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1. Bevezetés

1.1. A pikkelysomor jellemz6i

A kronikus plakkos tipust pikkelysomor (Psoriasis vulgaris) egy multifaktorialis, féleg
Thl és Th17 utvonal altal kozvetitett gyulladdsos borbetegség, amely a pikkelysomor
leggyakoribb tipusa. A plakkos tipusu pikkelysomorre jellemzé a  keratinocitak
hiperproliferacidja, az immunsejtek fokozott besziirddése és a bazalis membran (BM)
megvaltozott dsszetétele, melyek a béron szaraz, vords, pikkelyes foltokat eredményeznek. A
pikkelysomor patomechanizmusa csak részben ismert, a betegség kialakulasdban exogén- és
endogén tényezOk egyarant szerepet jatszanak. Ismert, hogy a pikkelysomor mas betegségekkel
is tarsulhat, leggyakrabban iziileti gyulladassal, de az ujonnan megjelent tanulmanyok
Osszefiiggést mutatnak az elhizassal, pszichés zavarokkal, sziv- és érrendszeri, és anyagcsere-
betegségekkel is. A gének ¢és a kornyezeti tényezOk egyardnt dontd szerepet jatszanak a
pikkelysomor kialakuldsaban, melyek egyiittesen jarulnak hozza a tiinetek megjelenéséhez. A
genomszintll asszociacids vizsgalatok (genome-wide association study, GWAS) tobb
pikkelysomorre hajlamositd 16kuszt azonositottak a huméan genomban. A betegségben a
dendritikus sejtek, a T-sejtek és a keratinocitak, mint nem professzionalis immunsejtek is
szerepet jatszanak, s6t, az NK-sejtek is részt vesznek a tiinetek kialakulasaban.

A legujabb terapidkkal, ugyan tartés tlinetmentesség érhetd el, azonban a kezelés
felfiiggesztése esetén a tiinetek nagyon gyakran ismét megjelenhetnek ugyanazokon a
terlileteken, ahol kordbban is volt tiinet, ami arra utal, hogy a gydgyult teriileteken egy ugy
nevezett ,,molekularis heg” marad, tovabba olyan epigenetikai valtozasokat is azonositottak a
gyogyult boOrbol szarmazod keratinocitdiban, amelyek hozzajarulhatnak a tiinetek
visszatéréséhez.

1.2. A pikkelysomoros tiinetmentes bér bazalis membranjanak rendellenességei

Szamos adat utal arra, hogy a fenotipusosan egészséges kinézetli, pikkelysomoros
tiinetmentes bérben mar jelen vannak a dermalis-epidermalis junkci6 és a BM elvaltozésai,
melyek hasonldsagot mutatnak sebgydgyulasi folyamatokkal. A pikkelysomords tiinetmentes
BM-ben a laminin-1 nem folytonos, tovabba, mind a tiinetmentes, mind a tiinetes boérbol
hidnyzik laminin-al ldnc, mely a normal BM szerkezet fenntartdsdhoz sziikséges.
Kutatocsoportunk kordbbi munkai arra utalnak, hogy a porc oligomer matrix fehérje (cartilage
oligomer matrix protein, COMP) fokozottan fejez6dik ki a dermalis-epidermalis
junkcidteriiletén a tiinetmentes borben. A COMP képes kolcsonhatdsba 1épni a bazélis
keratinocitdkkal az aS5B1-integrinen keresztiil, megakadalyozva ezzel a proliferaciot. A
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fibronektin (FN) receptor. A normal borrel ellentétben, mind a plazma, mind a cellularis FN
eltérést mutat a pikkelysomords tiinetmentes bérben. Kimutattak, hogy a dermalis-epidermalis
junkci6 teriiletén plazma FN van jelen a bazalis keratinocitdk koriil, ami a kéros BM
szerkezetbol fakadhat. A tlinetmentes keratinocitakrol és fibroblasztokrol ismert tovabba az is,
hogy fokozottan képesek az extra A domént tartalmazé FN (extra domain-A FN, EDA'FN)
termelésére a normal sejtekhez képest. Ezek az eredmények arra utalnak, hogy a
pikkelysomords tiinetmentes bérben kompenzaciés mechanizmusok mitkddhetnek, melyek
tiinetmentes bor egészségesnek tiind fenotipust mutat.

1.3. A pikkelysomoros bor és a sebgyogyulasi mechanizmus kozotti hasonlésagok

Tobb tanulmany Kimutatta, hogy a pikkelysomor nagyfoka hasonlosagot mutat a gyogyuld
sebekkel. A pikkelysomoros tiinetes és tiinetmentes bér is Iényegesen gyorsabban gyogyul,
mint az egészséges egyének bére. Mind a sebgyodgyulasban, mind a pikkelysomorben jelen van
a keratinocitak hiperproliferacioja, a gyulladasos sejtek besziirddése és a neovaszkularizacio is,
valamint hasonlosag figyelheté meg a filaggrin, a transzglutaminaz, az involucrin, a keratin-1,
a keratin-10, a Kkeratin-6 és a keratin-16 kifejez6désében is. Egyes antimikrobialis peptidek
nemcsak sériilés esetén, hanem a pikkelysdmords bérben is termelddnek. Mind az EDAFN,
mind a receptora, az a5B1 integrin kulcsszerepet jatszik a sebgydgyulasban, ahol fokozodik a
termelddesiik, €s ez a tendencia a pikkelysomorben is jelen van. A normal sebgydgyulas soran
a COMP kifejezddése minimalis a nem gyogyuld sebekkel ellentétben, ahol a COMP tulzott
mértékben fejezddik ki, hasonloan a pikkelysomords tiinetmentes bérhoz. Ex vivo sebgyogyulas
modellben pedig a COMP-kezelés csokkentette a keratinocitak proliferacidjat, ami
sebgyogyulas késleltetését eredményezte.

