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1. BEVEZETES
1.1 A pikkelysomor

A pikkelysomor (pszoriazis) egy kronikus gyulladasos borbetegség, mely foként a bor
kiilonféle belsd ¢és kiils6 stimulusokra adott immunologiai valaszdban tapasztalhato
eltérésekkel jellemezhetd. Viladgszerte a populédcio kb. 2%-at érinti, nemi kiilonbségek nélkiil.
Leggyakoribb (90%) tipusa a plakkos pszoriazis. A pikkelysomor pontos oka ismeretlen,
azonban a genomszintli asszociaciés vizsgalatok soran (GWAS) tobb mint 50, a betegségre
valo kockazattal Osszefiiggésben allo régiot azonositottak. Ezen régiok kodolo génjei az
antigén prezentacioval, az interleukin-23 (IL-23) tengellyel, a T-sejt fejlodéssel és
polarizacioval, a velesziiletett immunitassal és az immunvalaszok negativ szabalyozd
elemeivel kapcsolatosak. A pikkelysomor nem csupan a bérre lokalizalt, hiszen a betegséget
szisztémas gyulladas jellemzi. A tarsbetegségek kozé tartozik az artritisz pszoriatika, a Crohn-
betegség, daganatos betegség, a depresszid, a nem alkoholos zsirmdj, a metabolikus
szindroma, valamint a kardiovaszkularis betegségek. A pszoriazis hatterében allo eltérések
megértése elengedhetetleniil fontos a betegség hatékonyabb kezelését szolgald 1) terdpias

lehetdségek kifejlesztése érdekében.

1.1.1 A pikkelysomoros bor proteomikai vizsgalatai

Kiilonb6z6, a pszoriazishoz hasonldan igen Osszetett betegségek tanulméanyozasanak, a
betegséggel Osszefliggd mechanizmusok értelmezésének egyik leghatékonyabb modja az
érintett szovetekbdl szdrmazd fehérje kivonatok Osszehasonlitd proteomikai analizise.
Legjobb tudomasunk szerint ez idaig a széleskorii pszoridzis proteomikai vizsgalatok egyike
sem hasonlitotta Gssze a tlinetes €s tlinetmentes pikkelysomords borteriileteket (mind az
epidermiszt és a dermiszt) az Osszehasonlitidsban referenciaként valasztott, egészséges

egyénekbdl szdrmazo biopszidk bevondsaval.

1.1.2 A pikkelysomoros tiinetmentes bor

A pikkelysomoros tiinetmentes bort kiilonféle kiilsd €s belsd tényezdkre (pl. mechanikai
stressz, alkohol) adott fokozott stresszvalasz jellemzi, ami plakkok megjelenéséhez vezet. A
pikkelysomoros plakk keletkezésének kulcsfolyamata az abnormalis keratinocita proliferacio

és differenciacio, mely tobbek kozott a bor barrier funkcidjanak zavarat okozza.

1.2 A bér sériilt barrierfunkcidja és a kapcsolodé ozmotikus hatas
A sériilt barrierfunkcio irritativ kontakt dermatitiszben (ICD) jelenti a f6 patoldgiai eltérést.

A barrier sériilése a bor fokozott permedbilitdsdhoz és transzepidermalis vizvesztéshez



(TEWL) vezet. A viz tavozasa magasabb ozmotikus nyomast eredményez a bor felsd
rétegeiben, tehat a lokalis hiperozmotikus stimulus hozz4ajarulhat a betegség kialakulasahoz.

A hiperozmolaritds csokkenti a sejtviabilitast és noveli az intracellularis kalcium (Ca2+)
koncentraciot HaCaT keratinocitdkban. Az ozmotikus stressz tovabbi intracellularis
valtozasokat is indukal. Epitelialis sejtekben a tumor nekrozis faktor-alfa (TNF-a), az IL-1,
az IL-8, az IL-6 ¢és az aktivalt T-sejtek 5-6s nuklearis faktoranak (NFAT-5) emelkedett mRNS
szintli expresszidjat talaltak hiperozmotikus koriilmények kozott. Normal human epidermalis
keratinocitakban is megfigyelték a TNF-a, az IL-1B, az IL-6 és az IL-8 emelkedett mMRNS

szintli expressziodjat.

