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1. Bevezetés

1.1. A szabad nukleinsavak altal indukalt immunvalaszok pikkelysomorben

A bér a legnagyobb kiterjedésti szerviink, amely a velesziiletett immunrendszer aktiv
résztvevojeként az elsé védelmi vonalat biztositja a kornyezeti, kémiai, fizikai sériilések és fert6zések
ellen. A bor felso rétege az epidermisz. Legfontosabb funkcioja, hogy védofeliiletet képezzen, amely
elvalasztja az egyént a kiils6 kornyezettol. Fizikai traumat vagy fertézést kovetden a keratinocitakbol
LL-37 szabadul fel, amely megkoti a sériilt hamsejtekbdl felszabadul6 DNS- és RNS-
fragmentumokat. A citoszolikus nukleinsav fragmentumok, amelyeket a sejtek patogén- és veszély-
asszocialt molekularis mintazatként ismernek fel (PAMP és DAMP), nagy mennyiségben fordulnak
eld a pikkelysomords bdrben, €s jelenlétiik a professziondlis immunsejtek kronikus aktivaldsdhoz
vezet. Az LL-37 és a sajat sejtekbOdl szarmazo nukleinsavak komplexet formalnak, amely
megtalalhatd a pikkelysomords 1€ziés borben. Ez a komplex aktivalja a TLR7/9-et hordozé
plazmacitoid dendritikus sejteket, amelyek normalis esetben nem fordulnak el6 az egészséges boérben.
A plazmacitoid dendritikus sejtek gyulladaskelt6 citokineket (IL-1B, IL-6 és TNF) és interferonokat
(IFN) szabaditanak fel, melyeken keresztiil aktivaljak a keratinocitakat és a myeloid dendritikus
sejteket, ezaltal fontos szerepet jatszanak a betegség kialakulasaban. A myeloid dermalis dendritikus
sejtek szama a pikkelysomords borben megnovekszik, €s az €rett sejtek a bor alatti nyirokcsomokba
vandorolnak, hogy ott antigént prezentaljanak a naiv T-sejteknek. A T-sejtek a betegség kiindulasi
fazisdban is kritikus szerepet jatszanak, mivel az aktivalt dermalis dendritikus sejtekkel vald
kolcsonhatasuk kozponti esemény a plakkok- és az ebbdl kovetkezd 1L-23/IL-17 gyulladasos
kornyezet kialakulasdban. Ebben a kornyezetben a dendritikus sejtekbdl és makrofagokbol szarmazo
IL-23 eldsegiti a segitd T-sejtek-17 (Th17) és a citotoxikus sejtek effektor funkcioit. Ez a folyamat
az epidermisz megvastagodasat és gyulladt plakkok kialakulasat eredményezi.

A pikkelysomords borben észlelt magasabb nukleinsav szint csokkent dezoxiribonukleaz-aktivitas
¢és zavart ribonukleaz-aktivitas eredménye. A mitokondrialis szabalyozas sériilésébdl szarmazod
megnovekedett szérum mitokondrialis DNS-szintek is DAMP-ként mitkodhetnek. A pikkelysomords
bérben talalhato neutrofil granulocitakat és a neutrofil extracellularis halokat (NET-eket) az LL37
koti meg. Ezek gyulladasos reakciokat aktivalnak, amelyek a pikkelysomor kronikus gyulladasahoz
hozz4jarulo ongerjesztd ciklust okozhatnak. A Thl és Th17 sejtek altal termelt interferon-y (IFN-y)
szintén hozz4jarulhat a nukleinsavak felismeréséhez, az 1L-23 expresszié médositasahoz, valamint a

nukleinsav indukalt gyulladasos valaszok elinditasahoz keratinocitakban.



1.2. Az IL-23 szerepe pikkelysomorben

Szamos kozelmultbeli publikacio utal arra, hogy a Th17/interleukin-23 tengely elésegiti a kronikus
gyulladast, igy dominans szerepet jatszik a pikkelysomor kialakuldsaban. Az IL-23 felelds a Th17
sejtek kialakulasaért, ami a pikkelysomor patogenezisében részt vevo IL-17 és 1L-22 citokinek
termeléséhez vezet. A keratinocitdk és az aktivalt antigénprezentald sejtek (Langerhans-sejtek,
makrofagok és dendritikus sejtek) is IL-23-at termelnek, amely expresszidjanak fokozodasa a
pikkelysomords 1€zios borben a Th17 sejtek szaméanak novekedéséhez vezet.

Az 1L-23 egy két alegységbdl allo citokin, a p19 alegység I1L-23 specifikus, mig a p40 alegység
kozos az 1L-12-vel. Az 1L-23 két alegységének és receptoranak megnovekedett szintjét talaltak a
pikkelysomords betegek bdrében, ami arra utal, hogy az IL-23 szerepet jatszik a betegség
patogenezisében. A kozos p40 alegység elleni monoklonalis antitest, az usztekinumab igen hatékony

crer

tildrakizumab és risankizumab) is igéretes hatast mutatnak a tlinetek javitasara.