A bor sériilése soran a BM is sériil. Korabbi vizsgalatok kimutattak, hogy a sebagyban a
BM karosodott, a pikkelysomorods tlinetmentes bérhdz hasonldéan, ahol egyes régiokban a
laminin réteg egyenetlen, és az EDA'FN, az a5p1-integrin és COMP kifejez6dése fokozott.
Régota ismert, hogy pikkelysomorben a BM szaggatottsdga kulcsfontossagti a tiinetek
kialakulasaban, és a szolubilis FN behatolhat az epidermiszbe, ezzel mikrosebeket fejlesztve.

A matrix-metalloproteinazok (MMP-k) szintén fontos részvevOi a sebgyogyulasnak.
Kimutattak, hogy az MMP-2, az MMP-9 és a 2-es tipusti szoveti matrix metalloproteinazok
inhibitora, a TIMP-2, szintje mind megemelkedik a pikkelysomords tiinetmentes borben.
Kutatocsoportunk kordbban kimutatta, hogy a keratinocita ndvekedési faktor (KGF) és
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a sebgyogyulas aktivalasara utal. A pikkelysomords tlinetmentes keratinocitak szintén
szignifikansan magasabb proinflammatorikus IL-1-et fejeznek ki az 1L-17 jelenlétében.

1.4. A periostin jellemzése és annak szerepe a gyulladasos betegségekben

A periostin egy 90 kDa-os extracellularis matrix (ECM) fehérje, amely 3 f6 doménbdl all;
EMI, Fasl ¢és C-termindlis. A borben a periostin elsdsorban a papillaris dermiszben ¢és a
dermalis-epidermalis junkcidban talalhato. Mind a keratinocitak, mind a fibroblasztok termelik,
képes kotddni mads ECM-molekuldkhoz, példaul az I-es tipust kollagénhez, a FN-hez és
integrinekhez, beleértve az a5p1-integrint is. JOl ismert, hogy kulcsfontossagu szerepet jatszik
a sebgyogyulasban.

A periostin szerepét széles korben vizsgaltak az atopias dermatitiszben (AD), amely szintén
gyulladasos bérbetegség, viszont immunpatologidja eltér a pikkelysomorétdl. Kimutattak, hogy
a periostin fontos szerepet jatszik a Th2 utvonal altal kozvetitett gyulladasos betegségekben,
mint példaul az AD, ahol az IL-4 és IL-13 aktivélja a periostin termelést a fibroblasztokban. A
periostin nem csak a gyulladt dermiszben, hanem az AD-s betegek szérumaban is
megemelkedik, és szintje korrelalt a betegség sulyossagaval is.

Asztméban a 1éguti hamsejtek IL-13 altal indukalt periostint fejeznek ki, amik fokozzak az
asztmas tiineteket. Rheumatoid arthritisben a periostin szintén megemelkedik a szérumban, és
az iziileti szovetbdl és az iziileti folyadékbol szarmazo sejtekben is fokozott kifejez6dést mutat.

A periostin az artéridk meszesedését is képes eldidézni, ezaltal szerepet jatszik az
érelmeszesedésben is.

2. Célkitiizés

A pikkelysomor egy gyulladasos betegség, amely leginkabb a bort és az iziileteket érinti. A
pikkelysomords tiinetmentes bérben mar olyan elvaltozasok vannak jelen, beleértve a BM
eltéréseit, amelyek a dermalis-epidermalis junkcid mentén ,,mikrosebekben” nyilvanulnak meg.
A BM rendellenességek kozé tartozik tobbek kozt az EDAFN, az a5B1-integrin és a COMP
tulzott kifejez6dése, valamint a laminin réteg egyenetlensége. A periostin egy ECM fehérje,
amely kolcsonhatasba 1éphet szamos molekulaval, beleértve mas ECM fehérjéket is, mint
példaul az aSP1-integrin. Szamos szovetben megtalalhatd, igy a bdrben is, ahol normal
koriilmények kozott a dermiszben lokalizalodik. A féként Th2 utvonal altal kozvetitett AD-ban
a periostin fontos szerepet jatszik, ahol szérum biomarkerként szolgal, mivel ott megnd a
mennyisége, és ez a novekedés korrelaciot mutat a betegség sulyossagaval, tovabba a gyulladt
dermiszben is megné a kifejezédése. Az AD-vel ellentétben a periostin funkcidja

pikkelysomorben nem ismert.



