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1. Bevezetés

1.1 A Kkeratinocitak immunolégiai funkciéi

A bor biztositja a fizikai és biokémiai hatarfeliiletet testiink és a kiilvilag kozott, ekdzben
biztositja az érzékelést, segiti a homeosztazis fenntartasat, egyes vitaminok és hormonok

termelddését. Anatomiailag a bor harom rétegre oszthatd: ham, irha és boralja.

A hamszdévet nem csak fiziko-kémiai hatarfeliiletként szolgal, de elsédleges immunologiai
védelmi vonalként is szerepet jatszik a patogénekkel szembeni védekezésben. E feladat
ellatasaban a a bérben és hamszovetben folyamatosan jelen 1év6 professzionalis immunsejtek
mellett a Kkeratinocitdak IS aktivan részt vesznek. A Kkeratinocitdk, mint a velesziiletett
immunrendszer sejtjei kiillonbozé mintazatfelismeré receptorokat (PRR-ek) fejeznek ki,
melyek kiilonb6z6 patogén és veszEély asszocialt molekularis mintazatokat (PAMP-ok és
DAMP-ok) ismernek fel. A sejteken talalhato PRR-ek teszik lehetévé a gyors elsddleges
immunvalaszt. A Kkeratinocitak kiilonb6zé Toll-szerli receptorokat (TLR), RIG-szerii
receptorokat és NOD-szer(i receptorokat fejeznek ki, melyek a mikrobialis mintazatok széles

skalajat ismerik fel.

A szabad RNS és DNS fragmentumok PAMP-ként aktivaljak a sejtek, igy a keratinocitak
immunvalaszat, ¢s altalaban viralis vagy bakterialis eredetiiek. Ugyanakkor az elhald sejtek
genetikai anyaganak nem megfeleld lebontdsa révén felhalmozodhatnak a sajat sejtekbol
szarmazd nukleinsav fragmentumok, melyek DAMP-ként aktivaljdk az immunrendszert, és
hozzajarulnak a kronikus betegségek, igy a pikkelysomor kialakulasdhoz és a gyulladasos

tinetek fenntartasahoz.

A nukleinsavak altal indukalt immunreakcidk vizsgalatara foként a szintetikus RNS-analog
poly(I:C) és DNS-analog poly(dA:dT) kezelést alkalmaznak, melyek indukaljak az 1. tipust
interferon (IFN) és kiilonb6z6é gyulladasos citkinek expresszidjat a keratinocitdkban is. A
poly(I:C) elsésorban a TLR3 receptort aktivalja, de ettdl fliggetleniil a RIG-I receptort is
aktivalhatja. A poly(dA:dT) érzékelése részben atfed a poly(I1:C) érzékelésével, mivel az RNS
polimeraz III &ltali RNS-sé torténd transzkripcidja utdn a RIG-I receptort aktivalja, mig ettdl

fiiggetleniil a ciklikus GMP-AMP szintaz is receptoraként szolgal.

A keratinocitakban a gyulladasos citokinek kifejezodése alacsony, és a transzkripcios szinten
szabalyozodik. Az aktivalt PRR-ek az NF«kB, a mitogén aktivalt protein kinaz (MAPK) és a
STAT jelatviteli utvonalakat inditjak be, melyek a transzkripcios faktorok aktivéalasa révén

indukaljak a citokinek kifejez0dését.



1.2 A pikkelysomoros keratinocitak tulajdonsagai

A pikkelysomor egy kronikus gyulladasos borbetegség, melynek kialakulasaban fontos
szerepet jatszik a keratinocitdk és a professziondlis immunsejtek nem megfeleléen
szabalyozott egylittmiikodése. A betegség az eurdpai populacido 2-3 %-at érinti. A betegség
komplex eredetli, kdrnyezeti hatasok és a multigénes genetikai hattér egylittesen vezet a
tiinetek megjelenésé¢hez: jol koriilhatarolt, a borfelszinbdl kiemelkedd, hamlo gyulladt foltok

megjelenéséhez.

