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Luszczyca (tac. Psoriasis; Ps) jest przewlekla chorobg autoimmunologiczng, cechujacg si¢
nieprawidlowym procesem Keratynizacji, co prowadzi do powstawania charakterystycznych zmian
skornych. Czgstos¢ wystgpowania tuszczycy szacuje si¢ na okoto 0,5-8,5% $wiatowej populacji, z
tendencja wzrostowa. Opisano kilka typow klinicznych tuszczycy, o roznych cechach histologicznych,
wsrdd nich: tuszezyce plackowata ktora reprezentuje najczestszy typ choroby (stanowigca okoto 90%
przypadkow), kropelkowa, odwrocona, krostkowa i erytrodermie tuszczycowa. W trakcie postepu
choroby, nawet u tych samych pacjentow, mozna zauwazy¢ réznorodne fenotypy kliniczne. Objawy
zaleza od rodzaju oraz nasilenia postaci tuszczycy i moga obejmowaé zaczerwienienie skory,
swedzenie, pieczenie, a takze pgknigcia i krwawienia z lusek, prowadzace nawet do inwalidztwa
wskutek zmian stawowo-Sciggnistych. Ogoélnoustrojowy stan zapalny pacjentdéw zwigzany jest
rowniez z rozwojem chorob wspolistniejacych, takich jak tuszczycowe zapalenie stawow, ktore
wystepuje u okolo 20-30% pacjentow, zespot metaboliczny, choroby uktadu krazenia, cukrzyca,
nowotwory i depresja. Luszczyca wystepuje w rownym stopniu u m¢zezyzn i kobiet, a Sredni wiek
zachorowania wynosi 33 lata. Choroba moze ujawni¢ si¢ z bimodalnym poczatkiem, zwigzanym z
dwoma podtypami na podstawie cech genetycznych: wczesnym poczatkiem, przed 40 rokiem zycia
(75% przypadkow) i poznym poczatkiem, po 40 roku zycia. Patogeneza tuszczycy jest ztozona i
opiera si¢ na interakcjach miedzy czynnikami genetycznymi, immunologicznymi i $srodowiskowymi.
W ramach badan asocjacyjnych catego genomu (ang. Genome-Wide Association Studies — GWAS),
zidentyfikowano ponad 60 loci odpowiedzialnych za zwigkszona podatno$¢ na rozwdj tuszczycy.
Potencjalne geny, korelowane z patogeneza luszczycy, obejmuja czynniki zaangazowane w
prezentacj¢ antygenéw (HLA-C i ERAPL), sygnalizacj¢ jadrowego czynnika transkrypcyjnego NF
kappa B — NF-kB (TNIP1), szlak interferonow typu 1 (RNF113 i IFIH1), o$ interleukiny (IL)-
23/limfocytow T pomocniczych (Th) 17 (IL23R, IL12B i TYK2) oraz funkcje¢ bariery skornej (LCE3).
Sugeruje to istnienie kompleksowej interakcji migdzy komorkami uktadu odpornosci (zaréwno
wrodzonej, jak i nabytej), takimi jak komorki dendrytyczne i limfocyty T, a takze keratynocytami.
Rola tych komérek ulega zmianom w roznych fazach choroby. Waznym czynnikiem aktywujacym
odpowiedz immunologiczng jest o§ 1L-23/Th17, ktoéra prowadzi do przewleklego stanu zapalnego,
nadmiernego namnazania komorek naskorka i uszkodzenia bariery skornej. Otylo$é, stres, uraz
fizyczny, infekcje i niektore leki, w tym niesteroidowe leki przeciwzapalne, beta-blokery i sole litu to
najczestsze srodowiskowe czynniki wywolujace i/albo zaostrzajgce przebieg tuszczycy.