Ezen korabbi eredmények alapjan célul tiiztiik ki a periostin lehetséges szerepének

vizsgalatat a pikkelysomor patomechanizmuséaban.

Célunk volt

— a szérum periostin szintjének meghatarozdsa kezeletlen és szisztémasan kezelt
pikkelysomoros betegekben és egészséges egyénekben.

— aperiostin szdveti kifejez0désének vizsgalata egészséges, pikkelysomords tiinetmentes,
tiinetes €s gyogyult, korabban tiinetes borben.

— a periostin fehérje szintjének meghatarozasa az egészséges, pikkelysomords tiinetes,
gyogyult és egészséges borben, valamint a fehérje MRNS kifejez6désének vizsgalata
egészséges, pikkelysdomords tiinetmentes és tiinetes borben.

— periostin kifejez6dés tanulmanyozasa, kiilonbozé tipusa ex vivo sebgyogyulas
modellekben.

— egy Uj ex vivo BM-sériilés indukalt bérmodell 1étrehozasa a periostin és a Bl-integrin
kifejezodésének vizsgalatara, mivel a pikkelysomords bérben a BM-ben ,,mikrosebek™
vannak jelen.

— a periostin és a Pl-integrin kozotti potencialis kapcsolat tanulmanyozasa in vitro
sebgyogyulas modellben.

3. Anyagok és modszerek

3.1. Mintak gyiijtése

Vizsgalatainkba kronikus plakkos tipust pikkelysomorben szenvedd betegeket vontuk be,
és meghataroztuk a kezdeti Psoriasis Area Severity Index (PASI) értékiiket. Osszesen 105
pikkelysomords betegtdl és 49 egészséges dnkéntestdl gyiijtottiink szérum mintat. A kezeletlen
betegek (n=41) a mintavétel el6tt 4 héttel nem részesiiltek lokalis, és 8 héttel szisztémas
kezelésben. A kezelt betegek (n=64) kiilonb6z6 tipustt bioldgiai terapidkat vagy
immunszuppresszansokat kaptak. Punch biopszidkat (6 mm atmérdjii) gylijtottiink a kezeletlen
pikkelysomords betegek tiinetes (n=4) és tlinetmentes (n=4, legaldbb 6 cm-re a 1€zi6tdl)
bérteriileteirdl, valamint egészséges egyénektdl (n=4). A kiilonboz6 ex vivo sebgyogyulasi
modellekhez szintén egészséges egyénektdl keriilt begytijtésre borminta (n=5). Szisztémasan
kezelt betegek gyogyult, korabban tiinetes, (n=4) borteriileteirdl gyijtottiink mintat. A Helsinki
Nyilatkozat szabalyait kdvetve minden donor irdsos beleegyezését adta a mintavétel eldtt. A
tanulmany protokolljait Szegedi Tudomanyegyetem Kutatasi Etikai Bizottsaga hagyta jova
(HCEMM-001, 10/2020, 4702, 2020 januar 20; PSO-VA0223-001, 65/2018, 4236, 2018



marcius 19, Szeged, Magyarorszag; PSO-CELL-01, 90/2021, 4969, 2021 aprilis 26, Szeged,
Magyarorszag; PSO-EDAFN-002, 34/2015, 3517, 2015 februar 23, Szeged, Magyarorszag).

3.2. Sejtkulturak

A keratinocitdk és fibroblasztok izolalasara egészséges és gyogyult pikkelysomoros,
koréabban tiinetes bor biopszidkat hasznaltunk. A primer keratinocitakat epidermalis novekedési
faktorral és szarvasmarha agyalapi mirigy kivonattal kiegészitett szérummentes tapkozegben,
mig a fibroblasztokat alacsony gliikéz tartalmt Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM)
tapkozegben tenyésztettilk, amely 5% magzati szarvasmarha szérumot (FBS) tartalmazott.
Mindkét tapoldatot 1% antibiotikum/antimikotikum oldattal és 1% L-glutaminnal egészitettiik
ki. A sejteket 75 cm2-es sejttenyésztd flaskakban tenyésztettiik 37 °C-on, 5% CO2 mellett,
parasitott koriilmények kozott. A tapfolyadékokat 2-4 naponta cseréltiik, €s a sejteket 80%-0S
konfluencianal passzaltuk. A keratinocitdkat a harmadik passzazsban, a fibroblasztokat az
6todik passzdzsban 80%-o0s konfluencia mellett hasznaltuk a kisérletekhez.

3.3. A szérum periostin szintjének meghatarozasa

A szérum periostin szintjét szendvics tipust enzimhez kotott immunszorbens esszével
(ELISA, R&D Systems, Minneapolis, Minnesota, USA) hataroztuk meg a gyarto utasitisai
szerint.

3.4. Génexpresszios adatok elemzése

A periostin génexpresszi6 elemzéséhez a GEO Profile adatbazist (GDS4602,
ID:100674764) hasznaltuk, amely nyilvanosan elérhetd microarray adatokat tarol az egészséges
(n=64), pikkelysomoros tiinetes (n=58) és tiinetmentes (n=58) bérbdl.