A betegség egyik kivalto faktoraként a sajat eredetli nukleinsav darabok megjelenését tartjak
szamon. Pikkelysomoros borben mind az RNS és DNS receptorok, mind az ezeket aktivald
RNS, DNS és RNS:DNS duplex molekulak mennyisége megndvekedett az egészséges borhoz
képest. A plakk kialakitasa soran az LL-37 antimikrobialis peptid a szabad nukleinsavakhoz
kotddik, és eldsegiti azok felvételét a keratinocitdkba és a borben jelenlévd denritikus sejtekbe
(pDC), ahol a nukleotidok gyulladasos folyamatokat inditanak el. Az aktivalt pDC-k a kozeli
nyirokcsomokba vandorolnak, ahol aktivaljak a naiv T-sejteket. Az aktivalt Ty és Tz Sejtek
a borbe visszatérve tdmogatjak a keratinocitdkban lejatszodd gyulladésos folyamatokat és

eldsegitik thlzott osztodasukat, mely a tiineteket okozza.

A pikkelysomords tiinetmentes borteriiletek keratinocitai olyan molekularis eltéréseket
hordoznak, melyek hozzajarulnak a fokozott gyulladasos- és proliferativ tulajdonsagok
kialakuldsdhoz. Munkacsoportunk korabban egy differencial-display kisérlet és egy cDNS
microarray kisérlet soran hasonlitotta Gssze az egészséges ¢és a pikkelysdomoros tiinetmentes
hamszovet génkifejez0dését. Ezek a kisérletek megmutattak az extracellularis matrix
eltéréseit, azonositottak egy hosszu nem kodoldé RNS-t, felvetették pikkelysomorben a
megvaltozott mRNS érési folyamatok jelent6ségét, illetve kimutattak a gyulladasos
folyamatokban szerepet jatszo interleukin (IL)-1B, IL-23 valamint az inflammoszéma
szabalyozasaban részt vevd caspase recruitment domain (CARD) 18 megvaltozott

kifejezédését.
1.3 A PRINS hosszu nem kodolo RNS

A humén genom projekt eredménye ravilagitott, hogy a fehérje-kddolod gének mindossze a
teljes genetikai allomany 2%-at alkotjak, habar a genom tobbi része is aktivan atirodik RNS-
sé. Ezek koziil a 200 nukleotidnal hosszabb, fehérjét nem kodoldé RNS molekulakat hosszu
nem-kodolé RNS-nek (IncRNS) nevezziik, melyek szama (>70 000) az emberi genomban

messze meghaladja a fehérje kodold gének szamat (<20 000). Eltéré méretiik és funkciojuk



megneheziti a vizsgalatukat, igy jelenleg a prediktalt INCRNS-ek csupan 0,1%-arél

rendelkeziink funkcionélis adattal.

Kutatécsoportunk elséként azonositott egy IncRNS-t, mely a pikkelysomords tiinetmentes
hamszovetben magasabb szintli kifejezOdést mutatott, mint az egészséges, vagy
pikkelys6moros tlinetes hamban, és a PRINS psoriasis susceptibility related non-coding RNA
induced by stress nevet kapta. Az els6 kisérletek megmutattak, hogy a PRINS kifejezddése a
keratinocitakban kilonboz6 stressz faktorok hatasara novekedett, és a PRINS csendesitése
befolyasolta a HaCaT sejtvonal életképességét a cellularis stressz soran, ezek alapjan

feltételezhetd volt a sejtek stresszre adott valaszaban betoltott szerepe.

Bioinformatikai adatbazisok segitségével meghataroztuk a PRINS gén genomikai
tulajdonsagait. A gén a 10. kromoszoéma rovid karjan talalhato (Chr. 10p12.31), két exonbol
all, melyeket egy kb. 7 000 bazis hosszisagu intron valaszt el. A teljes PRINS gén a
KIAA1217 (mas néven SKT) gén egy intronjaban lokalizalodik, mely az embridgenezis Korai
fazisaban jatszik szerepet. A transzkripcio feltételezett kezddpontja a PRINS gén 57 végétol
kb. 6 000 bazis tavolsagra talalhatd, melyet a transzkripcios faktor kotohelyek és az aktiv
transzkripciot jelz6 hisztonmodositasok jelolnek. A PRINS gén szekvenciajan harom Alu
transzpozicios elem talalhat6, mely gyakori a IncRNS-ek esetén, de ritka a fehérje kddold
génekben. A PRINS gén evolucidsan valoszintileg a féemlésokben alakult ki, mivel ortologjai

csak foemldsok genomjaban talalhatdak meg.

