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1. CELKITUZESEK
1. A LUC7L3 (luc-7 like protein 3), PPIG (peptidyl-prolyl cis-trans

isomerase G) és SFRS18 (arginine/serine-rich 18) splicing faktorok
kifejez6désének vizsgalata pikkelysomorben és a human keratinocitak

proliferacios és differenciacios folyamatai soran.

2. A LUCTL3, PPIG és SFSR18 fibronektin mRNS érésben betdltott

funkciojanak elemzése

3. A splicing faktorok megvaltozott kifejezddésekor kialakulo egyéb
génexpresszids ¢és mRNS  érési  eltérések vizsgalata human

keratinocitakban.

2. BEVEZETES

Napjainkban viszonylag mar részletes ismeretek allnak rendelkezésre
a pikkelysomor kialakulasaval kapcsolatban, ugyanakkor a betegség
molekularis hatterét még mindig nem sikeriilt teljesen tisztazni.
Szamos kérdés meriil fel a kivalto mechanizmusokat ill. a patogenezis
kezdeti 1épéseit tekintve, kétségtelen viszont, hogy a keratinocitak T-
sejt szignalokra adott megvaltozott valaszkészsége kulcsfontossagli

szerepet jatszik a korkép kifejlédésében [1, 2, 3].

Az mRNS érés (splicing) idaig kevésbé vizsgalt teriiletnek szamitott a

pikkelysomor kutatasaban. A kevés tanulmany egyike Ting és



munkatarsaié, amely soran az EDA+ domént tartalmaz6 fibronektin
izoforma (EDA+ fibronektin) fokozott kifejez6dését igazoltik a
pikkelysomords tiinetmentes epidermiszben [4]. Kutatocsoportunk
sikeresen kimutatta, hogy a proliferald keratinocitak is képesek
eléallitani ezt a fibronektin izoformat [5]. Eredményeink alapjan az
EDA+ fibronektin kifejezddése csekély az egészséges hamsejtekben,
ugyanakkor a pikkelysomords tiinetmentes hamsejtek hatékonyan

termelik ezt az izoformat.

Nemrég elvégzett ¢cDNS microarray kisérletiinkben T-limfokin
indukalt génexpresszids valtozasokat tanulmanyoztunk [6]. A kisérlet
soran az egészséges ill. pikkelysomords tiinetmentes borbol
organotipikus kulturakat hoztunk létre, és a mintak felét GM-CSF,
IFN-y and IL-3 tartalmu limfokin keverékkel kezeltiik. Korabbi
eredményeink alapjan az IFN-y -GM-CSF és IL-3 jelenlétében-
elésegiti a tiinetmentes bOrbol szarmazd hamsejt prekurzorok
korai patogenezisben [7]. A tovabbiakban Osszehasonlitottuk az
egészséges ill. tlinetmentes bOrben bekovetkezd valtozasokat a
kezeletlen mintakhoz képest, €s azokat a géneket valogattuk ki tovabbi

vizsgalatainkhoz, amelyek eltérd kifejez6dés valtozast mutattak [6].

Mig a limfokin kezelésre szamos altalunk azonositott gén fokozott

kifejezodéssel reagalt az egészséges epidermiszben, a tiinetmentes



bbérben downregulaciot vagy véltozatlan expresszidt tapasztaltunk.
Emellett azt is igazoltuk, hogy bizonyos SR-gazdag splicing faktorok
megvaltozott valaszkészséget mutatnak a T-limfokin stimulusra az
egészséges és tlinetmentes mintakban, ezek kozott a LUC7L3 (luc-7
like protein 3) [8-12], PPIG (peptidyl-prolyl cis-trans isomerase G)
[13-15] és az SFRS18 (arginine/serine-rich 18) [15] regulatorokat

azonositottuk.

3. ANYAGOK ES MODSZEREK

Organotipikus kultarak

Az organotipikus kultarakat 4 egészséges ill. 4 kdzépsulyos plakkos
psoriasisban szenvedé beteg megfelezett shave biopsziaibol allitottuk
elé. Az igy nyert kulturak felét limfokin kezelésnek (1 ng/ml IFNy, 1
ng/ml GM-CSF és 0.3 ng/ml IL-3) vetettiik ala [6]. A tenyésztés soran
standard koriilményeket alkalmaztunk (37°, 5%-0s CO; atmoszféra).
Az epidermisz és dermisz elvélasztasa diszpaz oldattal tortént (4°,

overnight inkubacid) majd a mintakat TRIreagensbe helyeztiik.

