splice varidnsok expresszidjat egészséges fibroblasztokban, melanocitdkban ¢és
keratinocitakban. Kimutattuk, hogy a melanociték és a keratinocitadk csak az FGFR2-I1Ib, mig
a fibroblasztok foként az FGFR2-IIIc varianst expresszaljak.

44. A KGF a MAPK jelatviteli utvonalon keresztiil képes befolyasolni az
EDA'FN regulaciéjat egészséges fibroblasztokban

Az FGF jelatvitel 4 f6 utvonalon keresztiil szabalyozodhat: a RAS-RAF-MAPK, a
PI3-AKT, a STAT ¢és a PLCy jelatviteli utvonalakon. A KGF altal regulalt FN expresszio jobb
megértése céljabol a O szignaltranszdukcidos utvonalak kulcsfontossagi molekuldit
blokkoltuk egészséges borbdl szarmazd fibroblasztokban, specifikus —gatloszereket
alkalmazva, 6nmagaban vagy kombinacioban: MEK1 (MAPK), AKT1/2 (PI3-AKT), STATI1
¢s STAT3 (STAT). 24 oréas gatlo kezelést kovetden meghataroztuk a FN és az EDA+FN
expressziojat aramlasi citométerrel és RT-PCR-al. A KGF indukalta EDA'FN emelkedés
MEKI1 inhibitorral gatolhatd volt, melynek eredményeként a mennyisége a kontroll
fibroblasztok szintjére csokkent. Ezzel ellentétben az AKT1/2 gatlészernek nem volt hatdsa az
EDA'FN fehérje mennyiségére. A STAT1 vagy STAT3 gatlis nem befolyasolta a KGF-
medidlta EDA'FN fehérje termelddését, azonban, ezek a jelatviteli ttvonalakat gatld
molekuldk a KGF-t6] fiiggetleniil ndvelték a FN és az EDA'FN fehérjék szintjét, amely a

STATI gatlas esetében szignifikans valtozast okozott.

4.5. A pikkelysomoros borben megfigyelt abnormalis STAT1 aktivacio fontos
szerepet jatszhat a FN és az EDA'FN regulaciéjaban

Tovabbi vizsgalataink soran, dsszehasonlitottuk a FN és az EDA'FN expressziojat
egészséges €s pikkelysomords NL borbol szarmazo fibroblaszt kultirdkban 24 oras STATI1
vagy STAT3 gatlast kovetden. Ellentétben az egészséges kontrollal, a STATI gatlas nem
vezetett az 0ssz-FN és az EDA'FN splice varidns emelkedéséhez NL borbdl szarmazod
fibroblasztokban. A STAT3 gatlas nem okozott szignifikans valtozast.

Ezért kovetkezd 1épésként, megvizsgaltuk a STAT1 Tyr701 és Ser727 foszforilacios
alakjainak mintazatat, melyekrdl ismert, hogy befolyasoljdk a molekula dimerizaciojat, illetve
aktivitasat. Immunfluoreszcens festéssel vizsgalt foszforilalt Ser727 forma intenzitasa
magasabb volt 1ézids bérben, alacsonyabb, de jol detektalhatd volt egészséges borben, mig a

legalacsonyabb intenzitdst a NL boérbdl szarmaz6é mintdk mutattdk. A foszforilalt Tyr701
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festés sokkal kisebb mértékben volt megfigyelhetd, de hasonldé mintdzatot mutatott. Azokban
a betegekben, ahol a szerin foszforilacid nem volt detektalhato, ott a foszforilalt Tyr701
szintén nem volt megfigyelhetd, sem a NL, sem a 1ézi0s teriileteken. Annak tisztdzasara, hogy
a vizsgalat soran kiilonb6zé STAT1 aktivitast mutatd betegek €s a betegség sulyossaga kdzott
van-e korrelacid, dsszehasonlitottuk a betegek PASI értékeit. Azok a betegek, akiknek a NL
bore negativ foszforilaciot mutatott, alacsonyabb PASI értékekkel (12,4 és 17,8) rendelkeztek,
mig magasabb PASI értéknél (19,6 és 20) mar megfigyelhetd volt egy alacsony STATI
aktivitas NL borben.