Korabbi funkcionalis vizsgalataink soran egy cDNS microarray ¢és egy in vitro
fehérjekotodési vizsgalatot végeztink. A cDNS microarray azonositotta az interferon-a
indukalhat6 protein 6 (IF16, mas néven G1P3) molekulat, aminek kifejezddése csokkent a
HeLa sejtekben a PRINS csendesités hatasara. A fehérjekotodési kisérletben a nukleofozmin
(NPM) fehérje keriilt azonositasra, amely képes kotddni a PRINS INCRNS-hez. A kotodés
funkcionalitasat igazolta, hogy a PRINS csendesitése megakadalyozta a NPM fehérje

crcr

Korabbi eredményeink tehat arra utalnak, hogy az evolicios szempontbdl fiatal PRINS
IncRNS szerepet jatszhat a sejtek stressz-faktorokra adott valaszaban, és a pikkelysomorben

megvaltozott expresszidja szerepet jatszhat a betegségben.

A legujabb kutatasi eredmények kimutattak, hogy a mikrobialis komponensek csokkentik a
PRINS kifejez6dését makrofagokban és egészséges ham eredetli keratinocitdkban is (NHEK).
Ezen tilmenden a PRINS IncRNS és a CCL-5 (més néven RANTES) kemokin mRNS-ének



kotodését is felvetették, bar magadt az interakcid funkcidjat nem vizsgaltak. Emellett
kimutattdk a PRINS szerepét a tumor nekrozis faktor (TNF)-a gyulladasos citokin altal
kivaltott apoptdzis kivédésében. Ezek az adatok Osszességében felvetik a PRINS szerepét a

gyulladasos folyamatokban.



2. Célkitizések

Munkank soran célul tiiztik ki a nukleinsav fragmentumok altal kivaltott keratinocita
immunfolyamatok karakterizalasat kiilonb6zo, pre- €s poszttranszkripcionalis szabalyozasi

folyamatok vizsgalataval. Ennek soran céljaink a kovetkezdek voltak:

e A nukleotid fragmentumok 4altal indukalt citokin kifejezédés karakterizalasa
kiilonboz6 keratinocita sejttipusokban.

e A nukleotid fragmentumok altal a keratinocitdkban indukalt jelatviteli folyamatok és
azok funkcionalitasanak vizsgdlata a citokinek kifejez6désében.

e A DNS fragmentumok hatdsdnak vizsgalata a PRINS nem kodolo RNS
kifejezddésére a keratinocitakban.

e A PRINS nem kodoldé RNS szerepének vizsgalata a DNS fragmentumok altal okozott

citokinexpresszi6 szabalyozasaban.



3. Anyagok és mdédszerek

A kisérletekhez egészséges human ham eredetli keratinocitdkat (NHEK), a HaCaT
sejtvonalat és a HPV-KER sejtvonalat hasznaltuk.

A sejteket X-tremeGene9 reagens segitségével transzfektaltuk 0,666 pg/ml DNS
analog polydeoxyadenylic acid-polydeoxythymidylic-sav dupla-szala
homopolimerrel [poly(dA:dT)] vagy 0,666 ug/ml RNS analég polyinosinic—
polycytidylic-savval [poly(I:C)]. Egyes kisérletekben 5 ng/ml tumor nekrozis faktor
(TNF)-a és 5 ng/ml interferon (IFN)- y el6kezelést alkalmaztunk 24 6ran keresztiil.

A jelatviteli utvonalak vizsgalatahoz a sejteket a poly(I:C)/poly(dA:dT) transzfekcio
elott egy oran keresztiil kezeltiik a specifikus gatloszerekkel: NFkB (Bayl1-7085,
10 uM), STAT-1 (Fludarabine, 10 uM), STAT-3 (Stattic, 5 uM), MEK1 (PD98059),
JNK (SP600125, 10uM) and p38 (SB203580, 10 uM).

A TRIzol® reagensben felvett minték teljes RNS tartalmat izolaltunk, majd DNaz
kezeltiik a Turbo DNA-free Kit segitségével, ezutan 1 pg RNS-t atirtunk cDNS-s¢ a
iScript cDNA Synthesis Kit felhasznalasaval.

Valoés idejli RT-PCR kisérleteket az Univerzalis Proba Konyvtar (UPL) segitségével
végeztik egy C1000 Touch Thermal Cycler késziiléken, a relativ mRNS expressziot
a AACt modszer alkalmazasaval szamoltuk.

NF«B luciferdz riporter esszét végeztiink az NFkB aktivitds mérésére poly(1:C) és
poly(dA:dT) kezelés soran.