W ciggu ostatnich dwoch dekad osiggnieto ogromny postep w zrozumieniu patogenezy
tuszczycy, ktory nastepnie z powodzeniem przetozyt si¢ na wysoce skuteczne terapie w leczeniu tej
dermatozy, czego najlepszym przyktadem jest rozwdj ukierunkowanych lekéw biologicznych
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uboczne, utrata skuteczno$ci i nawroty zmian skornych po zaprzestaniu leczenia, zachgcajg badaczy
do odkrywania nowych strategii terapeutycznych. Aktualne badania sugeruja, ze komorki naskorka —
keratynocyty, moga stanowi¢ kluczowy czynnik etiologiczny w rozwoju tuszczycy, co podkresla ich
znaczenie jako istotnego elementu w leczeniu choroby.

Lizosomy to organella komorkowe, ktére petnia wazna role w regulacji homeostazy
komoérkowej poprzez degradacje biatek, lipidéw i innych makroczasteczek w procesie autolizy.
Ostatnie badania sugeruja, ze lizosomy, podobnie jak wiele innych organelli komoérkowych, sa
poddawane globalnej regulacji transkrypcji 1 potrafig dostosowaé si¢ do sygnatéw pochodzacych z
otoczenia. Odkrycia te sugeruja, ze lizosomy nie tylko petnig funkcj¢ degradacyjna, ale takze dzialaja
jako centrum sygnalizacyjne, regulujace homeostaze komorkowa poprzez komunikacj¢ z innymi
organellami i strukturami komoérkowymi. Nieprawidlowe dziatanie lizosoméw w naskérku moze
przyczyni¢ si¢ do patogenezy tuszczycy poprzez wplyw na procesy proliferacji i rdéznicowania
keratynocytow oraz aktywacje¢ reakcji zapalne;.

Glownym celem niniejszej pracy badawczej bylo scharakteryzowanie proceséow
zwiazanych z dzialaniem lizosom6éw w naskérku oraz w skorze o fenotypie normalnym i
luszczycowym, a takze identyfikacja potencjalnych zastosowan uzyskanej wiedzy w
opracowaniu innowacyjnych strategii terapeutycznych, ktére mogg stuzy¢ jako podstawa do
rozwoju bardziej efektywnych metod terapii chorob skornych.

Pierwszym etapem prac, byto opracowanie dwuwymiarowego (2D) modelu keratynocytow in
Vvitro, majacego na celu precyzyjne odzwierciedlenie fenotypu komorek tuszczycowych. W tym celu
oceniono, odpowiednio: monokultur¢ linii komorkowej HaCaT (ang. Human Adult low Calcium
Temperature keratinocytes) i monokulture keratynocytow pierwotnych (ang. primary Keratinocytes,
pKC), stymulowanych mieszaning cytokin (SMIX, tj. IL-1a, IL-17A, IL -22, onkostatyng M (OSM) i
TNF-a), w obecnosci niskiego albo wysokiego stezenia jondw wapnia (tj. odpowiednio, Ca?* < 0,1
mM albo 2 mM); monokultur¢ HaCaT lub pKC stymulowanych imikwimodem (IMQ); monokulture
linii komoérkowej HaCaT stymulowanej surowica (w stgzeniach 1, 5 albo 10%) izolowana od
pacjentéw z tuszczyca lub osob zdrowych jako kontroli; oraz wspothodowle HaCaT z ludzka liniag
komoérek monocytarnych ostrej biataczki (THP-1), traktowanych 12-mirystynianem 13-octanu forbolu
(PMA), lipopolisacharydem (LPS) i interferonem y (IFN-y). Indukcj¢ fenotypu Ps okre§lano analizujac
ekspresje $cisle wyselekcjonowanych genéw markerowych choroby, w postaci 10 markerow
proliferacji i réznicowania keratynocytow (tj. geny IVL, FLG, KRT1, KRT5, KRT6, KRT10, KRT14,
KRT16, LOR i MKI67), 4 peptydow przeciwdrobnoustrojowych (tj. geny DEFB4, PI3, S100A7 i
S100A9) oraz 4 chemokin (tj. geny CCL20, CXCL1, CXCL2 i CXCL8), metods ilosciowego PCR w
czasie rzeczywistym (ang. Real-Time Quantitative Polymerase Chain Reaction; real time gRT-PCR).
W celu oceny adekwatno$ci modeli in vitro do badania molekularnych mechanizméw tuszczycy,
ekspresje wybranych gendéw markerowych poréwnano ze zbiorami bazy danych Gene Expression
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vitro 1 7 profili danych dla bioptatow skornych pobranych od pacjentéw dotknigtych tuszezycg. Na
podstawie uzyskanych danych stwierdzono, ze hodowle in vitro 2D pKC z dodatkiem 5MIX
(niezaleznie od st¢zenia jonéw wapnia), wzgledem komodrek nieaktywowanych zapalnie, hodowanych
w obecnosci 2 mM jonow wapnia (warunki odpowiadajace srodowisku normalnych, zréznicowanych
keratynocytow), wykazaty synergie profilu ekspresji wigkszosci testowanych genoéw z profilami
gendw keratynocytow luszczycowych dostgpnymi w bazie danych GEO ($rednio 84% analizowanych
transkryptow, tj. 78 1 89% dla, odpowiednio pKC hodowanych w obecnosci SMIX i niskiego poziomu
jondéw wapnia, oraz pKC hodowanych w obecnosci SMIX i wysokiego poziomu jonéw wapnia).
Ponadto, wykazano, ze wzor ekspresji wybranych genéw markerowych w profilach GEO pacjentow,
tj. w odniesieniu do 7 zestawow danych dla biopsji skory (GDS2518, GDS3539, GDS4600, GDS4602,
GDS4606, GDS5392 1 GDS5420), byt zgodny z danymi literaturowymi i uzyskanymi wynikami
ekspresji genéw charakterystycznych dla fenotypu Ps.