3.5. Western blot vizsgalat

A bor biopsziakat felapritottuk és 6 M guanidin-hidroklorid oldatban inkubaltuk a fehérjék
extrakciojdhoz. A feliiluszot 6sszegyiijtottiik és etanol alapu precipitalast végeztiink, majd a
pelletet 3 M ureaban oldottuk vissza. A fibroblaszt és keratinocita tenyészeteket PBS oldatban
gyljtottik Ossze, majd lizaltuk. A sejtlizatumokat, valamint az ex vivo sebgyodgyulasi és
tenyésztett sohasitott modellek tapfolyadékat 4X loading pufferrel forraltuk, a szoveti
kivonatokat pedig B-merkaptoetanollal kiegészive forraltuk, majd az 6sszes fehérje kivonatot
4-20%-0s Mini-PROTEAN®TGX™ gélen szeparaltuk, majd nitrocelluléz membranra
transzferaltuk. A membranokat 5%-os zsirszegény tejporos TBS-sel blokkoltuk, vagy 1%
szarvasmarha szérumalbuminnal kiegészitve vagy anélkiil, majd egy éjszakan at inkubaltuk
egérben termeltetett anti-human periostin, nytlban termeltetett anti-human periostin, nytalban

termeltetett anti-human aktin vagy egérben termeltetett anti-human GAPDH antitestekkel. A



kimutatast torma-peroxidazzal konjugéalt mésodlagos antitestekkel végeztiik, és a savokat
kemilumineszcens modszerrel és LI-COR C-DiGit blot szkennerrel tettiik lathatova.
3.6. A tape stripping, az ex vivo sebgyogyulasi és tenyésztett sokezelt modellek
létrehozasa
A tape stripping modellek 1étrehozasdhoz (n=3) a biopszidkat 10-szer egymast kdvetden
ragasztoszalaggal befedtiik, majd a szalagot letéptiik. Az ex vivo sebgydgyulasi modellekhez
(n=5) 1 cm atmérdjii bérmintak kozepét 4 mm atmérdjii punch késsel megsebesitettiik. A
tenyésztett sokezelt modellekhez (n=5) 6 mm atmérdjii bor biopszidkat inkubaltunk 1 M NaCl-
ban 5 oran at 4 °C-on. Az 0sszes tipusu sebzett mintat 24 vagy 72 oran keresztiil levego-
folyadék hatarfeliileten tenyésztettiik inszerteken DMEM F12 tapfolyadékban, melyet 10%
FBS-sel és 1% antibiotikum/antimikotikum oldattal egészitettiink ki. A mintakat kriogél
matrixba dgyaztuk a festéshez, és a feliiluszokat (n=3) begytijtottiik.
3.7. Szoveti jelolések
3.7.1. Hematoxilin eozin festés
A hematoxilin-eozin festést a tape stripping, az ex vivo sebgyodgyulasi és a tenyésztett
sokezelt modelleken végeztiik a gyartd utasitasai szerint Leica ST5020 Multistainer
késziilékben.
3.7.2. Immunfluoreszcens jelolés
A fagyasztott, 4% paraformaldehiddel fixalt és 0,25% TritonX-100 permeabilizalt 6
pm-es bormetszeteket 3% normal kecskeszérummal és 1% szarvasmarha szérumalbuminnal
blokkoltuk. Az immunjel6léshez egérben termeltetett anti-human periostin és B1-integrin
antitestet hasznaltunk egy ¢éjszakan at, amit Alexa Fluor 647-tel konjugalt kecskében
termeltetett anti-egér IgG masodlagos antitest kovetett. lzotipus kontrollként egér IgGlk-t
hasznaltunk, a sejtmagokat pedig 4',6-diamidino-2-fenil-indollal jeloltiik. A megjelenitést, a
képfeldolgozast és a fluoreszcencia meghatarozasat Zeiss Axio Imager Z1 mikroszkoppal, ZEN
2012 Microscope Imaging szoftverrel és Fiji szoftverrel végeztiik.
3.8. In vitro scratch assay
A primer egészséges keratinocitakat 6 lyuki edényekre szélesztettiik 5*10° siirtiséggel,
majd 5 oraval a szélesztés utan 1 pg/ml B1-integrin blokkolo antitestet adtunk hozza. 24 6ra
elteltével a teljesen Gsszendtt tenyészeteket megkarcoltuk és 24 6ran at tovabb tenyésztettiik,
majd a sejteket 0sszegyiijtottiik Western blot analizishez. A sebzarddast Zeiss Axiolab Vert.Al

mikroszkoppal kovettiik.