A western blot kisérletekhez a HPV-KER sejtekbdl a poly(I:C)/poly(dA:dT) kezelés
utan fehérjét izolaltunk, a lizd&tumbdl egyforma mennyiségeket futtatunk meg SDS-
PAGE-en, majd a fehérjéket nitrocelluloz membranra blottoltuk. A membrant
blokkolas utan az elsédleges antitestekkel egy éjszakan kersztiil 4°C-on, majd 60
percig HRP-konjugalt masodlagos antitestekkel inkubaltuk. A kemilumineszcens
jelet SuperSignal™ West Pico Chemiluminescent Substrate felhasznalasaval egy C-
Digit Blot Scanner miiszeren mértiik.

A PRINS overexpresszios vektort az AK022045 cDNS szekvencia pcDNA3.1(+)
vektorba klénozasaval hoztuk 1étre. A APRINS vektorhoz az AK022045 cDNS 538-
622 poziciok kozotti szakaszat az aldbbi kevert szekvenciara cseréltiik: 5°-
GTGCGTGGCGGAGACGTGGTGGTAGACCGAATTGAGGAGGATCCGAAGG
TTAGACGTAGGCGATCGCCGCTTCGGACGCGGTCGC-3’. Az NHEK sejtek



transzfekcidjat az X-tremegeneHP reagenssel végeztiik, transzfekcids kontrollként az
iires pcDNA3.1(+) vektort hasznaltuk.

A PRINS (AK022045) és az egyes MRNS-ek [IL-lo (M28983.1), IL-1B
(NM_000576.2), IL-6 (NM_000600.4), IL-8 (NM_000584.3)] kozotti interakcio
bioinformatikai vizsgalatat az Rlsearch és az INTARNA programokkal végeztiik. A
mindkét program altal megjelolt kotohelyeket tekintettiik potencialis kotohelyeknek.
In vitro transzkripcioval allitottuk el6 a PRINS és APRINS RNS molekulakat,
melyeket a fluoreszcens kotddési vizsgalatban hasznéltunk.

A fluoreszcensen jelolt IL-6 szekvencia részletet az Integrated DNA Technologies
gyartotta, mely az IL-6 (NM_000600.4) szekvencia 91-205 pozicidi kozotti szakasz:
5’6-carboxyfluorescein(6-FAM)/GAAGCUCUAUCUCCCCUCCAGGAGCCCAGC
UAUGAACUCCUUCUCCACAAGCGCCUUCGGUCCAGUUGCcUucucccy
GGGGCUGCUCCUGGUGUUGCCUGCUGCcUUCCccUGCe-3-.

Az in vitro kotddésvizsgalatot egy Monolith NT.115 Pico MicroScale
Thermophoresis késziiléken a 2bind Kft. (Németorszag, Regensburg) végezte, a
kotodési gorbét a kezdeti fluoreszcencia intenzitas felhasznédldsaval, 1:1 aranyu
kotédési modellt alkalmazva allapitottuk meg.

Az egyes citokinek (IL-1a, IL-1B, IL-6, IL-8, CCL-5 és TNF-0) mennyiségét a sejtek
feliiluszojaban ELISA technikéval mértiik.

A vizsgalatokat harom parhuzamos kisérlettel és legalabb harom biologiai
replikdtumban végeziik el. A statisztikai eltérés variancianalizissel (ANOVA) és egy-
oldalu, parositott t-probaval hataroztuk meg az R szoftvert (Ver. 3.2.2.) illetve a
Sigma Plot szoftvert (Ver. 13.0) hasznalva, a szignifikancia értékét p<0,05

allapitottuk meg.
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4. Eredmények

41 A citoszolikus  nukleinsav  darabok  beinditjAk a  Kkeratinocitak
citokinkifejezodését, valamint aktivaljak az NFxkB, MAP Kkinaz és STAT

jelatviteli utvonalakat

Harom keratinocita sejttipusban (NHEK, HaCaT ¢és HPV-KER) 06sszehasonlitottuk a
duplaszali RNS ¢és DNS molekuldk altal beinditott citokinkifejezddést. A poly(I:C) kezelés
hatdsara mindharom sejttipusban jelentésen megnovekedett az I1L-6 ¢s TNF-a kifejezddése,
mig a poly(dA:dT) kezelés utan kisebb mértekli és eltérd kinetikdji citokin MRNS
kifejezodést mértiink: mig a poly(I:C) kezelés 3-6 oraval, a poly(dA:dT) kezelés 6-12 déraval a
kezelés utdn okozta a legnagyobb mértékli citokin kifejezddést. A HaCaT sejtek valasza a
poly(I:C) kezelés soran szignifikansan eltért a masik két sejttipus valaszatol, mig poly(dA:dT)

kezelés soran kozel azonos mintazatot tapasztaltunk a 3 sejttipusban.

