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1 Bevezetés

1.1 A bor szerkezete és funkcioi
A bor az egyik legnagyobb szerviink, amely az emberi test teljes feliiletét lefedi és elsddleges
védelmi vonalat alkot a kiilsé kornyezeti hatasokkal szemben. Legfobb feladata a mechanikai
védelem, de ide sorolhatok a sugarzassal és mas kornyezeti artalmakkal szembeni védekezd
mechanizmusok is. Ezen til a boér fontos szerepet jatszik a test hdmérsékletének
szabalyozasaban a verejtékezés révén, valamint a tapanyagok és viz raktarozasaban, amelyek

alapvetdek a szervezet normalis miikodéséhez.

A bor egy dinamikus, allandéan valtozo szerv, amely harom rétegbdl, az epidermiszbdl, a

dermiszbdl és a hipodermiszbdl/szubkutiszbol all (1.abra).
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1. abra. A bor felépitésének sematikus abrgja. (Forras:
https://vizzeneklasszik.hu/hogyan-epulnek-fel-a-bor-retegei)

A legalso rétegben talalhatd hipodermiszt gazdagon erezett zsirszovet alkotja, amely
mechanikai tamaszt nytjt és segiti a hohaztartas fenntartasat. Kozépen talalhatdé a dermisz,
amelynek f6 strukturalis alkotoelemei a kollagének és az elasztikus rostok. Ennek a rétegnek
fontos szerepe van a verejtékezés szabalyozéasaban és az érzékelésben. Legfeliil helyezkedik el
az epidermisz, ami védi a testet a korokozoktol és a folyadékvesztéstdl (1. abra). A legbelsd

bazalis sejtrétegben képz6dd keratinocita sejtek itt 5 alréteget hoznak létre (2. abra). Ezek a



sejtek fokozatosan a borfelszin felé vandorolnak, mikdzben keratint és epidermalis lipideket
termelnek. Ezt a folyamatot nevezziik keratinizacionak. Az epidermisz legkiilsé rétegében mar
csak halott sejtek taldlhatoak, amelyek fokozatosan lehullanak a bdrrél hamlas soran. Az
epidermisz legkiils6 rétege a Stratum corneum, azaz szaruréteg, amely elszarusodott, clhalt
sejtekbdl all. F6 funkcidja a védelem, mivel megakadalyozza a vizvesztést és a kiilsé karos
anyagok bejutasat. Alatta helyezkedik el a Stratum lucidum, a fényld réteg, amely lapos
sejtekbdl all, amelyek segitik a bér védelmét a dorzsolés ellen. Az ezt kovetd réteg a Stratum
granulosum, a szemcsés réteg. Itt a keratinocitak fokozatosan laposodni kezdenek, és olyan
anyagokat termelnek, mint a keratin és a lamellaris granulumok, amelyek hozzajarulnak a bor
vizallosaganak kialakitasahoz. A sokszogleti sejtek, Stratum spinosum rétegében a
keratinocitakon tiiskeszeri nytlvanyok vannak, amelyeken keresztil dezmoszomak
segitségével egymashoz kapcsolodnak, tovabba itt talalhatoak a Langerhans-sejtek, amelyek az
immunvalaszban jatszanak szerepet. A Stratum basale a bazalis keratinocitak rétege talalhato
legalul, ahol a keratinocitak folyamatosan osztddnak. Ezek a sejtek hemidezmoszoémakon
keresztiil kapcsolodnak a bazalis membranhoz, amely elvalasztja az epidermiszt a dermisztol.

Emellett itt talalhatoak a melanocitdk, amelyek a bdr pigmentjét, a melanint termelik.
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2. abra. Az  epidermisz  felépitésének  sematikus  abrija.  (Forras:
https://meravigliosa.hu/borteszt/)



1.2 Pikkelysomor

1.2.1 Altalinos jellemzok
A pikkelysomor (psoriasis) egy kronikus, immun-medialt gyulladasos borbetegség, amely az
emberek 1-3%-at érinti vilagszerte. A betegség kialakuldsanak folyamata komplex, a bor
velesziiletett immunrendszerének talzott helyi immunvalasza jellemzi, amelyet egy ismeretlen
inger valt ki. A genetikai hajlam mellett, a tiinetek megjelenését és sulyosbodasat kornyezeti
tényezOk is segitik, ezek kozé tartozik példdul a stressz, a fertézések (példaul streptococcus
fert6zés), a mechanikai hatasok, a dohanyzas, az elhizas és az alkoholfogyasztas (Lowes és
mtsai. 2014). Tovabba a betegségre jellemzé még a keratinocitdk hiperproliferacidja és az
immunsejtek infiltracioja is. Ezen folyamatoknak a kovetkezménye, hogy létrejonnek a
jellegzetes vords, hamlo, eziistos pikkelyekkel boritott plakkok. A betegség leggyakoribb
megjelenési formaja a kronikus plakkos tipust pikkelysomor, masnéven Psoriasis vulgaris,
(IL)-17, IL-23, valamint tumor nekrézis faktor (TNF)-o citokineknek a betegség
patogenezisében (Di Meglio és mtsai. 2011; Nestle és mtsai. 2009). A pikkelysomor gyakori
tarsbetegségei kozé tartozik az iziileti gyulladds, a kardiovaszkularis megbetegedések,
metabolikus szindréma, valamint gyakori a pszichés érintettség, mint példaul a depresszio.
Ezenkiviil a betegség nagy hatidssal van az érintettek életmindségére, hiszen jelentds
pszichoszocialis nehézségekkel kell szembenézniiik (Singh és mtsai. 2017; Ryan és mtsai.
2015). Bar a pikkelysomor kezelésére szamos modern kezelési lehetdség all rendelkezésre,
melyek hatékonyan mitkddnek a tiinetek enyhitésében és a fizikai, valamint pszicholdgiai karos
hatasok minimalizalasaban (Griffiths és mtsai. 2021; Karpati és Kemény 2013), azonban a

tiinetek kiujulasanak megakadalyozasara jelenleg még nincs megoldas.

1.2.2 Tiinetek
A pikkelysomor tiinetei valtozatosak lehetnek, attol fiiggden, hogy melyik klinikai altipusrol
van sz6. Kronikus plakkos tipust pikkelysomorben jol koriilhatarolt, vordses-rozsaszin a
felszinlikon eziistos pikkelyekkel boritott plakkokkal jelenik meg (3. abra). A plakkok mérete
€s vastagsaga igen valtozékony lehet, ami a betegség aktivitasat vagy a terapiara adott valaszt
tikkrozheti. Leggyakrabban a térd és a konyok kiilsé feliiletein, a lumboszakralis régidban,
valamint a fejbéron jelennek meg, azonban a teljes borfelillet hordozza a pikkelysomor
kialakitasanak képességét. Egy jellemzd tlinet, az in. Koebner-jelenség, ami azt jelenti, hogy a
borelvaltozasok gyakran jelennek meg a bort ért trauma helyén vagy mechanikai nyomas alatt

1év6 teriileteken (Griffiths és mtsai. 2021).



Enyhe beteg Silyos beteg

3. abra. A kronikus plakkos pikkelysomor megjelenése. (A) Enyhe kronikus plakkos
tipusu pikkelysomoros beteg alkarja. (B) Sulyos kronikus plakkos tipust pikkelysomoros
beteg alkarja. (Forras: SZTE SZAOK Borgyogyaszati és Allergologiai Klinika
archivuma)

Az inverz pikkelysomort, a palmoplantaris pikkelysomort, a sebopszoriazis és a korom
pikkelysomort eléfordulési hely alapjan jellemzik. Az inverz pikkelysomor leggyakrabban a
honaljban, agyékban, mell alatt vagy a nemi szervek boérreddiben jelentkezik pikkelyesedés
nélkiili fényes vorés plakkok formajaban (Griffiths és mtsai. 2021). A palmoplantaris
pikkelysomor a tenyéren és a talpon, a sebopszoriazis pedig a fejbéron, az arcon, valamint a
fillek mogotti és a mellkas el6tti teriileteken hoz 1étre plakokkat (Griffiths és mtsai. 2021). A
korom pikkelysomort a plakkos pikkelysomorben szenvedd betegek kozel fele tapasztal. Ez a
forma a kormoket szamos modon érinti, példaul sargdsbarna szinelvaltozast, lyukakat,
érzékenységet és fajdalmat okozhat az érintett teriileten (Augustin és mtsai. 2010; Griffiths és

mtsai. 2021).