Przy zastosowaniu opracowanego modelu in vitro 2D keratynocytow, w kolejnych etapach
badawczych scharakteryzowano status i rol¢ lizosomu w HaCaT i pKC o fenotypie tuszczycowym. W
celu analizy ilosci i lokalizacji kwasnych organelli w komoérce wykorzystano barwniki, takie jak oranz
akrydyny i LysoTracker Red DND-99, oraz marker lizosomoéw — biatko LAMP1 (ang. Lysosome-
Associated Membrane Glycoprotein 1). Za pomoca techniki mikroskopii immunofluorescencyjnej (IF)
wykazano, ze w komorkach o fenotypie luszczycowym wzrasta liczba struktur pozytywnych dla
LAMP1, przy jednoczesnym zmniejszeniu puli calkowitej iloSci kwasnych organelli, co potwierdza
analiza statystyczna $redniej intensywnosci fluorescencji w porownaniu z warunkami kontrolnymi. W
procesach wewnatrzkomorkowych, takich jak endocytoza i autofagia, kolokalizacja markeréw
wczesnych endosomow EEA1 (ang. Early Endosome Antigen 1), lizosoméw LAMPI1 i
autofagosomow LC3B (ang. Microtubule-associated proteins 1A/1B light chain 3B) jest kluczowym
wskaznikiem, ktory pozwala na analize interakcji miedzy poszczegolnymi organellami i
monitorowanie ww. procesow. W modelu in vitro 2D linii HaCaT, jak i pKC, ilo$¢ markera autofagii,
LC3B, byla najnizsza w komorkach o fenotypie tuszczycowym. Dodatkowo, w komorkach
stymulowanych cytokinami, wspoétczynnik korelacji Pearsona wskazywal na nizsza kolokalizacje
miedzy markerami LAMP1 i LC3B w porownaniu do komorek kontrolnych, co sugeruje potencjalng
blokad¢ tworzenia autofagolizosomu. W efekcie, pomimo zwigkszonej ilosci LAMPl w
keratynocytach tuszczycowych, proces autofagii moze zachodzi¢ nieprawidtowo. Nastepnie, w
modelu in vitro 2D pKC oceniano za pomoca IF translokacj¢ jadrowa czynnika transkrypcyjnego EB
(ang. Transcription Factor EB, TFEB). Czynnik TFEB stymuluje ekspresje genéw kodujacych biatka
lizosomalne, co prowadzi do wzrostu liczby lizosoméw w komodrce i zwiekszenia aktywnoS$ci
degradacyjnej wewnatrzkomoérkowej. Uzyskane wyniki wykazaly, ze w komorkach aktywowanych
cytokinami, bez wzgledu na poziom jondw wapnia w pozywce, obserwowano podobnie wysoki
procent dojadrowej translokacji TFEB w poréwnaniu do komodrek niecaktywowanych, poprzez
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Czynnik TFEB i kinaza mTOR (ang. Mammalian Target Of Rapamycin Kinase) sa istotnymi
czynnikami regulujacymi metabolizm komoérkowy, w tym autofagi¢, endocytoze i degradacje
lizosomalng. Biatko mTOR petni kluczowa role w kontrolowaniu proliferacji, réznicowania oraz