A jelatviteli utvonalak aktivalodasat a HPV-KER sejtekben vizsgaltuk. Az NFkB utvonal
aktivalodasa hasonld mintdzatot mutatott a citokinek kifejez6déséhez: mig az aktivacid
cstucspontja poly(I:C) kezelés utan 6 oraval jelentkezett, addig poly(dA:dT) kezelés hatasara
csak 24 ora elteltével tapasztaltunk NF«B aktivalodast. Ehhez hasonléan az ERK1/2, STAT-1
és STAT-3 aktivacid is gyorsabb volt a poly(l:C) kezelés hatasara, mint a poly(dA:dT)

kezelés sordn, mig a p38 ¢s JNK utvonalak aktivacidja nem volt megfigyelhetd.

4.2 A poly(I:C) és poly(dA:dT) az NFkB, p38 és STAT utvonalakon keresztiil

befolyasolja a keratinocitak citokinkifejezodését

Az elézéekben meghatarozott Gitvonalak szerepét specifikus inhibitorokkal torténd kezelést
kovetéen, HPV-KER sejtekben vizsgaltuk. Az NFxB utvonal gatlasa szinte teljesen
megsziintette mind a poly(I:C), mind a poly(dA:dT) indukalt IL-6 és TNF-a kifejezddést.
Habar a p38 utvonal aktivacidjat nem mutattuk ki, gatlasa szignifikansan csokkentette az IL-6
¢és TNF-a kifejez6dését mindkét nukleinsav kezelés soran. A JNK gatlasa nem befolyasolta a
citokinexpressziot, mig az ERK1/2 utvonalat aktivalo MEK1/2 gatlasa megndvekedett 1L-6
kifejezddést okozott, ami ennek a jelatviteli utvonalnak a potencialis negativ visszacsatolasi
szerepére utal. A STAT-3 ttvonal gatladsa mind a poly(I:C), mind a poly(dA:dT) indukalt IL-6
¢s TNF-o expressziot csokkentette, mig a STAT-1 utvonal gatlasa csupan az IL-6

kifejezédésre volt hatassal.
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Eredményeink alapjan tehat az 1L-6 kifejezOdésre a vizsgalt Gtvonalak legtobbjének hatdsa

volt, mig a TNF-a kifejezddését csak a NFxB, a p38 és a STAT3 utvonal szabalyozza.

4.3 A PRINS overexpresszioja befolyasolja a keratinocitak IL-6 és IL-8 kifejezédését

Mig a poly(dA:dT) kezelés szignifikdnsan csokkentette a PRINS kifejezédését NHEK
sejtekben, addig mas sejttipusokban, illetve a poly(I:C) kezelés hatasara szignifikans valtozast
nem tapasztaltunk, igy a tovabbiakban poly(dA:dT) kezelt NHEK sejteken vizsgaltuk a
PRINS nem kodold RNS szerepét a gyulladasos folyamatokban.

Plazmid vektor alapu tulexpresszaltatassal megndveltiik az NHEK sejtekben a PRINS
szintjét, majd megvizsgaltuk a citokinek kifejezodését. Mivel a poly(dA:dT) kezelés soran
nem minden donorban tapasztaltunk megfeleld0 mértékii citokinkifejezodést, ezért olyan
kezelést allitottunk be, mely nagyobb mértékli gyulladasos reakciot okozhat: 24 6ras TNF-a
¢és IFN-y eldkezelést alkalmaztunk, ami nagyobb mértékii citokinkifejezddést okozott, mint a
poly(dA:dT) kezelés onmagaban. A PRINS kifejez6dés hasonlé mértékben csokkent, a

kombinalt- és a csak poly(dA:dT)-vel valo kezelés soran.