A pikkelysomor ritkabb formai kozé tartozik a guttalt, erythrodermias és pustulosus
pikkelysomor. A guttalt forma szdmos apro, pikkelyes centripetalis mintazatban elhelyezkedd
papulaval jar (Dupire €s mtsai. 2019). Ez a forma gyakran alakul ki egy korabbi torokfert6zést
kovetden, és bar a betegek tobbsége spontan gydgyul néhany héten vagy hénapon beliil, az
esetek korilbeliill 40%-a kronikus plakkos pikkelysomorré alakul (Martin és mtsai. 1996;

Griffiths és mtsai. 2021). Az erythrodermias forma a pikkelysomor stlyos, életveszélyes



valtozata, amely az egész testfeliilet tobb mint 75%-at érintheti. A bdr kiterjedt pirossaga,
bérfajdalommal jarhat (Singh és mtsai. 2016; Griffiths és mtsai. 2021). A pustulosus
pikkelysomor steril gennyholyagokkal jar, amelyek koriil borpir jelentkezik. Harom altipust
kiilonboztetiink meg: generalizalt pustulosus pikkelysomdr, palmoplantaris pustulosis és

Hallopeau acrodermatitise (Griffiths és mtsai. 2021).

1.2.3 Silyossag szerinti osztalyozas

A pikkelysomor sulyossagat a testfeliilet (body surface area, BSA) érintettsége alapjan az
Egyesiilt Allamok Elelmiszer- és Gyégyszeriigyi Hatosaga (FDA) enyhe, kozépsulyos és stlyos
kategoriakba sorolja. Az enyhe esetekben a testfeliilet kevesebb mint 5%-a érintett, mig
kozépstlyos formanal ez az arany 10-20%, stlyos pikkelysomornél pedig a testfeliilet tobb mint

20%-a érintett (Winterfield és mtsai. 2005).

A pikkelysomor objektiv mérésére széles korben alkalmazott modszer a Psoriasis Area and
Severity Index (PASI), amely figyelembe veszi az érintett borfeliilet szazalékos aranyat, a
plakkok vastagsagat, vorosségét és hamlasat. A PASI skala 0 és 72 pont kdzott mozog, ahol a
magasabb értékek a pikkelysomor sulyosabb formajat jelzik. Enyhe pikkelysomor esetén a
PASI értéke altalaban 10 alatti, mig a kézépsulyos és sulyos esetekben ez 10-20, illetve 20 pont
feletti értéket mutat. A kezelések célja gyakran a PASI 75 elérése, amely legalabb 75%-0s
javulast jelent a tiinetekben (Griffiths és mtsai. 2021).

Az FDA az (jonnan jovahagyott biologiai terapidk hatékonysaganak mérésére a PASI
valtozasat javasolja, amely a test négy specifikus teriiletén (fej-nyak, torzs, felsé €s also
végtagok) méri az erythema, induricio és hamlas mértékét. Ugyanakkor a legjabb kutatasok
ramutattak, hogy a BSA és PASI értékek nem 4llnak szoros Osszefliggésben a betegség
életmindségre gyakorolt hatasaval (Rapp és mtsai. 1999; Ashcroft és mtsai. 1998; Mckenna és
mtsai. 1996). Erre reagalva az Orszagos Pikkelysomor Alapitvany Orvosi Tanacsado Testiilete
olyan j kritériumokat javasolt az enyhe, kozepes és sulyos betegség meghatarozasara, amelyek
az életmindségre gyakorolt hatést is figyelembe veszik (Krueger és mtsai. 2000). Ezen 1j,
életmindség-alapu kritériumok célja, hogy a kezelési stratégia megvalasztasanal elsddleges

szempontként szolgaljanak (Winterfield és mtsai. 2005).



124 Gyogymédok

Az enyhe pikkelysomor az esetek tobbségében a testfeliilet 3-5%-andl kisebb mértéki
érintettséget jelent, és kezelésének megtervezése elott sziikséges felmérni, hogy a beteg
szenved-e pszoriazisos iziileti gyulladasban, mivel ez befolyasolhatja a terapias megkozelitést
(Singh ¢és mtsai. 2018). Az enyhe pikkelysomor kezelésére alkalmazhatdé modszerek kozé
tartoznak a helyi kortikoszteroidok, D-vitamin-analdgok, kalcineurin inhibitorok, keratolitikus

szerek és a célzott fototerapia (Armstrong €s Read 2020).

A kozepesen sulyos ¢€s sulyos pikkelysomor pontos meghatarozasa orvosonként eltérhet;
altalaban azonban 3-10% testfeliileti érintettség esetén kozepesen sulyosnak, 10% felett pedig
sulyosnak tekintik a betegséget. Az ilyen esetekben szisztémas kezeléseket alkalmaznak,
melyek kiilonosen hatékonyak a fejboron, tenyéren, talpon vagy nemi szerveken megjelend,
illetve helyi kezelésekre nem reagald pikkelysomor esetén. A kezelés soran biologiai terapids
szerek, oralis gyogyszerek és fototerapia kombinacidjat is javasoljdk a szakmai iranyelvek.
Osszességében a bioldgiai terapids szerek hatékonyabbak az ordlis gyogyszereknél vagy a

fototerapidnal (Armstrong és Read 2020; Armstrong és mtsai. 2020).

A fototerapia alkalmazasa csokkent, amiota elérhetdvé valtak a bioldgiai szerek. A keskenysavu
UV-B terdpiat elényben részesitik a szélessaviival szemben, mivel hatékonyabb és
biztonsadgosabb, bar a fototerapia egyik kihivasa, hogy rendszeres rendel6i latogatasokat

igényelhet. (Armstrong és Read 2020).

Az UV-B sugarzas DNS-szintézis gatlasaval eldsegiti a keratinocitak elhalasat és csokkenti a

T-sejtek gyulladasos citokin termelését. (Armstrong ¢s Read 2020).

A PUVA-terapia soran psoralent, példaul metoxalent alkalmaznak, majd UV-A sugarzas
kovetkezik. Bar kezdetben hatékonyabbnak bizonyulhat az UV-B-nél, hosszl tdvon ndvelheti
a borrak kialakuldsanak esélyét, ezért alkalmazasat ritkdbban ajanljak. A PUVA kiilondsen

hatékony tenyér- és talpi pikkelysomor esetén. (Stern 2012; Armstrong ¢és Read 2020).

A biologiai szerek jelentds eldrelépést jelentenek a kozepesen sulyos és sulyos plakkos
pikkelysomor kezelésében, négy f0 osztalyuk pedig kiilonb6z0 gyulladdsgatld
mechanizmusokon alapul: TNF-inhibitorok, 1L-12/23 inhibitor, IL-17 inhibitorok és IL-23
inhibitorok. A legtobb biologiai szert szubkutan injekcio formajaban alkalmazzak. Az ilyen

kezelések mellett nincs kimutathatéan nagyobb gyakorisaga a stlyos fertézéseknek vagy belsd



daganatoknak, és gyakori mellékhatasként foként az injekcid helyén jelentkezd reakciok, natha
¢s felsd léguti fertézések fordulnak eld (Armstrong és Read 2020). A TNF-a inhibitorok a
legrégebbi bioldgiai szerek, melyek a pikkelysomor koros gyulladésos folyamatait gatoljak
(Armstrong és mtsai. 2020). Az IL-12/23 inhibitorok koziil az ustekinumab gatolja mind az IL-
12, mind az IL-23 hatasat, foként az IL-23-at célozva, hatékonysaga kiemelkedd. (Armstrong
¢s Read 2020). Az IL-17 inhibitorok tobbségében az IL-17A-t célozzak, gyors hataskezdetiik
¢s hatékony valaszuk miatt népszertiek, és biztonsdgosan alkalmazhatéak. (Armstrong és Read
2020). Az IL-23 inhibitorok kifejezetten az IL-23 p19 alegységét gatoljak, igy a Th17 utvonal
aktivitasat csokkentik (Armstrong és Read 2020).