Real-time RT-PCR
1 mikrogrammnyi total RNS-t az iScript TM cDNA Synthesis kit

segitségével irtunk at, majd Universal Probe Library-t, UPL



primereket és iQ Supermixet hasznaltunk. A relativ génexpressziot a
AACt mobdszerrel hataroztuk meg, 18S riboszomalis RNS

kifejez6déshez normalizalva eredményeinket.

Immunofluoreszcens festés

Az egészséges, pikkelysdmords tiilnetmentes ¢€s tiinetes borbiopszidkat
6-um-es darabokra metszettiik. Els6dleges ellenanyagok: anti-
LUC7L3 (1:300), anti-PPIG (1:300) és anti-SFRS18 (1:250).
Masodlagos ellenanyagok: Anti-mouse 1gG-Alexa Fluor 647 és anti-
rabbit Alexa Fluor 546 (1:500). Negativ kontroll: normal rabbit I1gG
vagy inkubacio az elsddleges ellenanyag nélkiil (a PPIG esetében).
Magi  jelolés:  2-(4-amidinophenyl)-1H-indole-6-carboxamidine
(DAPI). A mikroszkopos képek fluoreszcens intenzitasat az Imagel

software-rel hataroztuk meg.

HPV-KER sejttenyésztés
A HPV-KER sejteket 75 cm?-es flaskakban, standard koriilmények

kozott tenyésztettilk, 1%-0s antibiotikus és antifungalis oldattal és
1%-0s L-glutamin adalékkal kiegészitett szérummentes médiumban.
A HPV-KER sejtek kotakt inhibicio és novekedési faktor megvonasa

révén keriiltek szinkronizalasra.



Western blot-analizis

A fehérjék azonos mennyiségét 10%-0s SDS-PAGE gélen
szeparaltuk, majd nitrocelluléz membranra vittiik fel. Elsédleges
ellenanyagok: anti-LUC7L3 (1:300), anti-PPIG (1:300), anti-SFRS18
(1:300). Masodlagos ellenanyagok: anti-egér ¢és anti-nyal 1gG
alkalikus foszfataz. Jelmegjelenités: Sigma Fast TM BCIP/NBT.

Loading kontroll: a-aktin-specifikus ellenanyag.

Génspecifikus csendesités

A HPV-KER  immortalizalt  keratinocitakat  tranziensen
transzfektaltuk scrambled és génspecifikus SiIRNS-ekkel, ~70%-o0s
konfluenciaig. A legmegfelelébb hatékonysagot olyan szérummentes
tenyésztd médiumban értiik el, mely antibiotikumot és mas adalékot

nem tartalmazott.

Fibronektin polimeraz lancreakcio

A human fibronektin specifikus primerek ill. a PCR reakcio
koriilményei korabbi cikkiinkben leirtaknak megfeleléek voltak [6]. A
kiértékeléshez a Bio-Rad Gel Doc XR denzitométerét hasznaltuk.

Flow-citometria
Az LUCT7L3/SFRS18 siRNS csendesitett keratinocitdk tripszin-

kezelés utan fixalasra keriiltek, majd PBS-ben lettek reszuszpendalva.



A felhasznalt primer antitestek: anti-EDA*-fibronectin (1:500) és anti-
fibronectin (1:1000). Masodlagos antitest: anti-egér 1gG-Alexa Fluor
647 (1:500). A méréshez FACSCalibur flow cytométert alkalmaztunk.

CDNS-szekvenalas
A cDNS-szekvenalas Illumina HiScan SQ késziiléken tortént. A

2x100bp-os szekvenalasi konyvtarak az Illumina-kompatibilis
ScriptSeq RNA-Seq Library Preparation Kit-tel késziiltek,
kondicionként kett6s technikai replikacioval. (2 kontroll és 2 SiRNA-
csendesitett HPV-KER mintan).