homeostazy keratynocytow, a takze w modulacji odpowiedzi immunologicznej. Ponadto, istnieja
badania wskazujace, ze aktywno$¢ kompleksu 1 kinazy mTOR (mTORCI1) jest zwigkszona w
huszczycy, co wskazuje na jej potencjalng role w procesie patogenezy choroby. Co wiecej, mMTORCI
blokuje aktywnos¢ TFEB, co prowadzi do zahamowania autofagii i degradacji lizosomalnej.
Natomiast kalcyneuryna, dziatajac jako antagonistyczny czynnik, moze przeciwdziata¢ tym efektom
poprzez defosforylacje i odtaczenie TFEB z kompleksu z biatkiem 14-3-3, umozliwiajac aktywacje i
translokacje TFEB do jadra komoérkowego. Kalcyneuryna, jest fosfataza serynowo-treoninowa, ktorej
aktywno$¢ zalezna jest od jonow wapnia. Wzrost st¢zenia wapnia powoduje wigzanie kalmoduliny z
kalcyneuryna, co prowadzi do jej aktywacji i regulacji wielu procesow komorkowych. W przeciwnym
razie, przy niskim st¢zeniu wapnia, kalcyneuryna pozostaje nieaktywna. W naskorku tuszczycowym
stwierdza si¢ zmniejszenie gradientu stezen jonoOw wapnia, co wplywa na zaburzenie procesu
keratynizacji, a tym samym prawidtowego dojrzewania keratynocytow. Analiza ekspresji 93 genow
zwigzanych z lizosomem w modelu in vitro 2D pKC wykazata, ze cytokiny prozapalne byty
czynnikami, ktore miaty najsilniejszy wptyw na liczbg regulowanych genéw. Wyniki badan wykazaty,
ze dodanie SMIX obnizato ekspresjc genow PPP3CA i PPP3CB kodujacych podjednostki
kalcyneuryny (odpowiednio dla 50 i 100% hodowli in vitro keratynocytow pozyskanych od 4
niezaleznych dawcow), przy jednoczesnym podwyzszeniu ekspresji MTOR w 75% tych hodowli w
poréwnaniu do komoérek nieaktywowanych, hodowanych w obecnosci 2 mM Ca?*. Dla zrozumienia
roli szlakéw komorkowych zwigzanych z biogeneza lizosomu w patogenezie tuszczycy, zastosowano
technike interferencji RNA (RNAi) w celu wyciszenia ekspresji genéow kodujacych: czynnik TFEB
(TFEB) oraz jego inhibitor — kompleks mTORC1 (MTOR), jak i jego aktywator — kalcyneuryng
(PPP3CA), w linii HaCaT i pKC. Nastepnie, przeprowadzono charakterystyke tych komorek pod
katem fenotypu tuszczycowego poprzez analize ekspresji 23 wybranych genow markerowych.
Uzyskane wyniki wskazuja, ze wyciszenie genu MTOR prowadzi do normalizacji ekspresji wybranych
markerow charakterystycznych dla fenotypu tuszczycowego. Natomiast wyciszenie antagonisty
MTOR, PPP3CA, nasila fenotyp tuszczycowy komorek HaCaT i pKC, co wskazuje na jego istotna
role w potencjalnej modulacji sygnalizacji zachodzacej w komorkach naskoérka.