3.9. Statisztikai analizis

Minden adatot a kontroll csoportokra normalizaltunk. Két csoport Osszehasonlitasat
kétmintas t-probaval végeztiik, tobb mint két csoport esetében Kruskal-Wallis vagy ANOVA
tesztet, majd paros Wilcoxon tesztet vagy Tukey post hoc tesztet hasznaltunk. A korrelaciokat
Spearman-féle teszttel hataroztuk meg. ***P <0,0001, **P <0,01 vagy *P <0,05 statisztikailag
szignifikansnak mindsiilt. Az adatok elemzését és abrazolasat az R-Studio szoftverrel vagy a
Prism-GraphPad 8 szoftverrel végeztiik.
4. Eredmények

4.1. A szérum periostin szintje a szisztémasan kezelt pikkelysomoros betegekben a

legmagasabb, és fiiggetlen a klinikai jellemzdiktol

A gyulladasos markerek szérumbeli szintjének (VEGF, survivin, uPar, FN adatok nincsenek
feltiintetve) vizsgalatakor azt talaltuk, hogy korabbi vizsgalatokhoz hasonldan a periostin
fehérje szintje szignifikansan emelkedett a pikkelysomoros betegekben. A szisztémasan kezelt
betegek csoportjaban volt a legmagasabb a periostin szérumbeli szintje. Nem figyeltiink meg
szignifikans kiilonbséget a férfi és ndi betegek, illetve a fiatalabb és idésebb betegek kozott, és
a testtomegindex (BMI) sem befolyasolta a mért periostin szinteket.
Ellentétben az AD-vel, amelyben a periostin szérumbeli szintje szorosan Gsszefiigg a betegség
sulyossagaval ¢és aktivitasaval, pikkelysomorben a szérum periostin szintje nem korrelalt a
betegség sulyossagaval. Végezetiil, 6sszehasonlitottuk a szérum periostin szintjét biologiai €s
egyeéb szisztémas terapiaban részesiild betegeknél, de nem talaltunk szignifikans kiilonbséget.

4.2. A periostin mRNS szintje lecsokken a pikkelysomoros tiinetes borben

Megvizsgaltuk a periostin mRNS szintjét egészséges, pikkelysomords tiinetmentes €s
tiinetes borben, melyhez a nyilvanosan elérhetd GEO Profile adatbazisbol szarmaz6 adatokat
hasznéltuk fel. A tiinetes bdrben szignifikdnsan csokkent periostin mRNS kifejezddést
detektaltunk a tiinetmentes és egészséges borhdz képest.

4.3. A periostin kifejezodése a dermisszel ellentétben megemelkedik a pikkelysomoros

bor a bazalis keratinocitaiban

Ismert, hogy egészséges bdrben a periostin a papillaris dermiszben helyezkedik el. A
periostin immunfluoreszcens jeldlésével kimutattuk, hogy a pikkelysomoros kezeletlen betegek
tiinetes ¢és tiinetmentes bdrében, valamint, kiilonosen a kezelt betegek kordbban tiinetes,
gyogyult borében a periostin kifejezddése alacsonyabb volt a dermiszben az egészséges borhoz
képest. Ezzel ellentétben, az epidermiszben a bazalis keratinocitak rétegében fokozott periostin
kifejezodést figyeltiink meg, amely a legintenzivebben a gyogyult, korabban tiinetes borben

volt detektalhato. Western blot analizissel szignifikdnsan alacsonyabb periostin szintet talaltunk



a teljes borbol szarmazo kivonatokban mind a tiinetes, mint a gydgyult mintakban az egészséges
borbdl szarmazo mintakhoz képest. A Western blot analizis kimutatta, hogy a gydgyult bérbol
szarmaz6 keratinocitak periostin kifejezése is megemelkedik az egészséges sejtekhez képest.

4.4. A dermalis fibroblasztokban a periostin termelése eltéré6 mintiazatot mutat az
epidermalis keratinocitakétol

Ismert, hogy a periostint mind a keratinocitak, mind a fibroblasztok kiilonb6zé molekularis

hatasokra fejezik ki. Megvizsgaltuk, hogy az egészséges bOrbol szarmazd tenyésztett
fibroblasztok és a keratinocitak hogyan fejezik ki a periostint, és azt is talaltuk, hogy mindkét
tenyésztett sejttipus képes a periostin termelésére, azonban a periostin monomer formaja
jellemzdbb volt a fibroblasztokra.

4.5. A periostin kifejezodése megno az ex vivo sebgydégyulasi és a tenyésztett sokezelt
modellekben, ellentétben a tape stripping modellekkel

A kiilonbozd tipust sériilések periostin kifejezddésre gyakorolt hatdsdnak vizsgélatira ex

Vvivo bort felhasznalva kiilonboz6 sebzés tipusokat alkalmaztunk: un. tape stripping modellt az
AD-re jellemz0 sériilt barrier modellezésére; 3D ex vivo sebgyogyulasi modellt, ahol klasszikus
modon sebet ejtettiink; és Gjonnan kifejlesztettiink egy soval kezelt, majd tenyésztett modellt,
is, ahol a kezeléssel BM sériilést idéztiink eld. A tape stripping modellben nem volt
megfigyelhetd a periostin kifejezddése a bazalis keratinocitakban 24 és 72 6ra elteltével sem.
Ezzel ellentétben, az ex vivo sebgyogyulasi modellben 24 6ra elteltével a sebszéleken intenziv
periostin kifejezddést figyeltiink meg a bazdlis keratinocitdkban. A tenyésztett sokezelt
mintakban fokozott periostin kifejezddést figyeltiink meg a bazalis keratinocitak rétegében 72
ora elteltével, 6sszehasonlitva a 24 6ras modellel. Mivel a bazalis keratinocitdkban a periostin
fokozott kifejezodését figyeltilk meg, az ex vivo sebgyodgyulasi modellbdl a sebzések utani 0.
és 24. 6raban feliiluszot gyljtottiink, valamint a tenyésztett sohasitott modellek feliilusz6jabol
is mintat gyiijtottiink 0, 24 és 72 ordval a sebzés utan. A bazalis keratinocitdkban megfigyelt
megemelkedett periostin kifejezddéshez hasonldoan megemelkedett periostin szintet mértiink a
feliiluszokban is.