Statisztikai kiértékelés és bioinformatika

A PCR, denzitometrias és flow-citométeres mérések eredményeinek
kiértékelése GraphPad Prism 5.0 szoftverrel tortént. A prediktiv
interakcios halozatok a STRING adatbazis alapjan késziiltek. A nyers
szekvenalasi adatok mindségi és adapter-kontaminacids szlirése
FASTQC-ben tortént. A térképezéshez a STAR illesztéprogramot
hasznaltuk, a t6bbszorosen térképezddd readek kizarasra kertiltek az
analizisb6él. A potencialis fizios transzkriptek keresése a TopHat2
fusion-search algoritmusaval tortént, a transzkript-szint(i predikcid és
annotaci6 pedig Cufflinks-ben. A kapott eredmények feldolgozasa ezt
kovetéen a DESeq és DEXSeq programcsomagokkal folytatodott,
amelyekben a differencialis expresszi6 ¢és a differencialis

exonhasznalat keriilt felmérésre. A feliilreprezentalt molekularis



funcidk a Gene Ontology adatbazisabol keriiltek felmérésre, az adatok

vizualizacidja az R és Cytoscape programokban tortént.

4. EREDMENYEK

Az SR-gazdag splicing faktor gének a pikkelysomoros

tilnetmentes borben csokkent valaszkészséget mutatnak T-

limfokin kezelés hatasara

c¢DNS microarray eredményeinket a LUC7L3 ¢és PPIG esetében is
sikeresen validaltuk Real-time RT-PCR segitségével: mig az
egészséges mintakban a limfokin kezelés hatasara upregulacio volt
megfigyelhetd, a tiinetmentesekben valtozatlan allapot vagy éppen a
kifejez6dés csokkenése mutatkozott. Az SFRS18 esetében ugyan nem
sikeriilt validalni az eredményt, de a LUC7L3-hoz és PPIG-hez
hasonlé funkcidja miatt tovabbi vizsgalata mellett dontottiink.

A kezeletlen mintadkban alapszinten megjelend mRNS szinteket is
Osszehasonlitottuk a ¢cDNS microarray kisérletiink egészséges ¢€s
tinetmentes mintaiban, amely soran a LUC7L3 és SFRS18
expressziojat kissé fokozottnak talaltuk a tiinetmentes bérben az

egészséges borhoz képest.



A LUC7L3, PPIG és az SFRS18 eltéro Kkifejezodést mutat az

egészséges, pikkelysomoros tiinetmentes és tiinetes mintakban

A LUC7L3 splicing regulator szignifikansan magasabb szinten
expresszalodott a pikkelysomoros tiinetmentes epidermiszben, ezzel
szemben az SFRS18 csak minimalis upregulaciot mutatott. A PPIG-
nek a két masik splicing regulatorral szemben a pikkelysomords
tinetmentes bdérben csokkent a kifejez6dése. Ugyanakkor a
legmagasabb szinten mindharom splicing faktor a pikkelysomoros

tiinetes borben fejezddott ki.

A LUC7L3, PPIG és SFRS18 hasonld expressziés mintazata

szinkronizalt, immortalizalt keratinocitakban

Az mRNS és protein expresszidos mintdzatot egyarant elemeztiik

szinkronizalt, immortalizalt sejtekben. A hamsejtek proliferacidja és

nagyon hasonlé mintazatot mutatott. Mivel a vizsgalt splicing
faktorokat kodolo gének kiilonb6z6 kromoszomakon helyezkednek el,
genetikai kapcsoltsag nem magyarazhatja a tapasztaltakat, ellenben a

harom gén koz0s upstream szabalyozokkal rendelkezhet.

A LUC7L3, PPIG és SFRS18 splicing regulatorok csendesitése

megvaltoztatja az EDA+/total fibronektin hanyadost

Mivel kutatocsoportunk korabbi eredményei mar utaltak arra, hogy

bizonyos fibronektin splicing abnormalitdsoknak fontos szerepe lehet
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a pikkelysomor patogenezisében, célul tiiztiik ki, hogy a LUC7L3,
PPIG és SFRS18 splicing regulatorok fibronektin mRNS érésre
gyakorolt hatasat megvizsgaljuk.

Mas differencidlatlan sejtekhez viszonyitva, a HPV-KER-ek szintén
magasabb aranyban fejezik ki az EDA+ fibronektint az EDA-
varidnshoz képest. A LUC7L3 siRNA transzfekcidja csokkentette az
EDA+ izoforma relativ aranyat, de kisebb mértékii valtozas a PPIG és
SFRS18 esetében is obszervalhatd volt.