Az oralis szereket hosszu ideje alkalmazzak a pikkelysomor kezelésére, ideértve a metotrexatot,
apremilasztot, acitretint és ciklosporint. Bar hatékonysdguk altaldban alacsonyabb a bioldgiai

szerekhez képest, mégis elsdvonalbeli terapias szerek (Armstrong és Read 2020).
1.25 A pikkelysomoros tiinetmentes bor

A pikkelysomoros gyulladasos 1éziokat klinikailag egészségesnek tiind bor veszi koriil, amelyet
nem lézids vagy tiinetmentes bornek neveziink. Bar a tlinetmentes bér makroszkdposan hasonlit
az egészséges borre, molekularis és sejtes szinten szdmos eltérést mutat, és bizonyos

szempontbol ,,prepszoriatikus” fenotipussal rendelkezik (Nosbaum és mtsai. 2021).

A pikkelysomords 1€zios és nem 1€zios bor kozotti kiilonbségeket az epidermisz kiilonb6zo
jellemzdi alapjan is megfigyelhetjiik. A 1ézi6s bort a keratinocitdk hiperproliferacioja és
abnormalis differenciacioja jellemzi, amely gyulladdsos medidtorok és leukocitak
beszlirddésével jar egylitt. A nem 1€zi6s bOr azonban egy kiilonleges allapotot képvisel. Ugyan
itt nem figyelhet6 meg intenziv immunsejt-infiltracid, az egészséges boérhoz képest
megndvekedett szamu T-helper és szupresszor sejtek, CD11b+ sejtek és bizonyos dendritikus
sejtek jelenléte érzékelhetd, amelyek mar a 1€zids allapot el6tt is jelen vannak (Baker és mtsai.,
1984; Placek és mtsai., 1988; Prens €s mtsai.,, 1991). Emellett a nem 1€zids epidermiszben
szamos citokin mRNS-e, példaul az ILla, IL1b, IL17, TNFa ¢és IFNy, magasabban
expresszalodik, ami azt jelzi, hogy a TNFa/IL-23/IL-17 tengely szerepet jatszik a

pikkelysomords plakkok kialakuldsaban és fenntartasdban (Uyemura és mtsai., 1993; Griffiths

¢és mtsai., 2021).

Korabbi kutatasok bebizonyitottak, hogy a tlinetmentes bér nem csupan a 1€zi6 kialakulasanak

lehet6ségét rejti magaban, hanem olyan gatld mechanizmusokkal is rendelkezik, amelyek



segithetnek fenntartani a tiinetmentes allapotot. A tiinetmentes bérfeliileteken, bar jelen vannak
gyulladast el6idézé molekuldk, ezek nem aktivak, ami arra utal, hogy olyan gatlé faktorok is
jelen vannak, amelyek fenntartjak a nem 1€zi6s allapotot és meggatoljak a plakkok kialakulasat
(Kelemen és mtsai., 2021). A cartilage oligomeric matrix protein példaul kélcsonhatasba Iép a
bazalis keratinocitak altal kifejezett a5B1-integrinnel, ezaltal képes visszafogni a keratinocitak

crer

kialakulasat (Boz6 és mtsai., 2020).

A mechanikai stressz szintén egy olyan faktor, amely hatassal van a pikkelysomor
kialakulasara. Jellemz6 ra az ugynevezett Kobner-jelenség, amely szerint borsériilés hatasara
egészséges borfeliileteken is 1éziok alakulhatnak ki (Weiss, Shemer, és Trau, 2002). Azon
borfeliileteken, amelyek gyakrabban ki vannak téve mechanikai terhelésnek, példaul a
konyokon és térden, a pikkelysdmor tiinetei is nagyobb valoszintiséggel jelentkeznek (Qiao és
mtsai., 2019). A "tape-stripping" modszerrel eldidézett mechanikai stressz hatasara a
tiinetmentes bdérben fokozott epidermalis proliferacid és novekedési faktor-alfa termelés
figyelhetd meg az egészséges borhoz képest (Hatta és mitsai., 1997). Ezen kiviil, olyan
sebgyodgyulasban részt vevd fehérjék, mint az a5-integrin és a fibronektin splice variansa
(EDA+FN) szintén nagyobb mértékben kifejezddnek a tlinetmentes pikkelysomords borben
(Gubéan és mtsai.,, 2016). A tiinetmentes pikkelysomoros borben az emelkedett PRINS
(Psoriasis Associated Non-Protein Coding RNA Induced By Stress) - amely egy hosszl, nem
kodold RNS — szint szintén arra utal, hogy a nem 1€zios teriileteknek van egyfajta stresszvalasz

szabalyozasa, amely szerepet jatszhat a gyulladas csokkentésében (Sonkoly €s mtsai., 2005).

A transzkriptomikai elemzések tobb olyan gént is azonositottak, amelyek eltérd expressziot
mutatnak a nem l€zids borben az egészséges borhoz képest (Xie és mtsai. 2014; Zhou és mtsai.
2003). A legmarkansabb eltérések az immunrendszerhez, az epidermalis differenciaciohoz, az
exocitdzishoz, a lipid bioszintézishez, a sejtszervezOdéshez €s a melanin bioszintézishez
kapcsolodo génekben jelentkeztek. Egy korabbi proteomikai vizsgélat, amely a pikkelysomoros
betegek tiinetmentes és 1€zids borét egészséges egyének borével hasonlitotta Gssze, tovabbi
bizonyitékkal szolgalt arra, hogy a tiinetmentes bor a betegség koztes stadiumat képviseli.
Kutatocsoportunk kordbban megallapitotta, hogy a 1ézidés ¢és egészséges bor kozott
differencidlisan kifejez6dd fehérjék 80%-a koztes szinten volt jelen a nem 1€zid6s bdrben, azaz

az egészséges €s 1€zios bor szintjei kozott helyezkedett el (Szél és mtsai. 2019).
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Ezek az eredmények egyiittesen arra utalnak, hogy a nem 1€zios bor sajatos egyensulyban van
a gyulladast serkentd és gatlo faktorokkal, amelyek egyiittesen hozzajarulhatnak a tiinetmentes

allapot fenntartasahoz.