1.3 A poliolok kedvezé hatasa a bérre

A glicerol és a xilitol szamos jol ismert kedvezd hatast gyakorol a bérre; antiirritans és
gyulladascsokkenté hatasukat mar korabban kimutattuk. Mas in vitro kisérletekben a glicerol
csokkentette a human leukocita antigén-DR (HLA-DR) mRNS szintjét, a xilitol pedig gatolta
a gyulladasos citokin expressziot, illetve fokozta a filaggrin mRNS szintli expressziojat.
Tovabba ismert, hogy a glicerol kiilonb6z6 baktériumfajok elsddleges ozmolit rendszerét
alkotja. A glicerol és a xilitol ozmolit szerepkore a bérben azonban még nem teljesen

tisztazott.

2. CELKITUZES

A pikkelysomorben feltételezhetd eltérések mélyebb megértése érdekében célul tliztiik ki a
korabbi proteomikai vizsgalatok eredményeinek bdvitését. A komplex Osszehasonlitdsba a
tiinetmentes ¢és a tiinetes bor mellett egészséges bormintakat is bevontunk jelolés mentes
szemikvantitativ proteomikai analizisiink soran.

Tovabba célul tiiztiik ki annak vizsgalatat, hogy a glicerol és a xilitol — mint ismert
hatékony antiirritans agensek — védelmet nyujtanak-e a hiperozmotikus stressz ellen in vitro.
Tanulméanyoztuk a két poliol sejtviabilitisra, —citotoxicitasra, intracellularis Ca?*
koncentraciora és proinflammatorikus citokin expressziora gyakorolt hatasat hiperozmotikus

koriilmények kozott.



3. ANYAGOK ES MODSZEREK

o Résztvevék, bérmintak: Osszesen 9 (3x3) kronikus plakkos pszoridzisban szenvedd
beteget és ugyanennyi egészséges donort vontunk be vizsgalatunkba. Egészséges, tiinetmentes
¢s tiinetes, 6 mm atméréjli, epidermiszt és dermiszt tartalmazo ,,punch” biopszidkat vettiink a
fels0-kozépso glutealis régiorol.

. Az egészséges, tiinetmentes és tiinetes bor 6sszehasonlitdo proteomikai vizsgalata:
A mintakat pengével feldaraboltuk. A bor fehérjéit szekvencidlisan, négy konszekutiv,
oldékonysag alapi extrakcids 1épésben vontuk ki. Harom donor ugyanazon sorszamu
extraktumait az egyes vizsgalati csoportokban (egészséges, tiinetmentes ¢&s tiinetes)
,pooloztuk”. Az extrakcios 1épéseket 3-3 donorral haromszor ismételtilk meg. Ezt kovetden a
mintakkal folyadékkromatografiaval kapcsolt tandem tomegspektrometrias anlizist (LC-
MS/MS) végeztiink. Az egyes fehérjék mennyiségi Osszehasonlitisihoz az egészséges,
tiinetes és tlinetmentes extraktumokban relativ peptid ion kromatogramok és
spektrumszamlalas alapjan hataroztuk meg a szignifikans kiilonbségeket. Két kiilonb6z6
modszert hasznaltunk: 1) moédositott t-probat (limma) és 2) ,,rank product” tesztet t-probaval.
Két minta kozott egy fehérje mennyiségét akkor tekintettiik kiilonbozének, ha legalabb az
egyik statisztikai proba soran szignifikdns eredményt kaptunk (p<0,05) és az abszolut
kiilonbség legalabb kétszeres volt.

. UDP-gliik6z-6-dehidrogenaz (UGDH) immunfluoreszcens festés: Pikkelysomoros
betegek tiinetmentes és tiinetes, valamint egészséges donorok bdrmintdit lefagyasztottuk és
beagyaztuk, majd 5 pm-es metszeteket készitettiink. Fixalas, permeabilizalas és blokkolas
utan a metszeteket az UGDH ellen termeltetett, nyul poliklonalis primer antitesttel inkubaltuk.
Mosast kdvetden AF546 (kecske anti-nytl 1gG) szekunder antitestet alkalmaztunk.