A tovabbiakban a kombinalt elékezelés és poly(dA:dT) kezelés soran megnoveltitk a PRINS
kifejezddését plazmid vektor alapi transzfekcioval, majd megmértiik a citokinek
expressziojat. Eredményeink szerint az IL-6 és az IL-8 kifejezOdése és szekrécidja
szignifikansan csokkent a PRINS overexpresszid hatasara, mig az IL-la, IL-1B és TNF-a
kifejez6désben nem tapasztaltunk valtozast. Ezek az eredmények arra utaltak, hogy a PRINS

részt vehet egyes citokinek kifejezddésének szabalyozasaban.

4.4 A bioinformatikai vizsgalatok kimutattak egy potencialis interakciéos kotéhely

jelenlétét a PRINS IncRNS és az IL-6 MRNS-e kozott

Egy korabbi publikacioban feltételezték a CCL-5 kemokin és a PRINS mRNS-INncCRNS
szinti kapcsolodasat, de ennek funkcionalitdsit nem vizsgaltdk. Ebbdl kiindulva
megvizsgaltuk a CCL-5 mRNS kifejezddését és fehérje szekrécigjat a PRINS
tulexpresszaltatasa soran. CCL-5 kifejezddése és szekrécioja, hasonloan az IL-6 és IL-8

crer

hogy a PRINS hasonlé modon befolyéasolhatja az IL-6, IL-8 és a CCL-5 kifejezddést.

Az Rlsearch és az INTARNA programok segitségével vizsgaltuk meg, hogy van-e
feltételezhetd interakcios hely a PRINS (AK022045) IncRNS és az 1L-6 (NM_000600.4),
IL-8 (NM_000584.3) és CCL-5 (NM_002985.2) mRNS-e kozott. A programok egy-egy,



12

egymastol mintegy 200 nukleotidnyi tavolsagra talalhatd kotdhelyet talaltak a CCL-5 és az
IL-6 mRNS-e valamint a PRINS IncRNS k&zott, mig az IL-8 mRNS és a PRINS kozott nem
talalt interakcios szakaszt. Frdekes modon a PRINS kotéhelye a CCL5S mRNS 3 nem

crer

4.5 A PRINS IncRNS szekvenciaspecifikusan kotédik az IL-6 MRNS-éhez

A feltételezett kotéhelyeket egy in vitro kotodési esszé segitségével vizsgaltuk, melyben a
teljes PRINS nem kodoldé RNS és az IL-6 mRNS ehhez kotddd, fluoreszcensen jelolt
szakaszat hasznaltuk fel. Negativ kontrollként a APRINS szekvencia szolgalt, melyben az
IL-6 kotodésért felelds régio szekvenciajat kevert szekvenciara cseréltiik. Mig a PRINS RNS
erds affinitassal (Kd=10,3436 nM) kotodott az 1L-6 fluoreszcensen jelolt mRNS szakaszahoz,
addig a APRINS RNS esetén specifikus kotédést nem tapasztaltunk. Ezek az in vitro

eredmények igazoltak az in silico azonositott kotéhelyeket.

4.6 A PRINS szekvenciaspecifikus kotodésen keresztiill szabalyozza az IL-6
kifejezodését

Az in silico és in vitro modszerekkel azonositott kotéhelyek sejten beliili funkcidjat olyan
kisérletekkel igazoltuk, melyekben tulexpresszaltattuk a PRINS illetve a APRINS RNS-t,
szignifikansan csokkent a PRINS overexpresszid hatasara, ezzel szemben a ronott
szekvenciaju kotOhelyet tartalmazd APRINS talexpresszaltatisa nem befolyasolta. IL-6
szekrécio esetében hasonld tendenciat tapasztaltunk. Ugyanakkor a CCL-5 kifejezédését,
melynek kotéhelye valtozatlan a PRINS és a APRINS molekulékban is, mind a PRINS mind a
APRINS tulexpresszaltatasa szignifikansan csokkentette. Ezek az eredmények arra utalnak,
hogy a PRINS IncRNS a rajta talalhato szekvenciaspecifikus kotéhelyek révén szabalyozza
mas mRNS-ek kifejezddését.
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5. Diszkusszio

Az RNS ¢és DNS darabok PAMP- és DAMP-ként képesek indukalni a velesziiletett
immunrendszert. A nukleinsav-indukalt A professzionalis immunsejtekben lejatszodo
reakciokrol részletes ismeretekkel rendelkeziink, azonban a nem professzionalis
immunsejtekrél kevés adat all rendelkezésre. Célunk volt a keratinocitdkban, mint nem
professzionalis immunsejtekben, a nukleinsav fragmentumok hatasara lejatsz6do folyamatok
karakterizalasa. Vizsgalatainkhoz a duplaszadla RNS analdg poly(I:C) és a DNS analdg
poly(dA:dT) kezelést alkalmaztunk, és megvizsgaltuk a transzkripciot befolyasolo jelatviteli

utvonalakat és az IncRNS-ek altali poszttranszkripcionalis szabalyozast is.