A pikkelysomoros kezelt betegek kordbban 1€zios bére, klinikailag szintén tliinetmentes, ezt a
tipust pedig un. ,,resolved" pikkelysomoros tiinetmentes (RES PS-TM) bértipusnak nevezziik.
Kutatocsoportunk korabbi vizsgélatai alapjan a resolved tlinetmentes keratinocitdkban
megfigyelhetok epigenetikai elvaltozasok, valamint a tiinetes borre jellemzd, a betegség
hatasaként fennmarad6 transzkriptomikai elvaltozasok (Ghaffarinia és mtsai. 2023). Az 0n.
szoveti rezidens memoria T sejtek hosszl idOn keresztiil fennmaradhatnak a bérben, melyeknek
szerepe van a tiinetek kitjuldsaban (Cheuk és mtsai. 2014). A RES PS-TM borbdl tenyésztett
keratinocitdk esetén megfigyeltiik, hogy tenyészetben az egészségestdl eltéré morfologiaju

sejteket is lathatunk.
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2 Célkitiizés

Ugyan a pikkelysomor kezelésére szamtalan sikeres kezelési lehetdség all rendelkezésre,
azonban iddvel a tiinetek visszatérhetnek. Az utdbbi idében azonban egyre nagyobb figyelem
fordult a betegek tiinetmentes bérteriileteinek vizsgalatara, mivel még mindig nem tisztazott
miként tartja meg a pikkelysomorre hajlamos bor a latszdlag egészségesnek tiind allapotat.
Feltételezhetéen a kiilonbozd sulyossdgu pikkelysomords tiinetmentes keratinocitdknak
eltérhetnek a sejtbiologiai tulajdonsagai az egészséges keratinocitakétol, melyeknek szerepe
lehet a nem-1ézi6s allapot fenntartasaban. Eppen ezért a TDK munkam célja a potencialisan
eltérd sejtbiologiai tulajdonsagok vizsgalata az egészséges €s az enyhe-, sulyos pikkelysémoros

betegek és a klinikailag tiinetmentes betegek keratinocitai kozott.
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3 Anyagok és modszerek

3.1 Donorok adatai

Kutatocsoportunk korabban punch biopsziakat (d = 6 mm) gytijtott egészséges donorok borébdl
(n = 3; 25-60 ¢év), kiilonboz6 sulyossagi kezeletlen pikkelysomorben szenvedd betegek
tiinetmentes borteriileteirdl (nenyne = 3; Nsityos = 3; 25—60 €v; PASI enyhe = >15; PASI satyos = 25<)
A betegek nem részesiiltek lokalis kezelésben a mintavételt megel6z6 négy hétben, szisztémas
kezelést pedig legalabb nyolc hétig nem kaptak. Emellett kezelt betegek korabban 1€zids, és a
kezelés hatasara tiinetmentessé valt Gn. resolved (RES PS-TM) bdrteriileteirél (n = 3; 25-60
¢v). A mintavétel minden esetben eldzetes tdjékoztatds €s irdsos beleegyezés utan tortént,
megfelelve intézményiink etikai engedélyeinek (2799, 3517, PSO-CELL-01, 90/2021, 4969,
2021. aprilis 26., Szeged). Ezekbdl a mintdkbdl izolaltak az epidermalis keratinocitakat, majd
folyékony nitrogénbe lefagyasztottak.

3.2 Keratinocitak felvétele fagyasztasbol, és tenyésztésiik
Miutan a sejteket kivettiik a -180 °C-os folyékony N> tartalybol hozzaadtunk a félig fagyos
keratinocitakhoz 0,5 ml fotalis borji szérumot (FBS, Euroclone) és 4,5 ml szérummentes
keratinocita tapfolyadékot (Gibco Keratinocyte SFM, Life Technologies), majd 1150 rpm-en
10 percig 4 °C-on centrifugaztuk (Heraeus). Ezt kovetden a sejteket T75-0s sejttenyésztd

flaskaban (Corning) 80%-os konfluenciaig novesztettiik.

A sejteket szérummentes keratinocita tenyésztdé kozegben (Gibco Keratinocyte SFM, Life
Technologies) neveltiik, amelyet 1% antibiotikum/antimikotikum (AB/AM) oldattal (Lonza),
1% L-glutaminnal (Lonza), agyalapi mirigy kivonattal (50 pg/ml, Life Technologies) és
epidermalis novekedési faktorral (5 ng/ml, Life Technologies) egészitettink ki. A
sejttenyésztést 37 °C-on, 5% szén-dioxid mellett végeztiik, a kozeg cseréjét pedig 3 naponta
biztositottuk. A kisérleteket a harmadik passzazsban levé primer sejtekkel végeztiik. Minden
kisérlethez a donorokbol tenyésztett primer keratinocitdkat azonos sejtszammal kiindulva,

azonos koriilmények kozott tenyésztettiik. A sejtszamolast Bilirker-kamraban végeztiik.

3.3 Keratinocitak morfologiai megfigyelése faziskontraszt

mikroszkoppal

Minden tenyészetrdl a 72 oras tenyésztést kovetden, a proteomikai mintavétel elott Zeiss
AxioVert mikroszkdppal (Carl Zeiss AG) kiilonb6z6 nagyitasokkal fotdkat készitettiink, majd

Imagel szoftver segitségével elemeztiik.
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3.4 Keratinocitak morfologiai megfigyelése téremisszios pasztazo

elektronmikroszkoppal
A keratinocita kultardkat 12 lyukt tenyésztéedénybe helyezett 5 mm atmérdjiu steril
iivegkorongra novesztettiikk, majd 2,5% -os (v/v%) glutar-aldehid és 0,05 molos kakodilat
puffert (pH=7,2) tartalmaz6 PBS-ben fixaltuk legaldbb egy éjszakan at. Ezt kdvetden a
korongokat kétszer PBS-sel atmostuk, majd felszallo alkoholsor (30%, 50%, 70%, 80%, és
100%) hasznalataval viztelenitést végeztiink el. Lépésenként 120 perc kezelési idot
alkalmaztunk, a tiszta alkohol esetében a mosasi 1épést haromszor megismételtiik. Ezt kovetden
a mintak tovabbi feldolgozasat a HCEMM-USZ Functional Cell Biology and Immunology
Advanced Core Facility kozremiikodésével végeztik. A mintak kémiai széritdsdhoz at
hexametil-diszilazan alkalmazasa tortént 1 6ran at, majd 12 nm arany bevonat mintakra térténé
porlasztasa (Q150 Quorum Technologies). A mintakrdl Zeiss Sigma 300 téremisszios pasztazo
elektronmikroszkoppal (Carl Zeiss AG) 50 nm/pixel felbontasban un. nagy teriilet szkennelési

modban késziiltek felvételek, melyeket ezt kovetden Imagel program segitségével elemeztiink.

3.5 Keratinocitak filopédiumainak szamszeriisitése
A filopédiumok szamat szoftveresen az ImageJ/Fiji (US National Institutes of Health,
Bethesda, Maryland, USA) program FiloQuant pluginjének segitségével hataroztuk meg. A
kapott eredményeket a GraphPad Prism szoftver 10.4.1-es verzidjaval értékeltiik ki,
egyszempontos ANOVA-t és Dunnett-féle tobbszords 0sszehasonlitasi tesztet alkalmazva. Az
eredményeket ugyanezen szoftverrel dbrazoltuk. A p <0,05 értékeket szignifikansnak fogadtuk

el (** p <0,01), ns: nem szignifikans.

3.6 Proteomikai mintavétel
A sejteket minden donorbol T25-6s sejttenyészto flaskaban (Corning) tenyésztettiik 350 000
kiindulasi sejtszammal, 72 oran at. Ezt kdvetéen 5 ml szérummentes keratinocita tenyésztd
kozeggel (Gibco Keratinocyte SFM, Life Technologies) atmostuk és inkubaltuk 3 percig ezt
kovetden etilén-diamin-tetraccetsavval kiegészitett foszfat pufferelt sooldattal (PBS-EDTA) is
mosast végeztiink. Majd 1 ml EDTA-val kiegészitett tripszinnel 5 percig inkubaltuk 37 °C-on,
mig azok levaltak a tenyészté edény falarol. Ezt kovetden az edény aljat 5 ml PBS-EDTA-val
atmostuk és egy centrifugacsébe mértiik, majd centrifugalassal (Heraeus) iilepitettiik. Ezutan
1% proteinaz inhibitor koktéllal (PIC, Sigma Aldrich) kiegészitett PBS-sel kétszer, majd

egyszer PIC nélkiili PBS-sel atmostuk a sejtpelletet az emészté kozeg maradékainak
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eltavolitasara. A mosasi 1épések kozott centrifugéalassal tavolitottuk el a puffert. Az utolso