Kolejny etap badan rozszerzono o model in vitro 3D tkanki skornej z uwzglednieniem
warstwy fibroblastow (prawidtowych, NN — ang. Non-psoriatic Normal) lub zmienionych
tuszczycowo, PP — ang. Psoriatic Plaque) oraz warstwy keratynocytow (prawidtowych, NN — ang.
Non-psoriatic Normal). Geny LAMP1 i TFEB byty nadeksprymowane w tkankach PP, co potwierdza
wyniki uzyskane z IF z in vitro 2D hodowli keratynocytéw. Dalsze badania obejmowaly analize
ekspresji gendw po zastosowaniu wybranych modulatoréw uktadu lizosomalnego: chlorochiny (CQ),

rapamycyny (RAP) i wortmaniny (WORT), odpowiednio w tkankach 3D NN, jak i tkankach 3D PP.



Zastosowanie CQ skutkowato podwyzszeniem poziomu gendéw markerowych tuszczycy (DEFB4,
K167 i PI3) w tkance 3D PP. Dodatkowo, w przypadku tkanki 3D PP zaobserwowano zmniejszong
ekspresje genu LAMP1 oraz zwigkszong ekspresje TFEB, niezaleznie od rodzaju zastosowanego
modulatora w odniesieniu do tkanki PP niestymulowanej modulatorami.

W kolejnych krokach scharakteryzowano status i role lizosomu w bioptatach skdérnych
pobranych od pacjentdéw z tuszczyca (z miejsc zmienionych chorobowo: PP — ang. Psoriatic Plaque i
niezmienionych PN — ang. Psoriatic Normal) oraz osob zdrowych jako kontroli (NN — ang. Non-
psoriatic Normal). Wykazano dodatnig korelacje pomiedzy wynikami wskaznikow PASI (ang.
Psoriasis Area and Severity Index), BSA (ang. Body Surface Area) i DLQI (ang. Dermatology Life
Quality Index) a ilosciag biatka LAMP1. W ramach badan transkryptomicznych, zanalizowano
ckspresj¢ 93 genow zwigzanych z lizosomem w tkankach PP, PN i NN. Analiza statystyczna
wykazata, ze 23 z 93 deregulowanych genéw wykazywaly znaczace zmiany migdzy zmiennymi
ciggtymi PP > PN > NN. W przeprowadzonych analizach wykazano istotne statystycznie réznice w
aktywnosci genow, ktorych funkcje sa zwigzane z kodowaniem: enzymow lizosomalnych (ASP5,
CTSS, GBA, GLA, GLB1, GM2A, HPSE, IFI30, NEU1 i PPT2), czynnikow biogenezy lizosomow
(BLOC1S2 i TFEC), markeréw kwasnych organelli (EEAL1, LAMP3, MAP1LC3B, RAB5A, RAB7A i
RAB34) oraz kanatow kationowych (MCOLN2 i MCOLN3). Ponadto stwierdzono, ze wzorzec
regulacji genow byl porownywalny w tkance PP i PN pobranej od pacjentow w poréwnaniu do NN, co
moze wskazywac na to, ze zmiany te wystepuja przed pojawieniem si¢ charakterystycznego fenotypu
choroby. W toku tych badan odnotowano ponadto wzrost ekspresji PPP3CA, i towarzyszaca mu
obnizong ekspresje PPP3CB w tkankach pobranych z miejsc PP, co moze wynika¢ z obecno$ci
komoérek immunologicznych w bioptatach skérnych. W komérkach immunologicznych, kalcyneuryna
jest kluczowym enzymem aktywujacym czynniki transkrypcyjne z rodziny NFAT (ang. Nuclear
Factor Of Activated T Cells), regulujacych ekspresj¢ genow zwigzanych z odpowiedzig zapalng.
Inhibitory kalcyneuryny, takie jak takrolimus (FK506) lub cyklosporyna, sa stosowane w leczeniu
wielu choréb autoimmunologicznych, w tym luszczycy, ze wzgledu na swoje zdolnosci do hamowania
aktywacji komorek T, poprzez blokade szlaku NFAT. Badania wykazatly, ze stosowanie inhibitoréw
kalcyneuryny prowadzi do redukcji liczby komoérek T w skorze oraz zmniejszenia aktywnos$ci cytokin
prozapalnych, takich jak IL-17 i IFN-y. Warto zwroci¢ uwage, ze terapia inhibitorami kalcyneuryny w
leczeniu tuszczycy nie zawsze jest skuteczna i w czgSci przypadkow prowadzi do wystgpienia
niepozadanych efektow ubocznych. Moze to wynika¢ z faktu, ze kalcyneuryna jest rowniez niezbedna
do aktywacji czynnika transkrypcyjnego TFEB w wigkszosci typéw komorek, ktory jak wspomniano
wyzej, odpowiada za ekspresje genow zaangazowanych w autofagie, proces konieczny do utworzenia
wlasciwej bariery skornej. W ramach niniejszej pracy w badaniach z uzyciem z kolei hodowli in vitro
2D, wykazano, ze traktowanie komoérek HaCaT i pKC o fenotypie tuszczycowym takrolimusem,
obniza poziom ekspresji gendow kodujacych czynniki transkrypcyjne rodziny MiT (gtownie TFES3,