J Bioinformatikai analizis: A pikkelysomor patomechanizmusaval korabban még
kapcsolatba nem hozott fehérjék azonositasa céljabol a fehérje nevét vagy a fehérjét kodolo
gén szimbolumat hasznélva irodalomkutatast végeztiink. Az egyes fehérje, illetve gén neveket
a ,,pszoriazis” kulcsszoval tarsitottuk az R szoftver RISmed csomagjat hasznalva. A
proteomikai vizsgalat soran megvaltozott mennyiségben detektalt fehérjékkel kapcsolatba
hozhatd sejtszinti mechanizmusok azonositasara az ,,Ingenuity Pathway Analysis” (IPA)
szoftvert hasznaltuk.

. Sejtkultira: HaCaT sejteket a megfeleld anyagokkal kiegészitett Dulbecco-féle
modositott Eagle-médiumban (DMEM-HG) tenyésztettiink.



o Sejtviabilitas és citotoxicitas mérés: A sejteket 0,27% glicerol, illetve 0,45% xilitol
tartalmt szérum mentes DMEM-HG oldatban inkubaltuk 60 percig, amit 0,27% glicerolt,
illetve 0,45% xilitolt vagy a két poliol egyikét sem tartalmazo, 450, 500 vagy 600 mOsm,
szorbitol tartalmu tenyésztd médiummal valo inkubacid kovetett 24 6ran at. A sejtviabilitas
essz¢é soran 0,5%-0S MTT (3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolium-bromid) oldatot
adtunk a sejtekhez, majd a keletkezett formazan kristdlyokat szolubilizaltuk, és mértiik az
optikai denzitast (OD). A citotoxicitas meghatarozasat ,,Cytotoxicity Detection Kit PLUS”-
szal (Roche Diagnostics, Risch, Switzerland) végeztiik a gyart6 utasitasai szerint.

. Az intracellularis Ca®* koncentracié valtozasainak mérése: HaCaT keratinocitakat
13 mm 4atmérdjli, bevonatot nem tartalmazd steril feddlemezekre helyeztiink. A
fedélemezekre kitapadt sejteket Tyrode-oldatban inkubaltuk, majd Ca*"érzékeny fluoreszcens
festékkel (Fluo-4) toltottiik fel. Ezt kovetden a sejteket 0,027 és 0,27% glicerol, illetve 0,045
¢és 0,45% xilitol tartalmu Tyrode-oldatban inkubaltuk. A fedélemezeket Zeiss Axiovert 100
mikroszkop kis térfogati képfelvevd kamrajaba helyeztiik. A sejteket 450 mOsm, szorbitol
ionofor hozzéadéasa kovetett.

. RNS extrakcio és valés idejii kvantitativ reverz transzkripciés polimeraz
lancreakcio (RT qRT-PCR): A sejteket 0,27% glicerolt vagy 0,45% xilitolt tartalmazo
médiummal 60 percig eldinkubaltuk, amit 450 mOsm, szorbitol tartalmii médiummal vald
inkubacié kovetett 2 oran at. Negativ kontrollként a kezeletlen sejtek, pozitiv kontrollként a
csak szorbitollal kezelt sejtek szolgaltak. TRIzol reagenssel a gyartd utasitasai szerint RNS-t
izolaltunk, és DNase kezelést végeztiink. 1 pg 6ssz-RNS-bdl ¢cDNS-t szintetizaltunk ,,iScript
cDNA Synthesis Kit”-tel (Bio-Rad Laboratories, Hercules, California, USA). Az RT gRT-
PCR kisérleteket a ,,Universal Probe Library” rendszerrel végeztiik. A relativ mRNS szinteket

a AACt mddszerrel szamitottuk Ki.



4. EREDMENYEK
4.1 Proteomikai eredmények

4.1.1 Az egészséges vs. tiinetes bor Osszehasonlitasa, és az ehhez kapcsolodo biologiai
folyamatok

A tiinetes és egészséges bormintakat 0sszehasonlitva 249 fehérje relativ mennyiségében
talaltunk kiilonbséget. Ezekkel a fehérjékkel fehérje-fehérje kolcsonhatas alapa ,,enrichment”
analizist végezve a kovetkezd kategoridkba tartozd bioldgiai folyamatokat azonositottuk:
fejlédés, proliferacio, expresszid szabalyozas és stimulusra adott valasz.

Mivel a pikkelysomorben tapasztalhatd fobb eltérések kozott szerepel a megvaltozott
stressz- ¢s immunvalasz, valamint a proliferacié és differenciacié szabalyozasanak zavara, a
tiinetes borben az egészségeshez képest kiillonbozden expresszalodd fehérjék kozott mind a
négy folyamatban résztvevd, kozponti szabalyozo elemeket kerestiink. Négy ilyen kdzponti
fehérjét azonositottunk (MYBBP1A, PML, PRKDC ¢és STAT1), melyek koziil csak a STAT1-
et hoztak mar korabban kapcsolatba a pszoriazissal.