Kutatocsoportunk korabbi munkaibol ismert, hogy a HaCaT keratinocita sejtvonal
gyulladasos valasza eltér a NHEK sejtekétol, mig a HPV-KER sejtvonal (melyet
munkacsoportunk hozott 1étre és karakterizalt) gyulladasos folyamatai hasonléak az NHEK
sejtekéhez. Ezt a korabbi megfigyelésiinket jelen eredményeink is igazoltak, hiszen a HaCaT
sejtek poly(I:C) valasza eltérd volt a HPV-KER ¢és NHEK sejtekétol. Emellett a HaCaT
sejtekrdl ismert, hogy fokozott NFkB aktiviciojuk miatt nem alkalmasak a gyulladdsos

jelatviteli folyamatok vizsgalatara, igy kisérleteinkben a HPV-KER sejtvonalat alkalmaztuk.

Korabban kiilonbozd sejttipusokban leirtdk az NFkB, a MAPK és a STAT jelatviteli
utvonalak szerepét a nukleinsavak altal kivaltott immunvélaszban, de ezek a folyamatok
keratinocitakban kevésbé vizsgaltak. Eredményeink szerint a keratinocitdkban a poly(I:C)
hatéséara ezek a jelatviteli utvonalak gyorsabban aktivalodnak, mint a poly(dA:dT) hatasara,
amivel parhuzamosan megfigyelhetd a citokinek kifejezddésének eltolodasa is. Ezt az eltérést
feltételezhetden az okozza, hogy mig a poly(I:C) kozvetleniil aktivalja a TLR3 receptort,
addig a poly(dA:dT)-t els6sorban az RNS polimeraz III altali transzkripciot kovetden érzékeli
a RIG-I receptor. A keratinocitakban a poly(I:C) és a poly(dA:dT) a citokinek kifejez8dését
az NF«xB, p38, STAT-1 és a STAT-3 utvonalakon keresztiil indukélja.

Egérmodellekben €s monocitdkban az ERK1/2 és a JNK tutvonalak gatlasa egyértelmiien
gyulladdscsokkentd hatasuak. Ezzel szemben a kisérleteinkben az ERK1/2 utvonal gétldsa
novelte az IL-6 gyulladasos citokin kifejez0dését a keratinocitakban. Ezek az eredmények
parhuzamba allithatoak azzal a korabbi megfigyeléssel, hogy az ERK1/2 ttvonal terapias
gétlasa a betegek nagy részében gyulladasos bortiinetekhez vezet. Osszességében ez arra utal,

hogy az ERK1/2 utvonal a gyulladésos folyamatok negativ visszacsatolasdban vesz részt.
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Az elmult évek nagyskalaju génexpresszios vizsgélatai soran az azonositott human nem-
kodold RNS-ek szdma ugréasszeriien emelkedett, de sejten beliili funkcidjuk kevésbé ismert.
Munkank soran célunk volt egy nem kddolé RNS, a PRINS molekula szerepének vizsgalata a

keratinocitak gyulladdsos folyamataiban.

A PRINS nem-kodolé RNS talexpresszaltatasa csokkentette az IL-6, IL-8 és CCL-5
kifejezodését NHEK sejtekben. Bioinformatikai analizis segitségével kimutattuk, hogy az
IL-6 és a CCL-5 mRNS-e szekvenciaspecifikusan a PRINS nem kodolé RNS bizonyos
régioihoz képes kapcsolodni. A kotdhely az IL-6 mRNS szekvenciajan két exont kot 0ssze,
ami MRNS-IncRNS szintli kapcsolodasra utal. Az elvégzett in vitro kotodési esszé egy nagy
affinitast (Kd=10,3436 nM) kotédést igazolt az IL-6 mRNS ¢és a PRINS INCRNS koz6tt, mig
a roncsolt kotdhellyel rendelkezd APRINS IncRNS esetén kotddést nem tapasztaltunk.
Erdekes médon, az IL-6 MRNS-en a kotéhely az 5° nem transzlalodd régioban talalhato,
ellentétben mas mRNS-ek IncRNS kotéhelyeivel. Sejtszinten a PRINS IncCRNS 1L-6 kotohely
szekvenciajanak modositasat kovetbenmar nem tapasztalhatdo az IL-6 kifejez6désének
csOkkenése, mig az eltérd kotdhellyel rendelkezd CCL-5 kifejezddését egyforman
csokkentette a PRINS és APRINS IncRNS tulexpresszaltatasa is. Ezek az eredmények
megmutattak, hogy a PRINS kotédhet az IL-6 MRNS-éhez, és a szekvenciaspecifikus
interakcid révén képes destabilizdlni a citokin kifejez6dését. Eredményeink alapjan
feltételezziik, hogy a pikkelysomords tiinetmentes hamban tapasztalt magasabb PRINS
kifejez6dés e mechanizmus altal hozzéjarulhat a gyulladésos folyamatok szabalyozaséhoz, és