A STRING adatbazis segitségével végzett bioinformatikai predikcid
a LUC7L3 ¢és SFRS18 kolcsonhatasat vetette fel. Ezt alatdmasztva a
az EDA+/total fibronektin hanyados legerételjesebb csokkenését a
LUC7L3/SFRS18 kett6s csendesitése eredményezte.

Az EDA+ és 0Osszfibronektin arany alakulasat flow cytometria
segitségével is megvizsgaltuk, a LUC7L3 ¢és SFRS18 kettos
csendesitése szignifikdnsan csokkentette az EDA+ izoforma
mennyiségét, mig az Osszfibronektin szintje valtozatlan maradt- az

eredmények a splicing mechanizmus érintettségére utalnak.

Immortalizalt Keratinocitak globalis transzkriptom analizise

Tovabbi kisérleteinkben az SR-gazdag splicing regulatorok altal
befolyasolt egyéb bioldgiai utvonalak felderitését tliztiik ki célul.
Vizsgalatainkhoz a LUCT7L3/SFRS18 egyiittes csendesitését
valasztottuk. Mivel a kisérleti Osszeallitas hatékony modszertani

hatteret igényel, RNS-szekvenalast alkalmaztunk, amely a kiilonb6z6
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splicing variansok és nem-kodold transzkriptek azonositasara is
alkalmas. A csendesitési hatékonysag 70-80% -ot ért el és kivalo

(RIN: 10) RNS mindséget igazoltunk.

A LUC7L3 és SFRS18 kombinalt csendesitését kovetoen

differencialis expresszio és exonhasznalat Kkeriilt leirasra RNS-

szekvenalas segitségével.

A Hg19 human referenciagenomon keriiltek térképezésre a leolvasott
cDNS fragmensek, majd de novo transzkript rekonstrukciot kovetéen
az egyes exonok pontos meghatarozasa és a mintankénti transzkript
modellek Osszegzése kovetkezett. Annak érdekében, hogy a splicing
faktorok csendesitésének hatésait pontosan felmérjiik, a génszintii
differencidlis expresszid, valamint a differencidlis exonhasznalat
kiilon is kiértékelésre keriilt. Annak érdekében, hogy elkeriiljik a
differencidlis izoforma-expresszid becslésére hasznalt modszerekre
(pl. Cufflinks algoritmus) jellemzd hibakat, jelen mintdkon a
differencialis exonhasznalat kiértékelését valasztottuk a DEXSeq

programmal.

Differencialis génexpresszio
A LUCT7L3 és az SFRS18 kombinalt csendesitése mérsékelt, de

szignifikans valtozast eredményezett a génexpresszioban, azonban
jelentdsebb eltéréseket idézett eld az exonhasznalatban. 35 protein-

kodold gén differencialis expressziojat azonositottuk (logFC > 0.5,
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FDR < 0.05), koztik az IFI6, MX1, ISG15 és KRT6A mRNS-ek
mutattak a legerételjesebb  kiilonbséget. A  differencialisan
expressszalodo gének funkcionalis analizise soran azt talaltuk hogy a
LUC7L3 ¢és SFRS18 szabalyozott gének jelentds része az I-es tipust
interferon szignalizaciohoz kapcsolodik, emellett a citokin stimulusra
adott valasz és a virdlis genom replikacio voltak a Gene Ontology
meghatarozas legfontosabb eredményei.

A legerbteljesebb valtozast mutatd, ismert pikkelysomor-asszocialt
IFI6 gén [16, 17] Real-Time RT-PCR validacidja legalabb 4-szeres
upregulaciét mutatott ki harom bioldgiai replikatumban, mely jol

korrelal az RNA-Seq eredményeinkkel.

Differencialis exonhasznalat

A de novo transzkript-rekonstrukciot kovetden a differencialis
exonhasznalat keriilt kiértékelésre, mely 224 exonban mutatott
szignifikans eltérést (logFC >0.5, FDR <0.1), melyek 217 génhez
tartoztak. Megfigyelhet6 ez egy génen beliili tobb, differencialisan
expresszalt exon jelenléte, amely a  splicing-regulacio
finomhangolasanak megvaltozasara is utalhat. Szamos nem-kodolo
RNS is mutatott differencialis exonhasznalatot, koztiik a NEATI és a
[18].

Részben ezzel is magyarazhato, hogy ellentétben a differencialisan

expresszalt  génekbdl alkotott halézattal, a  differencialis
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exonhasznalatot mutaté gének halézata kevésbé Kkiterjedt
kapcsolatokat mutat a gének molekularis funkcidiban, mint a
koexpresszio szintjén.