Annak meghatarozasdhoz, hogy mely tiinetes eltérések €s milyen mértékben vannak jelen
mar a tiinetmentes boérben, az egészséges vs. tiinetes borben kiillonbozd kifejezddést mutatd
249 fehérje expresszios szintjét dsszehasonlitottuk a tiinetmentes bdrben mért expresszios
szintekkel. A tiinetmentes bérben a 249 fehérje 79,9%-a (199 fehérje) az egészséges, illetve a
tiinetes borrel vald Osszehasonlitasban kevesebb mint kétszeres eltérést mutatott. Tehat a
fehérjék ezen csoportja egy kozbiilsé diszkrét lépést reprezentdlhat az egészséges-tiinetes
atmenetben.

4.1.2 Eltéro fehérje expresszio a tiinetmentes és a tiinetes borben, és az érintett
fehérjékkel kapcsolatos biologiai folyamatok

A tiinetmentes és a tlinetes bdérproteom Osszehasonlitidsa 60, relativ mennyiségében
legalabb kétszeres eltérést mutatd fehérje azonositasdhoz vezetett. 34 fehérje kisebb, 26
nagyobb mennyiségben volt jelen a tlinetmentes borben a tiineteshez képest. A 60 fehérje
funkcionalis enrichment analizise kiilonb6z6, a pszoriazis patomechanizmusaval kapcsolatos
biologiai folyamatokat tart fel, beleértve a fejlddést és a stimulusra adott valaszt. A
tiinetmentes vs. tlinetes borben kiillonbozden expresszalodo fehérjék kozott azonositottunk
olyanokat is, melyek az egészséges vs. tliinetes 0sszehasonlitasban nem mutattak kiilonbséget.
Az egészséges borhoz képest 8 fehérje szintje a tiinetmentes borben magasabb, a tiinetes
bérben pedig alacsonyabb volt (tiinetmentes>egészséges>tiinetes), mig 1 fehérjénél ezzel

ellentétes trendet figyelhettiink meg (tlinetmentes<egészséges<tiinetes).



4.1.3 A fehérje expresszio osszehasonlitasa tiinetmentes és egészséges borben

7 fehérje magasabb, 1 alacsonyabb expresszids szintet mutatott tlinetmentes borben az
egészségeshez képest. A 8 fehérje koziil a GBP1-et, a KLK10-et és az S100A7-et mar
kapcsolatba hoztak a pikkelysomor patogenezisével, mig a tovabbi 5 fehérje a betegség
potencidlisan 1j, korai markere. 4 fehérje (GART, CSEIL, GBP1 ¢és UGDH) relativ
mennyisége hasonl6 volt a tiinetmentes és a tiinetes bérmintakban.
4.1.3.1 A proteomikai eredmények megerésitése: UGDH expresszio egészséges,
tiinetmentes és tiinetes bérben

A tlinetmentes ¢és az egészséges borproteom Gsszehasonlitdsakor a legnagyobb expresszids
kiilonbséget az UGDH mutatta. Mivel az UGDH-t korabban még nem hoztak kapcsolatba a
pikkelysomorrel, tovabbi analizis céljabdl ezt a fehérjét valasztottuk ki. Immunfluoreszcens
festéssel az UGDH hasonlé epidermalis megoszlast mutatott mindhdrom tipusti bormintaban,
azonban a festddés intenzitdsdban nyilvanvalo kiillonbségek mutatkoztak: a tiinetmentes és a
tiinetes pikkelysomordés mintdk robusztusabban festddtek az egészségesekhez képest, ami

megerdsiti proteomikai eredményeinket.