TFEB i TFEC) co moze wskazywaé na hamowanie biogenezy lizosoméw. Ponadto, obserwowano



silne hamowanie aktywnosci genéw zwigzanych z procesem autofagii (ATG7, MAP1LC3A i LAMP1)
w komoérkach HaCaT po stymulacji takrolimusem.

W naskorku tuszezycowym, poza uposledzonym mechanizmem autofagii, dochodzi do zmian
ilosciowych ceramidow (CER) i sfingolipidow (SL), ktérych metabolizm czgéciowo regulowany jest
w lizosomach. Sfingolipidy petnig istotng funkcje w utrzymaniu integralnosci bariery skornej poprzez
regulacje proliferacji, réznicowania i apoptozy keratynocytow, synteze i utrzymanie lipidowej
macierzy mi¢dzykomdrkowej, kontrole stanu zapalnego oraz odporno$¢ na czynniki zewnetrzne. W
celu charakterystyki szlakow metabolizmu sfingolipidow 1 ceramidow w keratynocytach,
przeprowadzono analiz¢ poziomdw enzymoéw lizosomalnych, takich jak kwasna ceramidaza
(ASAHI), kwasna sfingomielinaza (ASM/SMPDI1), beta-glukocerebrozydaza (GBA) oraz kinaza
sfingozyny 1 (SPHKI1), metoda ELISA (ang. Enzyme-Linked Immunosorbent Assay) przy
zastosowaniu opracowanego uprzednio modelu in vitro 2D linii HaCaT i pKC. Redukcja poziomu
ASM w keratynocytach o fenotypie tuszczycowym (zarowno HaCaT, jak i pKC), wskazuje, ze proces
przeksztatcania sfingomieliny w ceramid moze by¢ w tych warunkach niewydajny. Niedobory
ceramidow w naskorku zmienionym chorobowo moga zatem wynika¢ z uposledzonej syntezy CER w
tzw. szlaku odzysku w lizosomach. Podobna tendencja widoczna byta dla ASAH1 w przypadku linii
HaCaT, co moze wptywaé na zaburzenie procesu przeksztatcania ceramidu w sfingomieling. GBA
hydrolizuje glukozylceramidy do ceramidow. W przypadku pKC poziom GBA wzrastal po aktywacji
cytokinami prozapalnymi, niezaleznie od poziomu jonéw wapnia w $rodowisku. Zgodnie z danymi
literaturowymi, zmiany w transepidermalnej utratcie wody w naskorku tuszezycowym moga dziatad
jako bodziec dla enzymu GBA, co umozliwia syntez¢ ceramidow. SPHKI1 jest enzymem kluczowym
w przemianie sfingozyny w sfingozyno-1-fosforan (S1P), ktory jest bioaktywnym lipidem petnigcym
funkcje regulatorowe w wielu procesach biologicznych, w tym w reakcjach zapalnych. Wzrost ilosci
SPHK1 w pKC o fenotypie tuszczycowym moze skutkowac intensyfikacja przemiany sfingozyny w
S1P, co w konsekwencji prowadzi do nasilenia procesow zapalnych w skorze. W komorkach HaCaT
poziom enzymu SPHKI1 regulowany byl podobnie jak GBA, cho¢ te réznice byly mniej istotne
statystycznie.