A differencialis exonhasznalatot mutatd génekbdl alkotott
funkcionalis halozat 172 gént tartalmaz, amelyeket a halézat nodusai
reprezentalnak. Ezek atlagos 0Osszekotottségi foka 13.4, amely a
halézat magas konnektivitasra utal. A nddusokat 6sszekotd élek nagy
része koexpresszios kapcsolatot reprezental, ezt kovetik a fizikai-
majd genetikai interakciot reprezentald élek. Osszességében a
halozatot felépité gének kozotti koordinalt transzkripcids és poszt-

transzkripcids szabalyzasra kovetkeztethetiink.

Vizsgalataink soran a korabbi eredményeknek megfelelden igazoltuk
az EDA-domén csendesités hatasara bekdvetkezd —csokkent
beépiilését, valamint a transzkripcioban résztvevd CREBL
megvaltozott  splicingjat. Az  ubikivitinacidos  folyamatokban
kozremiikodé HERC6 and CUL1 [19, 20] esetében is kimutattuk a

differencialis exonhasznalatot.

5. KOVETKEZTETESEK
Az elmult években a szélesskalaji génexpresszids technikak
elterjedésének koszonhetéen jelentdésen boviiltek ismereteink a

pikkelysomor patogenezisét tekintve. A korabbi ¢cDNS microarray



14

tanulmanyok, majd az ujgeneracids szekvenalason alapulé6 RNA-Seq
is jelentds attorést hozott, ennek ellenére tovabbra is szamos
megvalaszolatlan kérdés maradt, kiilondsen a kezdeti 1épésekkel

kapcsolatban.

A kisérleteink el6zményeként szolgaldé microarray-tanulmanyunkban
azonositott harom splicing regulator - luc-7 like protein 3 (LUC7L3),
peptidyl-prolyl cis-trans isomerase G (PPIG) és arginine/serine-rich
18 (SFRS18) — eredményeink alapjan fontos szerepet jatszik a
keratinocitak T-limfokin stimulusra adott koros valaszaért. Tovabbi
vizsgalatainkban igazoltuk, hogy a splicing regulatorok kifejez6dése
hatarozott az éretlen hamsejtekben ¢és a pikkelysomoros
epidermiszben, ami a pikkelysomor patogenezisében nyujtott sokrétii
funkciojukat jelzi. Ezenkiviil, LUC7L3, PPIG és SFRS18 feltehetden

koz6s upstream szabalyozé elemekkel rendelkezik.

Szintén bizonyitast nyert az SR-gazdag splicing faktorok fibronektin
mRNS érésben nyujtott szerepe, valamennyien elésegitik a psoriasis
asszocialt EDA domén beépiilését. Ebben a folyamatban a LUC7L3 és
SFRS18  szinergesztikus  funkcidjat  tartuk  fel. RNA-Seq
kisérletiinkben a LUC7L3/SFRS18 kombinalt csendesitésekor szamos
jol ismert pikkelysomorhoz kapcsolodd utvonal érintettségét leirtuk,
koziilik az IFN szignalizacio, antiviralis immunitas, sejtciklus
szabalyozas és az ubikvitinacid emelendé ki. A LUC7L3 és az SFRS18

felelés lehet a pro- és antiapoptotikus események kozti egyenstlyért,
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példaja a TINCR hosszi nem-kodold RNS érésében igazolt szerepiik),
és kiilonb6z6 feed-back mechanizmusok részei lehetnek, eldsegitve a
betegségre jellemzé molekularis eltérések fennmaradasat. Az
eredmények kiilon jelentéségét adja, hogy az interferon-asszocialt
abnormalitasok pikkelysomorben még mindig nem tisztazddtak
teljesen, pedig a TNF-a és az I1L17/1L23/IL22 tengely citokinjei
mellett szerepiik kétségtelen. A LUC7L3, PPIG és SFRS18 fontos
tényez6i lehetnek a kezdeti fazisnak, ugyanakkor a korkép

fennmaradasaban is jelentds részt vallalhatnak.
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A bemutatott munka az OTKA K105985, OTKA K111885 és TAMOP-
4.2.2.A-11/1/KONV-2012-0035, GINOP-2.3.2-15-2016-00015

forrasabdl keriilt megvalositasra.
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