4.1.4 A pikkelysomorrel kapcsolatban mar ismert és uj trigger fehérjék

44 olyan fehérjét is azonositottunk, melyek vagy csak a tiinetes vs. tiinetmentes, vagy csak
a tilinetes vs. egészséges Osszehasonlitdsban mutattak kiillonbséget. Ezek a fehérjék
szerepet. Egy szamitogép-tamogatott, kulcssz6 alapt irodalomkutatas szerint a 44 fehérjébol
23-at mar kapcsolatba hoztak a pikkelysomorrel, mig 21 fehérjénél ez iddig nem talaltak
Osszefiiggést a betegség patomechanizmusaval.
4.1.5 A fehérje mennyiségekben detektalt eltérésekkel kapcsolatos pikkelysomor
biomarkerek, biolégiai funkciok, kanonikus utvonalak és betegség annotacio

A korabban széleskorli genomikai, transzkriptomikai és/vagy proteomikai vizsgalatokban
meghatarozott biomarkerek koziil az AKR1B10-et, a CSTA-t, az FABP5-6t, a PI3-at, az
SCCA2-t, a STAT1-et, a STAT3-at és az S100 csalad tagjait (S1I00A2, A7-9) vizsgalatunk
soran is azonositottuk. Ezek a molekuldk magasabb expresszios szintet mutattak tlinetes
borben az egészséges kontrollhoz képest.

A proteomikai vizsgalatban megvaltozott mennyiségben detektalt fehérjékkel kapcsolatos
sejtszintli mechanizmusok azonositasa céljabol az IPA szoftverrel tovabbi analizist végeztiink.
A betegség annotdcidban vald keresés soran a ,,pszoriazis” volt az els¢ talalat, amikor a

tiinetes vs. egészséges, illetve a tiinetes vs. tlinetmentes kiillonbségeket hasonlitottuk Gssze.
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cres

transzlacid iniciacioja” és a ,,Staphylococcus aureus elpusztitasa” voltak a f6 érintett
funkciok. A ,,kanonikus ingenuity pathway” analizis soran az ,,IL-17A szerepe pszoriazisban”
a 10 legszignifikansabb kanonikus ttvonal k6zott szerepelt, akar a tiinetes, akar a tiinetmentes
bért hasonlitottuk Ossze az egészségessel. Emellett kiilonb6z6, daganatokkal kapcsolatos,

neurologiai és neuromuszkularis kanonikus utvonalakat is azonositottunk.

4.2 In vitro eredmények
4.2.1 A glicerol és a xilitol hatasai hiperozmotikus stressznek Kkitett HaCaT sejtek
viabilitasara

24 o6ra alatt a 600 mOsm szorbitol tartalmi médiumban szignifikansan csokkent a
viabilitas. Szintén jelentds csokkenést tapasztaltunk a poliollal is kezelt csoportokban,
azonban a glicerollal valo kezelésnél az életképesség értéke szignifikansan magasabb volt a
pozitiv kontroll csoporthoz (DMEM-HG + szorbitol (600 mOsm)) képest. Az atlagos
citotoxicitas értéke a 0,27% glicerollal + szorbitollal (600 mOsm) kezelt csoportban valamivel
alacsonyabb volt, mint a megfelelé kontroll csoportban (DMEM-HG + szorbitol (600
mOsm)), azonban a kiilonbség nem volt szignifikans.
4.2.2 A 0,45% xilitol védelmet nyujtott a hiperozmotikus stimulus altal indukalt
intracellularis Ca®* koncentracié novekedéssel szemben

A 450 mOsm, szorbitol tatalmu oldattal kivaltott hiperozmotikus stresszt az intracellularis
Ca?* koncentracio gyors novekedése kisérte, amit a magasabb koncentracioju (0,45%) xilitol
szupprimalt.
4.2.3 A poliolok preventiv hatiasa az ozmotikus stressz kovetkeztében megemelkedett
gyulladasos citokin és NFATS mRNS expressziora

A 450 mOsm szorbitol tartalmi médiumban jelentdsen megemelkedett az IL-1a, az IL-1,
az IL-8 és az NFATS mRNS expresszio. Az IL-1a expresszio emelkedését mind a 0,27%
glicerol, mind a 0,45% xilitol megakadalyozta. Az utobbi koncentraciokban alkalmazott két
poliol mellett jelentdsen alacsonyabb IL-8 expressziot mértiink ozmotikus stresszben; az
expresszios szintek nem kiilonboztek szignifikansan a kezeletlen kontroll csoporttol. Az IL-13
¢s az NFATS

expressziot csak a 0,27% glicerol mérsékelte.
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5. DISZKUSSZIO

Az egészséges, tiinetmentes €s tiinetes bor 0sszehasonlitasa proteomikai szinten hianyzott a
korabbi széleskorii 6sszehasonlitd pszoriazis proteomikai vizsgalatokbodl. E hiany potlasanak
c€ljabol proteomikai analizisiink egészséges bormintakat is tartalmazott a pikkelysomords
tiinetmentes és tiinetes bormintak mellett.