4.6. Az periostinhoz hasonldéan, a B1-integrin kifejezédése is megemelkedik a bazalis
keratinocitikban mind az ex vivo sebgyogyulasi, mind a tenyésztett sokezelt
modellekben

Korabbi adataink arra engednek kovetkeztetni, hogy a B1-integrin kulcsfontossagu szerepet

jatszik BM sériilés esetén az epidermisz stabilizalasdban a pikkelysomords tiinetmentes borben.
Annak vizsgalatara, hogy a bazalis keratinocitakon 1évé PBl-integrin érzékeli képes-e a

sériiléseket, és ezaltal potencidlisan hozzdjarulhat-e a BM sériilés altal kivaltott fokozott



periostin kifejez6déshez, immunfluoreszcens festést végeztiink a tenyésztett ex Vivo
sebgyogyulasi és tenyésztett sokezelt modelleken. Hasonldan a periostinhoz, a sebzés utan 24
oraval a bazalis keratinocitakban is megnovekedett B1-integrin kifejez6dést detektaltunk az ex
Vivo sebgyogyulasi, valamint a tenyésztett sokezelt modellekben is a 72 6ras mintdkban a 24
orashoz képest.

4.7. A periostin Kkifejezodése lecsokken pB1-integrin blokkolasra normal human

epidermalis keratinocitakban

Annak vizsgalatara, hogy a B1-integrin kdzvetitheti-e a periostin termelését, p1-integrin-
blokkolast alkalmaztunk in vitro scratch, azaz karcolasos sebgyodgyulasi vizsgalatban, normal
human keratinocitak felhasznalasaval. A B1-integrin blokkoldsa a sebek késleltetett zarédasat
eredményezte a nem blokkolt normal keratinocitdkhoz képest. A Western blot analizis
kimutatta, hogy a periostin termelés lecsokkent a keratinocitakban a 1-integrin blokkolasra a
nem blokkolt kontrollhoz viszonyitva. Ezek az eredmények arra utalnak, hogy a B1-integrin
elengedhetetlen a megfelelé sebgyogyulashoz, és hozzajarul a periostin indukcidjahoz is.
5. Megbeszélés

Egyre tobb bizonyiték utal arra, hogy a pikkelysdomor nem csak a bort érintd betegség,
hanem szisztémas gyulladdsos betegségnek is tekinthetd, amely a keringésben megjelend
rendellenességekkel jar. A periostin kiilonb6z6 gyulladasos betegségekben is szerepet jatszik,
példaul az asztmdban, érelmeszesedésben, reumds iziileti gyulladasban ¢€s mas
bdérbetegségekben, mint példaul az AD. Megemelkedett szérum periostin szintet mutattak ki az
AD és pikkelysomdrben szenvedd betegeknél, de szintje az AD-ben volt a legmagasabb, és
korrelalt a betegség stlyossagaval. Az AD-ben a tiineteinek javulasaval a szérum periostin
szintje a normal szintre lecsokkent. Vizsgalataink sordn szignifikansan emelkedett szérum
periostin szintet azonositottunk pikkelysomorben szenvedd betegekben az egészséges
egyénekhez képest, azonban a perioszin szintje az AD-s betegekkel ellentétben a szisztémasan
kezelt betegeknél volt a legmagasabb. Bar a pikkelysomoros betegek szérum periostin szintje
tendencidzus korrelacidt mutatott a betegek életkoraval, nem talaltunk statisztikailag
szignifikans Osszefliggést a betegek klinikai adataival. A pikkelysomorben végzett
megfigyelésiinkhdz hasonldan, a rheumatoid arthritisben is kimutattdk, hogy a remisszidoban
1év0 betegek szérum periostin szintje magasabb volt, mint az egészséges egyéneké, ami
Osszefliggésre utal a szérum periostin szintje s a tiinetek javulasa kozott.

Az AD-ben a gyulladt bort fokozott fibroblaszt-proliferacid, a BM-megvastagodésa és az
ECM fehérjék fokozott termelése jellemzi, mely sordn a periostin termelddése is megnd.