W celu doktadnej charakterystyki szlakow molekularnych w tuszczycowym modelu in vitro
2D keratynocytow linii HaCaT i pKC, przeprowadzono analiz¢ mutipleksowa z uzyciem technologii
Luminex xXMAP®. Badanie obejmowato ocen¢ poziomu biatek zaangazowanych w szlak Akt/mTOR
oraz stopnia ich fosforylacji. Mechanizm aktywacji szlaku Akt/mTOR w tuszczycy nie jest w pelni
poznany, ale wiele badan sugeruje, ze rézne bodzce, takie jak czynniki wzrostu, cytokiny, stres
oksydacyjny, moga wplywaé na jego aktywacje w keratynocytach, co w rezultacie prowadzi do ich
przyspieszonej proliferacji i opornosci na apoptoze. W przypadku HaCaT statystycznie istotny wzrost
poziomu fosforylacji odnotowano w hodowlach o fenotypie tuszczycowym dla biatka GSK3p, co
wigze si¢ ze zmniejszeniem jego aktywnoSci w komodrkach o fenotypie tuszczycowym. Dla pKC,

zaobserwowano istotnie statystycznie zmniejszenie aktywnos$ci bialek Akt i IGF1R (poprzez obnizenie



fosforylacji) w hodowlach o fenotypie tuszczycowym. Obnizenie aktywnosci tych biatek moze miec¢
wplyw na procesy regulujace wzrost, roznicowanie i przezycie komorek. Istotnie statystycznie
zmniejszony poziom fosforylacji GSK3a (zwiekszona aktywnos$¢), p70S6K (zmniejszona aktywnos$¢),
PTEN (zwigkszona aktywnos$¢) i TSC2 (zwickszona aktywnos¢) obserwowano tylko w hodowlach
pKC o fenotypie tuszczycowym, co moze mie¢ wplyw na homeostaze komorek oraz ich interakcje z
otoczeniem. Zwickszona aktywnos¢ GSK3a moze wptywac na wiele aspektow biologicznych, takich
jak regulacja metabolizmu, proliferacja komoérek, réznicowanie, czy apoptoza, podczas gdy
zmniejszona aktywno§¢ p70S6K wigze si¢ z hamowaniem procesOw wzrostowych. Zwigkszona
aktywno$¢ PTEN reguluje cykl komoérkowy oraz indukuje apoptoze, natomiast zwigkszona aktywno$¢
TSC2 kontroluje proliferacje komorek, wzrost 1 rdéznicowanie. Kolejny etap prac stanowito
przeprowadzenie powyzszej multupleksowej analizy z uzyciem modelu in vitro 3D tkanki skornej,
gdzie w pierwszym kroku oceniono stopien fosforylacji biatek szlaku Akt/mTOR w tkance PP w
porownaniu z kontrolg NN. Zaobserwowano statystycznie istotne zwigkszenie aktywnosci (wzrost
fosforylacji) biatka IGFIR w PP w poroéwnaniu z NN. Biatko IGF1, syntetyzowane gtownie w
fibroblastach, jest kluczowym czynnikiem stymulujagcym procesy proliferacji keratynocytow. Z
drugiej jednak strony zaobserwowano spadek aktywnosci (a tym samym fosforylacji) IRS1
(stanowigcego substrat IGFIR) w PP vs. NN. Nastegpnie, zbadano aktywno$¢ szlaku Akt/mTOR po
zastosowaniu modulatoréw autofagii (CQ, RAP lub WORT) w obu tkankach NN i PP. Dla tkanki NN
traktowanej CQ, RAP Iub WORT w poréwnaniu z tkanka nietraktowang NN, wyniki aktywnosci
badanych bialek byty w wigkszo$ci niezmienione, z wyjatkiem wzrostu poziomow fosforylacji biatek
IGF1R, IRS1 i PTEN po zastosowaniu CQ. Efekt zastosowania modulatoréw wobec tkanki PP w
stosunku do nietraktowanej kontroli PP zaobserwowano tylko dla aktywnos$ci biatka IRSI1. Jego
aktywnos$¢ (poziom fosforylacji) byta podwyzszona dla tkanki PP po dodaniu CQ, RAP lub WORT w
poréwnaniu do nietraktowanej modulatorami PP.