A tlinetmentes vs. tlinetes Osszehasonlitdsban kiilonbdzoen expresszalodd 60 fehérje a
tiinetes vs. egészséges Osszehasonlitdsban kiilonbséget mutatd fehérjéknek csupan 24,1%-a
(60 vs. 249), ami ramutat az egészséges boOr Osszehasonlitasban valo részvételének
jelentdségére, a betegséggel 0sszefliggd eltérések kimutatasa céljabol.

A tiinetes vs. egészséges vagy a tiinetes vs. tiinetmentes Osszehasonlitdsban kiillonbozéen
expresszalodo fehérjék alapjan a betegség annotacio a pikkelysomorrel mutatta a legerdsebb
korrelaciot. A tiinetes vagy a tiinetmentes bort az egészségeshez hasonlitva a ,,kanonikus
ingenuity pathway” analizis az ,,]L-17A szerepe pszoridzisban” azonositasat eredményezte.
Ezek az annotaciok azonban daganattal, neurologiai, neuromuszkuldris vagy
izombetegségekkel kapcsolatos mechanizmusokat is feltartak, melyek a pikkelysomor
patomechanizmusdban vald ¢érintettségre vagy a betegségek kozotti hasonldsagokra
utalhatnak. Mivel a proteomikai és az in silico analizis nem tud kiilonbséget tenni sejttipusok
kozott, és nem nyujt informaciot arrdl, hogy a mechanikailag Osszekapcsolt eltérések
ugyanazon vagy kiilonbozd sejttipusokban torténnek-e, tovabbi kisérletek sziikségesek a
feltart sejtszintli mechanizmusok pszoriazis patomechanizmuséval kapcsolatos pontos
relevanciajanak tisztazasara.

A tovabbiakban a pikkelysomor patogenezisében kulcsfontossagti folyamatokban —
beleértve a stressz- €és immunvalasz szabalyozasat, a proliferaciot és differenciaciot -
résztvevd potencialis kdzponti fehérjéket is kerestiink. A kozponti fehérjék koziil a STAT1-et
mar kapcsolatba hoztdk a betegséggel, azonban az azonositott tovabbi 3 fehérje — a
MYBBPIA, a PML ¢és a PRKDC — még nem kertilt latotérbe. A MYBBP1A transzkripcios
faktor fontos lehet a patomechanizmusban, mivel a stresszvalaszt és a citokineket regulald
NF-«B korepresszora. Ismert, hogy a PML fehérje egyik izoformaja (PML-4) szabalyozza az
apoptozist €s a novekedés szuppresszidjat, mig a sejtmagi izoformdak részt vesznek a
génexpresszio szabalyozasaban az MHC-I 1okuszon. A PRKDC a kett6ésszala DNS-ben
keletkezett torések felismeréséért és kijavitasaért felel, és a c-myc és p53 foszforilaciot

medialja, mely a pszoridzisban betoltott fontos szerepére utalhat.
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Azon fehérjéket, melyek kifejezddése csak a tiinetes bdrben valtozott meg, ,trigger”
fehérjéknek nevezziik, mivel az expressziojukban bekdvetkezd valtozasok a betegség
iranyaba torténd elmozdulassal hozhatok kapcsolatba. Ezen fehérjék koziil a pikkelysomorrel
Osszefiiggésben korabban még nem emlitett fehérjéket két csoportra oszthatjuk. Az elsd
csoport (SGCD, SYNM, MYHI11 és ATPIB1) a szdveti mechanoszenzitivitashoz jarulhat
hozz4d. A maésodik csoport (MPZ, PRX, CSPG4, CNTNI ITGA8 ¢és ATPIBI) az
idegrendszerrel kapcsolatos, mely a periféridas idegrendszer érintettségére utalhat
pszoridzisban.