Hasonl6 szoveti elvéaltozasok vannak mas Th2 ttvonal altal kozvetitett betegségekben is, mint



példaul az asztma, ahol a szérum periostin szintje a gyulladdsos aktivitast tiikrozi, igy a betegség
biomarkereként szolgal. Az AD-s bdrrel szemben periostin pozitivitast talaltunk a tlinetes és a
tiinetmentes bdr bazalis keratinocitdiban is az egészséges borhoz képest, ugyanakkor a
kezeletlen betegek tlinetes borében a periostin eloszlasa lecsokkent a dermalis-epidermalis
junkcional, amit az mRNS szintje €s a western blot analizis is igazolt. Mivel a legjelentosebb
szérum periostin szintet a szisztémasan kezelt pikkelysomorben szenvedd betegeknél mutattuk
ki, megvizsgaltuk a gyogyult, korabban tiinetes bor periostin kifejezését is. A gyogyult bérben
csokkent mértékli periostin eloszlast figyeltink a dermiszben, ezzel ellentétben az
epidermiszben a bazalis keratinocitak mutattdk a legintenzivebb periostin pozitivitast. A
gyogyult keratinocitak az egészséges sejtekhez képest jelentésen nagyobb mértékben termeltek
periostint in vitro tenyészetekben, ami a sejtek aktivalt allapotara utal. A tenyésztett primer
normal human keratinociték és fibroblasztok western blot analizise soran azt tapasztaltuk, hogy
a periostin monomer forméja jellemzdébb volt a fibroblasztokra. Tovabba, a fibroblasztokbol
szarmaz6 monomer periostin forma hasonld volt ahhoz, amit a western blot analizissel a teljes
szoveti extraktumokban detektaltunk, ami arra utal, hogy a fibroblasztok jelent6s mértékben
hozzéjarulnak a teljes bor periostin tartalmahoz. Ismert, hogy az IL-4 és az IL-13 képes
serkenteni a fibroblasztok periostin termelését, valamint a periostin kifejez6dése az AD-S
betegek tiinetes dermiszében is megemelkedik, am az epidermadlis keratinocitak periostin
pozitivitasa nem mutathato ki. Az IL-13 periostin-fliggd modon képes aktivalni az 1L-24-et a
keratinocitakban, ami a filaggrin szintézis csokkenését okozza, ami igy az epidermalis barrier
diszfunkciojahoz vezet AD-ben.

Szadmos tanulmany leirta, hogy mind a pikkelysomoros tiinetmentes, mind a tiinetes bor
hasonldsagot mutat a sebgyodgyulasi folyamatokkal, tovabba ismert a keratinocitak aktivacioja
is a sebgyodgyulds soran. A tiinetmentes bérben mér beszamoltak a keratinocitak ,,pre-aktivalt”
allapotarol. Leirtak azt is, hogy az egér borében a sebzés utan a periostint a migralo, azaz
vandorlo keratinocitak fejezik ki. Mivel pikkelysomdrben a dermalis-epidermalis junkcidoban
jelenlévé BM eltérések mar a tiinetmentes bdérben is jelen vannak, valamint a BM-ban
mikrosebek fordulhatnak elé és a keratinocitdkban is sebgyogyuldsszerii folyamatok
indukalodnak, ezért létrehoztunk egy tenyészetett sokezelt modellt a BM sériilések
modellezésének érdekében. A sokezelt modellben a keratinocitdk megndvekedett periostin
epidermalis junkcio sériilései . Ez a sebgyogyuldsszerli folyamat a tiinetmentes €s a tiinetes
bdérben is jelen van, és a gyogyult, kordbban tiinetes bérben a sebgydgyulasi folyamat

bekapcsolva maradhat, mely felerdsodhet a terdpia hatdsara. Azonban tovabbi vizsgalatokra



van sziikség annak megvalaszolasdhoz, hogy ezek a valtozasok meddig vannak jelen a gydgyult
bérben. Az ex vivo sebgyogyulasi és tenyésztett sohasitott sebmodelljeink feliiliszojaban mért
emelkedett periostin szint arra utalhat, hogy a bazalis keratinocitdk aktivalodasa soran
termel0dott periostin felszabadulhat, ami részben magyarazhatja a szisztémasan kezelt
pikkelysomords betegekben észlelt emelkedett szérum periostin szintet. Korabbi allatkisérletek
kimutattdk, hogy a periostin eldsegiti az artéridk meszesedését, és hianya védelmet nyljt az
érelmeszesedés ellen, a megndvekedett szérum periostin igy szerepet jatszhat a
pikkelysomorben szenvedo betegeknél leirt szisztémas gyulladasban.