A STATI aktivitas erds korreldciot mutatott a PASI értékekkel. Magas PASI értékek
(pL: 19,6) esetén intenziv pSTAT1 (Ser727) festddés volt megfigyelhetd 1€zi6s bérben, és
ezeknél a betegeknél, a NL bdrben is kismértékli STATI1 aktivitds volt kimutathatd. Ezzel
ellentétben, az alacsony PASI értékekkel rendelkezd betegek (pl.: 9,8) NL boérében egyaltalan
nem volt detektalhatdé STAT1 aktivitas. A NL bor pSTAT]1 (Ser727) aktivacioja €s a betegek
PASI értékei parhuzamos csokkenést mutattak. Az aktivalt STAT1 Tyr (701) forma gyorsan
inaktivalodik, ezért csak magas PASI értékli betegek esetén volt detektalhatd, ahol mindkét
foszforilaciés forma jelenléte sokkal intenzivebb volt. Osszehasonlitottuk a 1ézids bértdl kozel
és tavol vett NL bor mintakon a két kiilonb6zé pSTAT1 forma aktivacidjanak mértékét, annak
érdekében, hogy megvizsgaljuk, vajon a 1ézids terlilet hatdssal van-e a kortildtte 1évé NL
bérre. Vizsgalataink szerint, a STAT1 aktivitas fliggetlen a 1ézioktdl valo tavolsagtol,

amelynek hatarat egy ¢les vonal jelzi a NL és a L bor kozott.

4.6. In silico modell konstrukcio

In silico modellt készitettiink, amelynek alapjaul szolgaltak in vitro eredményeink
beleértve a KGF- és a FN-jelatvitelt, mindemellett tartalmazta a transzkripcionalis szabalyozd
halozatot is. Adataink ramutattak arra, hogy a MAPK jelatvitel részt vesz a KGF indukalta FN
splicing szabalyozasaban. Az altalunk generalt koexpressziés matrix alapjan ugy gondoljuk,
hogy potencialis szerepe lehet a peptidil-prolil cisz—transz izomeraznak (PPIG), amely fehérje
egyarant fontos a fehérje foldingban és splicingban, valamint regulalodik a MEK1 indukalta
AP-1 altal. A MEKI aktivitdsdnak megvaltozasa a PPIG-n keresztil modositotta a FN
splicingot, ezaltal novekedett az EDA'FN szintje. Modelliink azt mutatja, hogy a STAT3
negativan reguldlja a MEK1 expresszidjat, ez arra utal, hogy ez a folyamat felelds lehet a

STATI gatlas hatasara megnovekedett EDA'FN termelésért.
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5. Osszefoglalas

A pikkelysomoros NL bor mar elvaltozasokat tartalmaz, amely mikrokdrnyezet
alapvetd extracellularis matrix fehérjék, amelyek befolyasoljak a f6 cellularis folyamatokat és
koros kifejezddésiik figyelhetd meg pikkelysomords borben. A KGF fehérje emelkedett
jelenlétét irtdk le pikkelysomords 1€zios borben, amely fokozott keratinocita proliferaciot
indukal. A fent emlitett folyamatok fontos szerepet jatszanak a pikkelysomor
patomechanizmusaban, ezért ebben a tanulmanyban vizsgéalataink a KGF, az FGFR2, a FN és
az EDA'FN fehérjék vizsgilatira iranyultak egészséges és NL pikkelysomords bérben,
valamint tanulmanyoztuk a KGF, a FN és az EDA'FN kozott fennall6 lehetséges szabalyozasi
mechanizmusokat fibroblasztokban.

Megfigyeléseink azt mutatjak, hogy pikkelysomords NL bérben a KGF, az FGFR2, az
0s integrin és az EDA'FN fokozottan termelddik az egészséges borhdz képest. A KGF kis
mértékben indukalja az EDA'FN kifejezédését egészséges fibroblasztokban, azonban az &ssz-
FN termelddést nem befolydsolja. Eredményink azt mutatjdk, hogy a KGF altal szabalyozott
EDAFN termelés autokrin médon valosul meg a MAPK jelatviteli Gitvonalon keresztiil.

Alapul véve ezeket az eredményeket, létrehoztunk egy in silico modellt, amely
megmutatja a lehetséges kulcsmolekuldkat, amelyek egy szabalyozéasi haldzatot alkotva,
alatamasztjak a KGF altal az EDAFN termelésre kifejtett hatasat. In vitro eredményeink azt
mutatjak, hogy a STAT1 egyarant negativan regulalja a FN és az EDA'FN kifejezédését
egészséges fibroblasztokban, azonban ez a szabdlyozdsi mechanizmus sériil a NL
pikkelysomords dermiszbdl szdrmazo fibroblasztokban. STAT1 aktivaciot detektaltunk
egészséges €s 1¢ézios bérben, azonban NL bdrben a STAT]1 aktivacio szinte teljesen hianyzik,
fiiggetlentil a 1ézi0ktol valo tdvolsagtol.

Ezen eredmények arra engednek kovetkeztetni, hogy a fibroblasztok éltal termelt FN
és EDAFN, valamint a STAT] jelatvitel korosan szabalyozoédik pikkelysomérds NL bdrben,
amely hozzédjarulhat a kronikus gyulladasos fenotipust megel6zé preaktivalt stddium

kialakulasdhoz és fenntartasahoz pikkelysomords nem 1€zids bdrben.
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