A tiinetmentes ¢és az egészséges bort Osszehasonlitva 8 fehérjénél taldltunk eltérd
expressziot (CSE1L, GART, GBP1, KLK10, MYO18A, S1007A, SMARCAS ¢és UGDH).
Ezek kozil 4 fehérje (CSEIL, GART, GBP1 és UGDH) a betegségre hajlamositd tényezd
lehet, mivel hasonl6 expressziot mutattak a tiinetmentes ¢és a tiinetes bérben. Jelentdségiiket
figyelmen kiviil hagytuk volna, ha az Osszehasonlitisba nem vonunk be egészséges
bérmintakat. A 4 fehérje koziil az UGDH mutatta a legnagyobb expresszios kiilonbséget,
melyet korabban még nem hoztak osszefiiggésbe a pikkelysomorrel. Ismert, hogy az UGDH
indirekt modon fokozza a kondrocita proliferaciot; feltehetdleg fokozott hialuronan termelés
révén, mely kiilonbozo citokineket kot. Az UGDH in vitro termelddésének csokkentése €s a
kovetkezményes csokkent hialuronan termelés azonban nem befolydsolta a keratinocita
proliferaciot, mely arra utal, hogy a tiinetmentes bdorben megfigyelt emelkedett UGDH
onmagaban nem elegendd a proliferacié modositasahoz.

Tovabbi vizsgalataink soran a tiinetes €s a tiinetmentes bérben manifesztalodo eltérésekre
¢s azok mértékére fokuszaltunk. Meglepd, hogy a tiinetes vs. egészséges Osszehasonlitdsban
kiilonbséget mutatd 249 fehérje kb. 80%-a dtmeneti expresszids szintet mutat a tliinetmentes
bdérben, mely valosziniileg az ottani korai, a tlinetes borhoz hasonld elvéltozasok jelenlétére
utal. Ett6l a trendtdl a fehérjék két csoportja eltérést mutat. 10 fehérje (CHCHD6, CHMP5,
COLECI12, FLOT2, ITGA7, LEMD2, NOP56, PLVAP, RRAS ¢és SMARCAS) relativ
mennyisége kiilonbozott a tiinetmentes €s a tiinetes bdrben, azonban hasonld volt az
egészséges és a tlinetes mintakban. Ezek a fehérjék a tiinetmentes borre karakterisztikus
elvaltozasokat jelenthetik. Tovabbi 9 fehérjénél (CD207, COLEC12, CTSV, ITGA7, ITGAS,
PLVAP, PSAPL1, SMARCAS ¢s XP32) az expresszids valtozdsok irdnya kiilonbozott a
tiinetmentes és a tiinetes mintdkban az egészségeshez viszonyitva. Ezekben a fehérjékben
bekovetkezd valtozasok a tiinetmentes 4allapot fenntartdsdt szolgadld eltéréseket

reprezentalhatjdk. A fehérjék utobbi két csoportjaval széleskorli irodalomkutatast végezve
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megallapithatjuk, hogy minden azonositott fehérje jelatviteli utvonalakkal hozhatd
kapcsolatba kiilonb6z6 szinteken, a sejtfelszintél a sejtmagig vagy a mitokondriumig. Ezen
rendszerek zavara a kiilsé jelekre vald fokozott reakcidohoz vezethet, ami hozzajarulhat a
pikkelysomords plakkok fenntartasahoz.

A pikkelysomords plakk keletkezésének kulcsfolyamatai az abnormadlis keratinocita
proliferacio, differenciacio, és ezaltal a bor barrier funkcidjanak sériilése. A proteomikai
analizis soran megvaltozott mennyiségben detektalt fehérjék kozott szerepel a nukleoszoma
atrendezddési faktor komplex egyik Osszetevdje, a SMARCAS. A bazalis keratinocitdkban
csOkkend SMARCAS szintek sziikségesek a proliferacios folyamatok differenciacio irdnyaba
torténd elmozduldsdhoz. Az XP32 szintén az epidermalis differenciaciés komplex egyik
Osszetevdje, és kapcsolatban all a bor barrier funkcidjdval. Tovabbi, a mechanikai stresszel
(pl. SYNM) ¢és az ozmoregulaci6 zavaraival (pl. ATP1BI) kapcsolatos fehérjéket is
azonositottunk. Ezek az eltérések az abnormalis barrier funkcioval egyiitt nemcsak
pszoridzisban, hanem irritativ kontakt dermatitiszben (ICD) is jellemzdek.