mosas utan a feliiltiszot leszivtuk és a sejtpelletet -80 °C-ra lefagyasztottuk

3.7 Fehérjék tomegspektrometrias azonositasa
Az el6z6 pontban leirtak alapjan készitett mintdkbol a fehérjék tomegspektrometriai
azonositasait a HUN-REN-SZBK Proteomikai Kutatocsoportja végezte el az alabbi 1épések
szerint. A mintak el6készitése a Thermo EasyPep™ Mini MS Sample Prep Kittel tortént a
gyarto utasitasai szerint (Thermo Sciantific). A folyamat pedig az alabbi {6 1épésekbdl allt: 1.
sejtek lizise, 2. fehérje koncentracié mérése, 3. fehérjék redukalasa €s alkilezése, 4. fehérjék
tripszines emésztése, 5. fehérjék donoronkénti in. TMT (tandem mass tag) jelolése, 6. mintak
1:1 aranyt keverése donoronként, 7. peptidek tisztitasa az EasyPep™ peptide clean-up
oszlopon. Ezt kdvetden tortént a mintak keverésének ellenérzése, majd frakcionalasa magas
pH-n a Pierce High pH Reversed-Phase Peptide Fractionation Kit hasznalataval (Thermo
Scientific). A frakciokat lehetett ezt kovetéen folyadékkromatografiaval kapcsolt tandem
tomegspektrometriai (LC-MS/MS) analizisnek alavetni, amely Evosep One kromatograffal
kapcsolt ionmobilitas egységgel felszerelt Orbitrap Fusion Lumos (Thermo Scientific)
tomegspektrométeren tortént. Az adatok kiértékelése a Thermo ProteomeDiscoverer 3.0

szoftvercsomag (Thermo Scientific) segitségével tortént.

3.8 Proteomikai eredmények kiértékelése
A donoronkénti fehérje kifejez6dési adatokat csoportonként atlagoltuk, melyeket hotérképen
abrazoltunk, ahol az osztilyozést atlagos kapcsolddas alapjan végeztiik, a tdvolsagmérés
modszereként a Pearson modszert alkalmaztuk (www.heatmapper.ca). A csoportok paros
Osszehasonlitasaval hataroztuk meg a legaldbb kétszeres valtozast mutatd fehérjéket,
fokuszalva az egészséges csoporthoz hasonlitott eltérésekre. Az tn. backgrund based t teszt
szolgalt hipotézisvizsgalatként. Azok a fehérjék keriiltek a kétszeres valtozok csoportjaba, ahol
a teszt eredményeként szignifikans valtozas, azaz p < 0,05 volt azonosithat6. Az eredményeket
vulkan grafikonon abrazoltuk. A fiiggelékek abrain a log2 fold change értékeket az x tengelyen,
mig a —10g10 p-értékeket az y tengelyen abrazoltuk, igy vizualizalva a szignifikans eltéréseket.
A differencidlisan expresszalodod fehérjék, amelyek legalabb kétszeres valtozast (ndvekedést
vagy csokkenést) mutattak, Reactome over-reprezentacios teszt segitségével keriiltek elemzésre

a leginkabb érintett bioldgiai folyamatok és titvonalak azonositasara (www.reactome.org).
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3.9 Invitro sebgyogyulas modell
Minden donorbdl 100 000 keratinocita sejtet passzaltunk mikroszkdpos targylemezre rogzitett
8 osztati sejttenyészté kamra egy lyukdba, majd 24 o6raig tenyésztettiik. Ilyen kiindulasi
sejtszam mellett ennyi id6 alatt 100%-o0s konfluencia érhetd el. 24 6ra utan a kamrak aljat egy
pipettahegy segitségével egy hatarozott fentrdl-lefelé iranyulé mozdulattal megkarcoltuk, majd
a mintdkat az inkubatorba helyezett CytoSmart Lux2 timpe lapse mikroszkoppal (Axion
Biosystems) monitoroztuk. A mikroszkép 5 percenként készitett képet a sejtek allapotarol,
emellett a késziilékhez tartozd program Un. scratch algoritmusa meghatarozza a készitett képek
alapjan a sejtekkel nem fedett teriilet méretét. A felvételt addig folytattuk, mig a keratinocitak
ujbol elértek a 100%-os konfluenciat, azaz a mesterségesen karcolassal létrehozott seb

bezarodott.

3.10 Sebgyogyulasi folyamatban szerepet jatszo fehérjék vizsgalata
A proteomikai eredmények koziil kivalogattuk a sebgyogyulds mechanizmusaban szerepet
jatsz6 fehérjéket (génazonositok szerint: ACTA2, ACTC1, ANGPT1, CCL2, CCL7, CD40LG,
CDH1, COL14A1, COL1AlL, COL1A2, COL3A1, COL4A1, COL4A3, COL5A1, COL5A2,
COL5A3, CSF2, CSF3, CTGF, CTNNB1, TSG, CTSK, CTSL2, CXCL1, CXCL11, CXCL2,
CXCL5, EGF, EGFR, F13A1, F3, FGA, FGF10, FGF2, FGF7, HBEGF, HGF, IFNG, IGF1,
IL10, IL1B, IL2, IL4, IL6, IL6ST, ITGAL, ITGA2, ITGA3, ITGA4, ITGA5, ITGASG, ITGAV,
ITGB1, ITGB3, ITGB5, ITGB6, MAPK1, MAPK3, MIF, MMP1, MMP2, MMP7, MMP9,
PDGFA, PLAT, PLAU, PLAUR, PLG, PTEN, PTGS2, RAC1, RHOA, SERPINE1, STATS3,
TAGLN, TGFA, TGFB1, TGFBR3, TIMP1, TNF, VEGFA, VTN, WISP1, WNT5A, ACTB,
B2M, GAPDH, HPRT1, RPLPO, HGDC), melyek kifejez6dését a vizsgalt csoportokban szintén

hétérkép formajaban abrazoltuk.

3.11 Sejtek életképességének vizsgalata MTT esszével
Minden donor keratinocitaib6l 10.000 keratinocita sejtet helyeztiink egyenként egy 96 lyuku
sejttenyésztd edény négy lyukaba (4 parhuzamos technikai replika), emellett 2 lyukba
sejtmentes tapfolyadékot mértiink a hattér érték meghatdrozasdhoz. 72 oOras tenyésztést
kovetden 20 ul MTT reagenst (3-(4,5-dimetiltiazol-2-il) -2,5-difeniltetrazolium-bromid, Sigma
Aldrich) adtunk egyenként a sejtekhez és a kontroll tapfolyadékhoz is, majd 4 orara
visszahelyeztiik az inkubatorba. Ez id0 alatt az életképes sejtek mitokondridlis enzimei az
MTT-t oldhatatlan formazan kristalyokka redukaltak, tehat a sejtek ¢életképességére

metabolikus aktivitdsuk alapjan lehet kovetkeztetni. Az inkubacidt kovetden a feliiliszot
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eltavolitottuk, majd 100 pl sésavas izopropil alkohollal feloldottuk a sejtekben keletkezo
formazan kristalyokat, és 20 pul 10%-0s SDS-t (natrium-dodecil-szulfat) adtunk még
detergensként a mintdkhoz. A felszabaduldé formazan kristalyok lilas-kék szint adtak a
mintanak. A feloldott kristalyok szinintenzitasat mikrotiter plate readerrel (Thermo Scientific)
540 nm hullamhosszon hataroztuk meg. A szinintenzitas aranyos a sejtek metabolikus
aktivitasa alapjan meghatarozott életképességével és értékébol kovetkeztethetiink sejtszambeli
kiilonbségekre is, ami proliferacios kiillonbségbdl adodhat. A mért értékekbdl kivontuk a hattér
tapfolyadék mért értékeit, majd csoportonként atlagoltuk, és az egészséges csoport értékére

normalizaltuk az adatokat.