a tlinetmentes fenotipus fenntartasahoz.

Az elmult évtizedek pikkelysomorrel kapcsolatos kutatasai soran bizonyitast nyert a
jelatviteli folyamatok megvaltozasa, melyek végiil specifikus terapidk kifejlesztéséhez is
vezettek. Ugyanakkor teljes mélységiikben még ma sem ismerjiik ezeket a folyamatokat. A
jelen tanulmanyban bemutatott vizsgalatokat egy nem-professziondlis immunsejt-tipuson,
keratinocitakon végeztiikk, de hasonld6 mechanizmusok professziondlis immunsejtekben is
fontosak lehetnek. Eredményeink novelik tudasunkat a nukleinsav fragmentumok altal
kivaltott pre- és poszttranszkripcids folyamatokrol keratinocitakban, emellett a PRINS hosszl

nem kodold RNS funkciondlis vizsgélata révén altalaban a nem kodold RNS-ekrdl is.
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6. Osszefoglalas

Tanulményunkban a duplaszala RNS és DNS molekulak altal a keratinocitdkban beinditott

immunfolyamatokat jellemeztiik a pre- és poszttranszkripcios szabalyozasi mechanizmusok

vizsgélataval.

Harom keratinocita sejttipusban (NHEK sejtek, HaCaT és HPV-KER sejtvonalak)
Osszehasonlitottuk a duplaszala RNS és DNS altal kivaltott citokin kifejezodés
mennyiségét ¢s idobeli kinetikdjat. Eredményeink szerint mind a duplaszali RNS
analog poly(I:C), mind a DNS anal6g poly(dA:dT) beinditja a sejtek IL-6 és TNF-a
kifejez0dését, azonban a kifejez6dés Kinetikaja és az indukcié mértéke jelentds
kiilonbségeket mutatott.

Eredményeink szerint a poly(I:C) éa a poly(dA:dT) azonos jelatviteli utvonalakat
indukal, bar eltérd kinetikaval. A poly(I:C) és poly(dA:dT) transzfekcio aktivalta az
NF-«xB ¢és STAT utvonalakat, amelyek, a p38 utvonallal egyiitt sziikségesek a
citokinek kifejez6déséhez. Emellett kimutattuk, hogy az ERK1/2 jelatviteli utvonal a
nukleinsav fragmentumok 4ltal beinditott IL-6 kifejez6dés negativ szabalyozdja a
keratinocitakban, amely valoszintileg sejttipus specifikus funkcio.

Megallapitottuk, hogy a poly(dA:dT) kezelés szignifikdnsan csokkenti az NHEK
sejtek PRINS kifejez6dését, azonban a poly(I:C) nem befolyasolja a sejtek PRINS
expressziojat.

Megmutattuk a PRINS nem kd&doldé RNS potencidlis gyulladadsgatld hatasat a
poly(dA:dT) indukalt keratinocita immunfolyamatokban. A PRINS nem kdodolé RNS
szekvenciaspecifikusan kapcsolédhat az IL-6, valamint a CCL-5 mRNS-¢hez, ami
hozzajarulhat az mRNS-ek lebontasahoz, igy szerepe lehet a poszttranszkripcios
negativ szabalyozéasban. Eredményeink alapjan feltételezziik, hogy a pikkelysomoros
tiinetmentes hamban tapasztalt magasabb PRINS kifejez6dés e mechanizmus 4ltal
hozzajarulhat a gyulladdsos folyamatok szabalyozéaséhoz, és a tlinetmentes fenotipus

fenntartasahoz.
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