AD-ben az epidermalis barrier sériilése a keratinocitak felsé rétegében lokalizalodik, ezért
az AD bor modellezésére a tape stripping sebgyogyulasi modellt alkalmaztunk. Ebben a
modellben a periostin kifejezddése nem indukalddott a keratinocitdkban, ami azt jelzi, hogy a
bor epidermalis barrierjének karosoddsa nem indukdlja a periostin kifejezddését a
keratinocitdkban. A pikkelysomords bor koros BM szerkezetét az integrinek képesek érzékelni.
A rendellenes BM szerkezet és a BM-et ér6 sériilések a keratinocitak tlzott aSp1-integrin
termelését eredményezik. Kordbban mar beszamoltunk arrél, hogy a B1-integrin és a COMP
fehérje kolcsonhatdsba Iéphetnek egymdssal a pikkelysomords tiinetmentes borben a
szakadozott laminin réteg miatt. A Pl-integrin blokkoldsa a periostin kifejezddésének
csOkkenését eredményezte a karcoldsos sebgydgyulasi modelliinkben, ami azt jelzi, hogy a f1-
integrin kozvetitheti a periostin termelddését sebzéskor. A PI3K/AKT a novekedési faktorok {6
szabalyozdja, €s részt vesz a periostin kifejezddésének szabdlyozéasaban is, valamint ismert,
hogy, a TGF-p és az integrinek ezen az uton is aktivalhatjak a periostin termelddését. Bar nem
vizsgaltuk a pontos mechanizmust arra vonatkozéan, hogy a B1-integrin hogyan indukalja a
periostin termelést, tovabbi kisérletek feltarhatjak, hogy bazalis keratinocitdkban BM sériilés
hatasara a Pl-integrin a PI3K/AKT utvonalon keresztiil befolyasolhatja-e a periostin
kifejez8dését. Osszefoglalva, a B1-integrin kozvetitheti a bazalis keratinocitak rendellenes BM-
indukalta periostin kifejezddést, igy az a BM sériilések érzékeldjeként szolgalhat.

Ez az els6 tanulmany, amely leirja a megnovekedett periostin kifejezdédést a
pikkelysomords keratinocitdkban, ami potencidlisan hozzajarulhat a betegségben kimutatott
megndvekedett szérum periostin szinthez. Ellentétben az AD tiinetes bdrével, ahol a Th2-tipust
citokinek stimuldljak a fibroblasztokat a periostin termelés fokozéasara, a pikkelysomords
borben a bazilis keratinocitak kulcsszerepet jatszanak a fokozott periostin termelésben.
Eredményeink arra engednek kovetkeztetni, hogy a bazalis keratinocitak aktivalt allapotban
vannak a pikkelysomords tlinetmentes, a tiinetes és leginkdbb a gydgyult, kordbban tiinetes

epidermiszben, €s sebgydgyulashoz hasonld fenotipust mutatnak, mely a periostin fokozott



kifejez6désében mutatkozik meg, ami a rendellenes BM-et tiikrozi. A B1-integrin, amely
szintén megnovekedett mértékben fejezddik ki a sejtekben, hozzajarul a fokozott periostin
termeléshez. Eredményeink azt is bemutatjdk, hogy a szoveti rezidens sejtek hogyan
aktivalodnak a szovetben bekodvetkezd kiilonbozd sebzési behatdsokra. A BM altal kivaltott
koros sebgyogyulas, mint potencialis kompenzaciés mechanizmus mar a tiinetmentes borben
beindul, jelen van a 1ézidban, és a terapia hatasara feler6sddik, majd a gydgyult borben is aktiv
marad.

OSSZEFOGLALAS

A pikkelysomor egy Thl és Th17 atvonal altal kozvetitett gyulladasos borbetegség, ahol a
BM eltérései mar jelen vannak a tiinetmentes bérben is. Ezen BM elvaltozasok kozé tartozik az
EDA'FN, az a5B1-integrin és a COMP fokozott kifejez6dése, valamint a szakadozott laminin
réteg iS. A periostin szamos szovetben jelen van, beleértve a bort is, ahol normal kériilmények
kozt a dermiszben talalhato meg, és képes kolcsonhatasba 1épni szamos mas ECM-molekulaval,
példaul az a5B1-integrinnel.

Ebben a tanulmanyban kimutattuk, hogy pikkelysomorben a szérum és a bazalis
keratinocitdk periostin termelése megemelkedik. Tovabba a szisztémdsan kezelt betegek
szérumaban azonositottuk a legmagasabb szinten a periostin fehérjét, amely emelkedett
szérumszintek fiiggetlenek voltak a betegek klinikai adataitol.

Az immunfluoreszcens festés intenziv periostin kifejez6dést mutatott ki a bazalis
keratinocitak rétegében a pikkelysomords tlinetes, tiinetmentes és kiilondsen a gyogyult,
korabban tiinetes bérben, ellentétben az egészséges borrel. A dermiszben azonban lecsokkent a
periostin eloszlasa a pikkelysomords tlinetes, tiinetmentes és kiilondsen a gydgyult bérben,
mely az epidermiszben megfigyelt jelenségekkel ellentétes.

Kiilonb6z6 ex vivo sebgyodgyulasi modelljeink, kiilonosen a BM sériilés modelliink, a
bazélis keratinocitdkban megndvekedett periostin kifejezddést, és a gydgyulds soran a
feliiluszoban megemelkedett mennyiségli periostin  jelenlétét mutattak ki. Azt s
megallapitottuk, hogy modelliinkben a periostin mellett a B1-integrin kifejezddése is hasonldan
megemelkedett a bazalis keratinocitdkban, blokkolasa a karcoldsos sebgyogyuldsi
vizsgalatainkban pedig a periostin csokkenéséhez vezetett, igy a fokozott periostin termelést a
B1-integrin kozvetitheti. Ezek az eredmények a periostin szerepére utalnak a pikkelysdmords
bor bazalis keratinocitak sebgyogyulasi fenotipusadban, ami a pikkelysdmords bérben leirt BM-

rendellenességek eredménye lehet.
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