17



4 Eredmények

4.1 PS-TM Kkeratinocitak morfologiaja eltér az egészséges sejtekétol
Korabban megfigyeltiik, hogy az egészséges és a RES PS-TM sejtek faziskontraszt mikroszkop
alatt kiilonb6z6 alakokat vettek fel. Ezért, az egészséges és a kiilonb6z6 PS-TM donorok primer

keratinocita tenyészeteit kiillonbozé mikroszkopos technikakkal vizsgaltuk.

Azt tapasztaltuk, hogy a kiilonb6z6 sulyossagl és gyogyult mintak morfologiailag eltérnek az
egészséges sejtektdl faziskontraszt mikroszkoppal vizsgalva. Ugyanolyan tenyésztési
koriilményeket alkalmazva, azonos kiindulédsi sejtszdmmal, az egészséges kultirdk sejtjei
foként szabalyos alakot mutattak élesebb hatarokkal. Azonban a PS-TM csoportokban
gyakrabban voltak megfigyelhetok a kevésbé szabalyos alaka, és megnyult sejtek, ami
leginkabb a RES PS-TM csoportra volt jellemz6 (4. abra).

\J
-\ ¢

primer keratinocita

\»

FiES PS-TM riher kératinocita
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4. abra. Az egészséges ¢és a pikkelysomords tiinetmentes (PS-TM) primer keratinocita
sejttenyészetek faziskontraszt mikroszkoppal torténd megfigyelése. (A) egészséges
keratinocita sejtek. (B-C) enyhe és stlyos PS-TM Kkeratonocita sejtek, (D) korabban
1ézi6s, resolved (RES PS-TM) keratinocitdk. n=3 donor csoportonként; reprezentativ
képek abrazolva,10x nagyitas, Zeiss AxioVert mikroszkop, Lépték: 100 pm

Annak érdekében, hogy részletesebben megvizsgaljuk a kiilonb6zd tipust keratinocita sejtek
elektronmikroszkoppal. A legnagyobb kiilonbséget a RES PS-TM és az egészséges mintak
kozott tapasztaltuk, a legnagyobb hasonlésagot pedig az enyhe és RES PS-TM mintak mutattak.
A RES PS-TM mintak morfologiai jellegzetessége, hogy szamos filopodium, illetve

lamellipodium lathato a felsziniikon (5. abra).
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Silyos PS-TM primer keratinocita
Sulyos PS-TM primer keratinocita

RES PS-TM primer keratinocita

RES PS-TM primer keratinocita

5. abra. Az egészséges és a pikkelysomoros tiinetmentes (PS-TM) primer keratinocita
sejttenyészetek téremisszids pasztazo elektronmikroszkoppal torténd megfigyelése. (A-
A’) egészséges keratinocita sejtek, (B-B”) enyhe PS-TM keratinocitak, (C-C’) stlyos PS-
TM keratonocitak, (D-D’) korabban 1¢zids, resolved (RES) PS-TM keratinocitak. A
szaggatott vonallal kijeldlt teriiletek nagyitott nézete az A”, B’, C” és D’ panelben lathato.
n=3 donor csoportonként (sulyos csoportban n=2); reprezentativ képek abrazolva; Zeiss
Sigma 300 mikroszkop, Lépték: 30 um

A filopdédiumok és lamellipodiumok a sejtek mozgasaban és kornyezetérzékelésében
kulcsszerepet jatszo citoplazmatikus kinyualasok, amelyek kiilonbozd sejttipusokban, példaul
keratinocitakban, fibroblasztokban ¢és idegsejtekben jelennek meg. Mindketté aktin-alapa
struktira, azonban kiilonb6zé megjelenéssel és funkciokkal rendelkeznek. A filopodiumok
hosszl, vékony, ujj-szerti kinytulasok, amelyek parhuzamos aktin filamentumokat tartalmaznak,
¢és ezek nagy mechanikai stabilitast biztositanak a struktiranak. Ezek a kinyuldsok a sejtek
kornyezetérzékelésében és a kapcsolddasban jatszanak fontos szerepet, lehetdvé téve a sejtek
szamara, hogy felismerjék és reagaljanak a kiilonb6z6 kémiai és mechanikai jelekre. Emellett
a filopodiumok segitik a sejtek iranyérzékelését, amikor példaul vonzo vagy taszitd faktorokat

azonositasaval a kornyezetiikben (Wood és Martin 2002).
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A lamellipodiumok ezzel szemben széles, lapos, szalagszerti kinyulasok, amelyek a sejt
eloérehaladasi iranyaban alakulnak ki, és haldzatos aktin filamentumokat tartalmaznak. Az aktin
halozat lazabb elrendezése nagyobb feliiletet biztosit, ami fontos a mozgas soran. Els6dleges
feladatuk a sejt eldrehaladasanak biztositdsa azaltal, hogy a sejtmembrant kinyujtjak és 1j
adhézios kapcsolatokat alakitanak ki az aljzathoz. A lamellipédiumok igy stabilizaljak a sejtek
mozgésat és gyorsan alkalmazkodnak a kornyezeti valtozasokhoz, ami kiilondsen fontos a
sebgyogyulds, a rakos sejtek invazidja, valamint a sejtek differencidloédasa soran (Sadhu és

mtsai 2023).

Mig a filopodiumok irdnyérzékelésért és tajékozoddasért felelnek, addig a lamellipédiumok
konkrét elorehaladast biztositanak. A két struktira gyakran egyiittmikodik: a filopoddiumok
elsOkeént érzékelik a kdrnyezet jeleit és megjeldlik a mozgés iranyat, amelyet a lamellipédiumok
nagy feliiletiikkel stabilizdlnak és eldsegitenek. Mindkét struktura aktin-dinamikatol fiiggden
folyamatosan alakul és visszahuzodik, lehetové téve a sejtek szdmara a hatékony mozgést és a

kornyezeti valtozasokhoz val6 alkalmazkodast.

Hogy meghatarozzuk a filopodiumok szamat, a Fiji szoftver FiloQuant pluginjét hasznaltuk.
Az elemzés soran azt tapasztaltuk, hogy az enyhe és RES PS-TM mintak keratinocita sejtjei

szignifikansan t6bb filopodiummal rendelkeztek az egészséges sejtekhez képest (6. abra).
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6. abra. Az egészséges ¢s a pikkelysomoros tiinetmentes (PS-TM) primer keratinocita
sejtek filopodiumainak szama. X tengelyen a csoportok, Y tengelyen a filopédiumok
szama lathato. n=3 donor csoportonként (stulyos csoportban n=2); A donorok
csoportonkénti atlaga abrazolva +/- az atlag standard hibdja. Resolved (RES) PS-TM
keratinocitak. Statisztika: egyszempontos ANOVA Dunnett teszttel, ** p < 0,01; ns: nem
szignifikans

4.2 PS-TM Kkeratinocitak fehérje kifejezodési mintazata eltér az
egészséges sejtekétol
adodo eltérések alapjan feltételeztiik, hogy molekuldris szinten is kiilonbségeket mutatnak a

sejtek, ezért elvégeztiik a sejtek teljes proteomikai analizisét.