Az ICD egy gyakori foglalkozasi betegség, melyet fokozott TEWL-hez vezetd karosodott
barrier funkcié jellemez. A viz tdvozasa a keratinocitikat magas ozmotikus nyomasa
kozegnek teszi ki. Jelen tanulmany célja az ICD-vel feltehetéen egyiitt jaré ozmotikus hatas
vizsgalata volt.

Az ozmotikus stressz ozmolaritas és id6fliggd modon befolyasolja a sejtek életképességét.
Vizsgélataink soran a 24 6ras 450 és 500 mOsm, Szorbitol tartalmi médiummal val6 kezelés
nem volt hatassal a sejtek életképességére és a citotoxicitasra, azonban a 600 mOsm-o0s
médiumban mar szignifikansan csokkent a viabilitas a kezeletlen kontroll sejtekhez képest.

Az intracellularis Ca?* koncentraci6 méréséhez azonban 600 mOsm helyett 450 mOsm
ozmotikus stresszt alkalmaztunk annak érdekében, hogy a poliolok Ca?" koncentraciora
gyakorolt protektiv hatasat a 600 mOsm ozmotikus stressz mellett megfigyelt sejthalal
folyamatainak kiiktatasaval tudjuk vizsgalni. Eredményeink szerint a xilitol megakadalyozta a
hiperozmotikus szorbitol oldat 4ltal indukalt intracellularis Ca?* koncentracié emelkedést, mig
a glicerol nem befolyasolta ezt a paramétert. E kiilsnbség okanak, valamint a xilitol Ca?*
szignalra gyakorolt gatlasanak hatterében 1év6 pontos mechanizmus feltarasahoz tovabbi
vizsgalatok sziikségesek.

A rapid Ca?* valasz mellett az alkalmazott ozmotikus stressznek hosszabb tavu hatdsai is
vannak. 450 mOsm, szorbitol tartalmi médium 2 6ras expozicioja soran ndvekedett az IL-1a,

az IL-1p és az IL-8 expresszid6 HaCaT sejtekben. A hiperozmotikus stressz a TNF-a-t
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regulald, valamint az IL-1 és az IL-6 promoteréhez kétddd NFATS transzkripeids faktor
expresszidjat is indukalja. Ebbdl kovetkezik, hogy jelen vizsgalatban az NFAT5 emelkedett
expresszioja hozzajarulhatott a fokozott citokin valaszhoz. A poliolok citokin expressziora
gyakorolt pozitiv hatasait szamos tényez6 magyarazhatja. A ca® szignal szupprimaléasa és az
NFATS expresszio gatlasa mellett a glicerol és a xilitol ,,chaperon” ozmolitként a fehérje

szerkezet stabilizalasa révén is befolyasolhatja a gyulladasos folyamatot.

OSSZEFOGLALAS

Jelen vizsgalatban a pikkelysomords tiinetes, tiinetmentes és egészséges bOrmintak
komplex 0Osszehasonlitdsat végeztiikk el szemikvantitativ proteomikai analizissel. Tovabba
vizsgaltuk a glicerol és a xilitol hatdsait hiperozmotikus koriilmények kozott a pikkelysomort,
az ICD-t és egyéb borszarazsaggal jard betegségeket kisérd ozmotikus stressz in vitro
modelljében.
o Az egészséges, tiinetmentes és tiinetes bormintak 6sszehasonlitd proteomikai analizise
soran kiilonféle fehérjéket azonositottunk, melyek szerepet jatszhatnak a pszoriadzis
patogenezisében. Ezek az eredmények erds alapot biztositanak tovabbi vizsgalatokhoz.
o A tiinetes ¢és tlinetmentes borben az egészségeshez képest ellentétes irdnyu expresszios
valtozasokat mutatd fehérjék a tiinetmentes allapot fenntartdsaban jatszhatnak szerepet, és
jovobeli terapias célpontokként szolgalhatnak.
. A glicerol fenntartotta a sejtviabilitast, mig a xilitol szupprimélta a hiperozmdzis
indukalta Ca?* szignalt, és mindkét poliol védelmet nyujtott néhany gyulladdsos citokin
fokozott expresszidjaval szemben hiperozmotikus stresszben.
. A hasonl6é kémiai szerkezet ellenére a glicerol és a xilitol hatdsaiban néhany eltérés
mutatkozott. Ez arra enged kovetkeztetni, hogy a két poliol egyiittes alkalmazéasa hasznos

terapias lehetdség lehet kiilonféle borbetegségekben.
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