W wyniku przeprowadzonych badan zaobserwowano wzrost biogenezy i zwickszenie ilo$ci
lizosomow zaré6wno w modelach in vitro 2D keratynocytéw, tkankach in vitro 3D tuszczycowych oraz
bioptatach skornych pobranych od pacjentow in situ. Warto zaznaczy¢, ze mimo zwigkszonej liczby
lizosomoéw, ich dziatanie moze ulec przesunieciu z procesow autofagii na procesy immunologiczne,
takie jak prezentacja antygenow, produkcja cytokin oraz czasteczek prozapalnych, takich jak S1P.
Taka zmiana aktywno$ci lizosoméw moze mie¢ znaczacy wplyw na patogeneze tuszczycy i
wskazywac na istotng rolg lizosoméw w rozwoju choroby.

Dodatkowym krokiem badawczym byta wigc ocena mozliwosci terapeutycznych genisteiny w
kontekscie tuszczycy, jako modulatora TFEB, regulujacego biogeneze i prawidtowy metabolizm
lizosomoéw. W celu okreslenia mechanizmu molekularnego dzialania genisteiny, keratynocyty linii
HaCaT i pKC hodowli in vitro aktywowane cytokinami IL-17, TNF-o lub ich kombinacja, IL-
17A/TNF-0 przez 24 godziny, poddano analizie cytometrycznej aktywnosci szlaku MAPK (ang.

Mitogen-Activated Protein Kinases), poprzez sprawdzenie stopnia fosforylacji ERK1/2 (ang.



Extracellular Signal-Regulated Kinases). Analiza statystyczna wykazata istotne roznice fosforylacji
ERK1/2 w komoérkach HaCaT poddanych stymulacji IL-17A. Co wigcej, zaobserwowano istotnie
nizszy poziom fosforylacji tego enzymu w hodowlach HaCaT, ktore zostaly wczesniej preinkubowane
przez godzine z genisteina, a nastepnie poddane aktywacji IL-17A. Kolejno, przeprowadzono analize
aktywnos$ci PI3K (ang. Phosphoinositide 3-Kinases) w keratynocytach linii HaCaT oraz pKC hodowli
in vitro, wczesniej poddanych dziataniu genisteiny przez godzing i stymulowanych IL-17A, TNF-a,
IL-17A/TNF-a. Wykazano znaczacy wzrost aktywnosci PI3K po aktywacji IL-17A oraz IL-17A/TNF-
a w pKC, przy czym odnotowano spadek poziomu fosforylacji PI3K w komérkach preinkubowanych
z dodatkiem genisteiny, co moze wskazywa¢ na potencjalne wlasciwos$ci przeciwzapalne badanego
izoflawonu. Dodatkowo, po jednogodzinnej preinkubacji z genisteing, zaobserwowano obnizenie
ekspresji genow CAMP, CCL20, DEFB4, S100A7 i S100A9, bioracych udziat w odpowiedzi zapalnej
w luszezycy, w komoérkach HaCaT i pKC, niezaleznie od rodzaju stymulacji (IL-17A, TNF-a lub IL-
17A/TNF-a), w poréwnaniu z grupa kontrolna.