Az elemzés soran azt tapasztaltuk, hogy mindharom PS-TM csoport (enyhe PS-TM, stlyos PS-
TM, RES PS-TM) fehérje kifejezése eltér az egészséges primer keratinocitakétol. Tovabba a
legnagyobb kiilonbséget a RES PS-TM ¢és az egészséges mintak kozott figyeltiik meg. (7. abra).
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7. abra. Az egészséges és a pikkelysomords tiinetmentes (PS-TM) primer Kkeratinocita
sejttenyészetek teljes fehérje expresszios mintdzata. A kék szin jelzi az alacsonyabb, a sarga
pedig a magasabb expresszios szintet. n=3 donor csoportonként; csoportonkénti atlagok
abrazolva

Ly T/II

4.3 A RES PS-TM keratinocitak fehérje kifejezése tér el leginkabb
az egészséges sejtekétol

Ezt kovetden a proteomikai elemzésben kapott eredmények alapjan kivalogattuk a
differencialisan expresszalodo, azaz legalabb kétszeres valtozast mutatd fehérjéket a PS-TM
csoportokban az egészségeshez képest (Fiiggelék A), melyeket a valtozast mutatd fehérjék
szama alapjan venn-diagramon abrazoltuk. Az Gsszes kétszeres valtozot tartalmazo diagram
alapjan szintén megallapithaté, hogy a RES PS-TM csoport kiilonbozik leginkdbb az
egészségestol. Az enyhe PS-TM és RES PS-TM koz6s halmaza a legnagyobb, az enyhe PS-TM
és stlyos PS-TM kozos halmaza pedig a legkisebb (8. abra).
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Enyhe PS-TM Sulyos PS-TM

RES PS-TM

8. abra. Kétszeresen valtozé fehérjék szamszerinti eloszlasa a kiilonb6zo
pikkelysomords tlinetmentes (PS-TM) bortipusokban. Korabban 1€zids, resolved PS-
TM: RES PS-TM, n=3 donor csoportonként; csoportonkénti atlagok dbrazolva.

4.4 Sejt szeneszcencia és sejtciklus folyamataiban hasonlitanak
leginkabb a kiilonb6z6 PS-TM csoportok

Emellett a kétszeres valtozast mutatd fehérjék kozil kiilon valogattuk a novekedést és a
csOkkenést mutatd fehérjéket. A mindharom PS-TM csoportban valtozo fehérjékkel Reactome
over-reprezentacids tesztet végeztiink a leginkabb érintett folyamatok azonositdsara. A
novekvd csoport fehérjéi tobbségében a szeneszcencia kiilonbozd utvonalait, mig a csokkend

fejérjék pedig a mitotikus sejtciklust érintették (9. abra).

Enyhe PS-TM Silyos PS-TM Enyhe PS-TM Silyos PS-TM

A

RES PS-TM RES PS-TM
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Utvonal neve p-érték FDR*
Onkogén indukalt szeneszcencia 1.16e-09 1.76e-07
Oxidativ stressz indukalta szeneszcencia 1.55e-07 1.18e-05
VENTX éltali transzkripcios szabalyozas 2.61e-07 1.31e-05
Sejtszeneszcencia 2.48e-06 9.42e-05
Sejtszeneszcencia betegségei 9.96e-06 2.49e-04

D

Utvonal neve p-érték FDR*
Sejtciklus, mitozis 1.11e-07 2.27e-05
Mitotikus G1 fazis és G1/S atmenet 7.78e-07 5.29e-05
Sejtciklus 7.89e-07 5.29e-05
GO és korai G1 1.04e-06 5.29%-05
Kromatid kohézio feloldasa 6.72e-06 2.76e-04

9. abra. A pikkelysomords tlinetmentes (PS-TM) primer keratinocitdk kétszeres
valtozo fehérjéinek eloszlasa, és a leginkabb érintett folyamatok. (A) Kétszeresen
novekvo expressziot mutatd fehérjék venn-diagramja és a (C) fehérjék altal érintett
utvonalak tablazata. (B) Kétszeresen csokkend expressziot mutatd fehérjék venn-
diagramja és a (D) fehérjék altal érintett Gtvonalak tablazata. FDR: false discovery
rate; Korabban 1ézi6s, resolved PS-TM: RES PS-TM

4.5 RES PS-TM keratinocitak sebgyogyulasa eltéro
Kutatocsoportunk korabbi eredményei alapjan a tiinetmentes keratinocitak sebgyodgyuldshoz
hasonlo tulajdonsagokkal rendelkeznek (Bozé és mtsai. 2021b; Flink és mtsai. 2023), valamint
a morfologia vizsgéalataink eredményei és a proteomikai eredmények a migracidban, a
szeneszcencidban és a mitotikus folyamatokban mutattak eltéréseket a kiilonbozé PS-TM
csoportokban az egészséges keratinocitdkhoz képest, melyek szintén kothetok a
sebgyogyulashoz 1is, ezért a tovabbiakban a sejtek viselkedésének tanulmanyozasakor

eziranyban vizsgalodtunk tovabb.

Eldszor kivalogattuk a proteomikai eredmények koziil a sebgyogyulasi folyamatban résztvevo
fehérjéket. Ezesetben is megfigyelhetd, hogy a RES PS-TM csoport kiilonbozik leginkabb az
egészségestol (10. abra).
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10. abra. A Kétszeresen valtozd sebgyogyulasi fehérjék eloszlasa a kiilonbdzd
pikkelysomords tiinetmentes (PS-TM) bdrtipusokban. A kék szin jelzi az
alacsonyabb, a sarga pedig a magasabb expresszids szintet. n=3 donor csoportonként;
csoportonkénti atlagok abrazolva; Korabban 1¢zids, resolved PS-TM: RES PS-TM.

Megvizsgaltuk a kiilonboz6é tipusu primer keratinocita sejttenyészetek sebgydgyulasi
képességét in vitro sebgyogyulasi modellben. Eredményeink soran azt tapasztaltuk, hogy a RES
PS-TM mintak sebzarddasa lassabb, ellenben a sulyos PS-TM keratinocitdk nem mutatnak

eltérést az egészséges sejtekhez képest (11. abra).
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11. abra. Az egészséges és pikkelysomords tiinetmentes (PS-TM) primer
keratinocita sejttenyészetek sebzarodasanak vizsgalata. (A-B) A CytoSmart
mikroszkdp altal készitett felvételek a sebzést6lszamitott 0:05, 6:55 és 14:05 6ras
idépontokban. (A) egészséges donor keratinocitai (B) resolved (RES) PS-TM
donor keratinocitai. Reprezentativ képek; 10x-es nagyitas, Lépték: 200 um (C) A
seb zarddasanak szazalékos aranya a kiindulasi sebhez viszonyitva. A donorok
csoportonkénti atlaga abrazolva +/- az atlag standard hibaja
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4.6 RES PS-TM keratinocitak életképessége csokkené tendenciat

mutat
Ezt kovetden megvizsgaltuk a kiilonbozd sejtcsoportok életképességét a metabolikus
aktivitasuk mérésének segitségével MTT esszével, amely alkalmas a sejtproliferaciora iranyulod
vizsgalatokra. Ugyan a kapott eredmények nem szignifikdnsak, de jol lathat6 egy csokkend

tendencia az egészséges mintaktol a RES PS-TM sejtekig haladva (12. abra).
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12. abra. Az egészséges és a kiilonb6z6 pikkelysomords tiinetmentes (PS-TM)
primer keratinocita sejttenyészetek életképességének vizsgdlata. A donorok
csoportonkénti atlag értékei vannak abrazolva, +/- az atlag standard hib4ja. n=3
donor csoportonként; Korabban 1€zios, resolved PS-TM: RES PS-TM.
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5 Diszkusszio

A pikkelysdmor (psoriasis) egy kronikus, immunmedidlt gyulladésos bérbetegség, amely a bor
megvastagodasat és jellegzetes plakkok kialakulasat okozza, és nagyban befolyasolja az
érintettek €letmindségét. A pikkelysomords borben a tlinetmentes (nem 1€zi6s) keratinocitak
fontos szerepet jatszanak, mivel bar ezek a sejtek makroszkopikusan egészségesnek tiinnek,
valdjaban olyan molekuléris eltéréseket hordozhatnak, amelyek hajlamosithatjdk a bort a
betegség aktiv stadiumara. Emellett a PS-TM keratinocitak olyan sejtbiologiai jellemzokkel is
rendelkezhetnek, amelyek segithetnek fenntartani a tiinetmentes allapotot és
megakadalyozhatjak az aktiv 1éziok kialakulasat (Kelemen és mtsai., 2021), koztes allapotot
képviselve az egészséges és a pikkelysomords tiinetes bor kozott (Nosbaum és mtsai. 2021;). A
terapian atesett pikkelysomoros betegeknek a kezelés hatasara tiinetmentessé valt, RES PS-TM
borteriiletei szintén szamos elvaltozast, kozottiik epigenetikai modosuldsokat hordoznak annak

ellenére, hogy klinikailag a bor tiinetmentes (Ghaffarinia és mtsai. 2023).

Feltételeztiik, hogy a kiilonbozd sulyossagu pikkelysomords tiinetmentes keratinocitaknak
eltérhetnek a sejtbiologiai tulajdonsagai az egészséges keratinocitakétol, melyeknek szerepe
lehet a nem-1ézids allapot fenntartasaban. Ezért, munkank soran célul tiiztik ki, hogy
részletesen megvizsgaljuk az enyhe, stlyos és RES tiinetmentes pikkelysomords borbol
szarmazé keratinocitdkat, kiilonds tekintettel azok morfologiai, molekularis €s funkcionalis
jellemzdire. A kutatas célja tovabba, hogy megvizsgaljuk, hogy a sejtek ezen, hogy a PS-TM

keratinocitak tényezokkel hozzajarulhatnak-e a tiinetmentes allapot fenntartasahoz.

A mikroszkopos vizsgalatok alapjan az egészséges, enyhe és sulyos PS-TM, valamint RES PS-
TM keratinocitak morfoldgiai jellemzoéi kiilonbozdek voltak az egészséges sejtekhez képest. Az
elektronmikroszkopos képek feltartdk, hogy ezek a kiilonbségek foként abban nyilvanulnak
meg, hogy a kiilonb6z6 sejtcsoportok eltéré szamu filopodiummal és lamellipodiummal
rendelkeznek, melyek a sejtek mozgasaban és kornyezetérzékelésében kulcsszerepet jatszanak
(Wood és Martin 2002; Sadhu és mtsai 2023). A legtobb ilyen citoplazmatikus fiiggelék az
enyhe és RES PS-TM mintakon volt megfigyelheté. Ez arra utal, hogy az enyhe ésRES PS-TM

sejteknek eltérdek lehetnek a sejtmigracios és sebgydgyulasi tulajdonsagai.

A proteomikai elemzések szintén jelentds kiillonbségeket mutattak az egyes csoportok

fehérjeprofiljaban. Az enyhe, stlyos és RES PS-TM keratinocitak fehérjeexpresszioja eltért az
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egészséges sejtekétol. A RES PS-TM mintdk kifejezOdési mintazatatér el leginkabb az
egészséges mintak kifejezési mintazatatol, ami arra utalhat, hogy a gyogyult allapot

molekularisan nem teljesen tér vissza az egészséges szintre.

Csoportunk korabbi irodalmi adatai arra utalnak, hogy sejtciklus gatldo folyamatok (Bozo és
mtsai. 2021a), és sejtproliferaciot visszaszorito6 mechanizmus lehet jelen a PS-TM
keratinocitakban (Boz6 €s mtsai. 2020). Proteomikai eredményeink alapjan a szeneszcenciaval
Osszefliggd jelatviteli utvonalak fehérjeexpressziojanak novekedése, valamint a mitotikus
sejtciklusban részt vevo fehérjék csokkent expresszidja mindharom csoportban arra utal, hogy

jelen lehetnek a pikkelysomor stlyossagatol fiiggetlentil.

A sebgyogyulasi kisérletek soran, ahol a CytoSmart mikroszkop segitségével kovettilk nyomon
a sejtek viselkedését, azt tapasztaltuk, hogy a RES PS-TM keratinocitak sebzarodasa lassabb,
mint az egészséges sejteké. Emellett a sebgyogyulasi folyamatokban résztvevd fehérjék
kifejezddése is a RES PS-TM sejtekben kiilonbozott leginkdbb az egészséges sejtekétol.
Csoportunk korabbi eredményei is arra utalnak, hogy a bazilis membran sériilések altal
kivaltott sebgyogyulasi mechanizmus lehet jelen a PS-TM és a RES PS-TM bérben (Flink és
mtsai. 2023). A fenti eredmények alapjan RES PS-TM keratinocitak a gyogyulasi folyamat
soran nem teljes mértékben térnek vissza az egészséges dallapotukhoz. Emellett, a
sejtéletképességet méré MTT esszé eredményei alapjan bar nem volt megfigyelhetd
szignifikdns kiilonbség, de egy enyhe csokkenési tendencia lathatd az egészséges
keratinocitakhoz képest a RES PS-TM mintak iranyaba. Ez arra utalhat, hogy a gyogyult sejtek
metabolikus aktivitdsa némileg alacsonyabb, ami az életképességiik és regeneracios képességiik

csokkenésében nyilvanulhat meg.

Osszességében a kutatasunk eredményei egyrészt arra engednek kovetkeztetni, hogy a RES PS-
TM keratinocitak nem teljesen térnek vissza az egészséges allapotba, proteomikai profiljuk és
viselkedési mintdzatuk alapjan egy ,.koztes” allapotot képviselnek. A szeneszcenciahoz
kapcsolddo fehérjek fokozott jelenléte és a mitotikus folyamatok potencialis csokkenése arra
utal, hogy a PS-TM keratinocitikban ezek az elvaltozasok hozzajarulhatnak ezen
pikkelysomords sejtek nem-hiperproliferativ allapotanak fenntartdsahoz. Ezek az eredmények
ravilagitanak arra, hogy a pikkelysomords bor kezelése utan is megmaradhatnak olyan

molekularis sajatossagok, amelyek eldsegithetik a betegség fellangolasat.
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8 Fiiggelékek

8.1 Fiiggelék A
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Egészséges/Enyhe PS-TM
B : :
Egészséges/Sulyos PS-TM
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Egészséges/RES PS-TM

Fiiggelék A: Az egészséges és a pikkelysomoros tiinetmentes (PS-TM) keratinocitak
proteomikai eredményeinek Osszehasonlitasa vulkan diagram segitségével. (A)
Egészséges/Enyhe PS-TM. (B) Egészséges/Sulyos PS-TM. (C) Egészséges/RES PS-TM. X
tengelyen log2 fold change értékek, Y tengelyen —logl0 p-értékek vannak abrazolva. Az
elemzéshez background t-tesztet alkalmaztunk. p < 0,05
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9 Tételes szerzoi hozzajarulas

A 37.OTDK
BIOLOGIA SZEKCIO FELHIVASANAK
2. SZAMU MELLEKLETE

TETELES SZERZOI HOZZAJARULAS

Alulirott Virig Nikolett nyilatkozom, hogy a 37. OTDK-ra benyjtott Kiilonbizé pikkelysomoros
tinetmentes  bortipusokbél tenyésztett Kkeratinocitik cltéré protcomikai dsszetétellel
rendelkeznek ciml palyamunkamban leirtak esctében az aldbbi munkafolyamatok elvégzésében

vettem részt':

Részfeladat? A részvétel mértéke
(otfokozatid skalan” jellemezve)

Keratinocita sejtek tenyésztése 3

Keratinocitdk faziskontraszt mikroszkdpos vizsgdlata 4

Pdsztdzo elektronmikroszképos eredmények kiértékelése 5

Proteomikai mintavétel és a proteomikai adatok elemzése 4

CytoSmart mikroszképos sebgyégyulds vizsgalat 3
kivitelezésében

Sebgyogyulasi vizsgalat eredményeinek kiértékelése S

MIT esszé kivitelezése és kiértékelése 5

Kelt: Szeged, 2024.11.08.

Nimg N
N
Virag Nikolett

A nyilatkozatban foglaltak helyességét megerésitem:
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é. & ,\?‘ ?—w_{.\'/—\
Dr. Bozé Renata, SZTE SZAOK Bérgyogyaszati és

Allergolégiai Klinika

' A kutatasi projekt azon részfeladatait, amelyckben egyaltalin nem vett részt, ne tilntesse fel a listaban.
2 Az al4bbi lista mintaul szolgl, szabadon médosithat6, bévithetd.
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