1.3. A PRINS hosszi nem-kodoléo RNS

A 2000-es évek elején kutatocsoportunkban egy differencial display kisérlet soran azonositottuk a
PRINS hosszt nem kodoldé RNS-t, (psoriasis susceptibility related non-coding RNA induced by
stress). A PRINS magasabb szinten fejezddik ki a pikkelysomords betegek tiinetmentes borében, mint
a 1ézids vagy az egészséges epidermiszben, ami arra utal, hogy hozzajarulhat a pikkelysomorre valo
hajlamhoz. A sejtek kiilonb6z6 stresszorai, mint példaul az ultraibolya-B (UV-B) sugarzas, ¢hezés,
transzlacios gatlas és hipoxia mind befolyasoljak a PRINS expressziojat. A PRINS csendesitése
stressznek kitett HaCaT sejtekben csokkentette a sejtek életképességét. Ezek az eredmények azt
sugalljak, hogy a PRINS véd6 szerepet tolt be a sejtek stresszvalaszai soran.

Jelenlegi ismereteink alapjan feltételezziik, hogy a PRINS evolucidsan fiatal, féemlds specifikus
hosszi nem kodolé RNS, amely eltéréen expresszalodik pikkelysomorben, szerepet jatszik a
keratinocitak stresszre adott valaszaban és ezaltal a betegség patogenezisében. A PRINS kozvetleniil
kotédik az IL-6 és a CCL-5 (RANTES) mRNS-éhez specifikus kotohelyeken, ami
destabilizalodasukhoz és felhalmozodasuk csokkenéséhez vezet. Mindezen adatok egyiittesen arra

utalnak, hogy a PRINS-nek szabalyozo szerepe van a gyulladasos folyamatokban.



2. Célkitiizések

Kutatécsoportunk egyik f6 témdja a nukleinsavak altal indukalt velesziiletett immunvalasz
részleteinek tisztdzasa keratinocitdkban. Ennek a projektnek a keretében egy 84, pikkelysomorben
szerepet jatszo gént tartalmazo qPCR array segitségével azonositottuk azokat a géneket, amelyek a
nukleinsav-analogokkal valo kezelés hatasara megvaltozott expressziot mutatnak. Az egyik
legnagyobb transzkripcios valtozast mutaté gén az IL-23 citokin volt. Ezért a kdvetkezd célokat
tlztiik ki:

e a szabad nukleinsav indukalt jelatviteli Utvonalak ¢és mintazatfelismerd receptorok
elemzésével feltarni az 1L-23 expresszio szabdlyozdsanak részleteit, és megvizsgélni, hogy
ezek hogyan jarulnak hozza az IL-23 expresszidjdhoz human keratinocitdkban.

e megvizsgalni, hogy a PRINS hosszii nem kodolo RNS-nek van-e szabalyozd szerepe a

nukleinsav indukalt I1L-23 termelésben human keratinocitakban.



Anyagok és modszerek

HPV-KER sejteket ¢és normal human epidermalis keratinocitakat transzfektaltunk 1 pg/ml
poly-deoxiadenilsav és poly-deoxitimidilsav duplaszala homopolimerrel (poly(dA:dT)), 0,666
ug/ml polyinozin-polycitidilsav (poly(1:C))-vel vagy 1 ug PRINS overexpresszids plazmid DNS-
sel, X-tremeGene 9 transzfekciods reagens jelenlétében.

A patogénfelismerd receptorok SIRNS-medialt géncsendesitéséhez a TLR3, RIG-1, IFIH-1, cGAS
SiIRNS-eket vagy a target nélkiili konstrukciokat 40 nM végs6 koncentracioban hasznaltuk az X-
tremeGene siRNS transzfekcios reagenssel torténd transzfekciohoz.

A gatlasi kisérletekhez a sejteket a poly(dA:dT)/poly(1:C) transzfekcio el6tt 1 oraval az NF-xB (10
uM), STAT-1, STAT-3, INK, MEK-1 ¢és p38 specifikus inhibitorokkal inkubaltuk.

A transzfekciot kovetden adott iddpontokban a sejteket TRIzol® reagensben szedtiik fel, majd a
sejtek teljes RNS tartalmat izolaltunk és a Turbo DNA-free Kit segitségével DNaz-kezeltiik. A
CDNS-szintézis soran 1 pg RNS-t reverz transzkripcidval atirtunk az EvoScript Universal cDNS
master mix segitségével.

A valos idejii RT-PCR kisérleteket az Universal Probe Library vagy a TagMan génexpresszios
rendszerrel és C1000 Touch Thermal Cyclerrel végeztiikk. A relativ mRNS-expressziot a AACt
modszerrel szamoltuk ki.

Az INTARNA program segitségével elemeztiik a PRINS (AK022045) és az IL-23 mRNS kozotti
szekvencia-komplementaritast. Az 1L-23 cDNS in silico azonositott kotohely szekvenciajat
megszintetizaltattuk és beépitettiik a pmirGLO vektorba (pmirGLO-IL23BS konstrukcid). A
HEK293 sejteket 0,5 pg pmirGLO-IL23BS vagy iires pmirGLO plazmiddal és PRINS vektorral
kotranszfektaltuk. Minden transzfekcids kisérletben 0,025 pg Renilla-luciferdzt expresszalod
pGLA4.75 hRluc/CMV plazmidot hasznaltunk kontrollként. A sejteket 24 ora elteltével felvettiik és
lizéltuk. A luciferaz aktivitast a Firefly & Renilla Dual Luciferase Assay Kit és a SYNERGY/HTX
Multi-Mode reader segitségével mértiik. A pmirGLO plazmidokbol szarmazoé luciferaz aktivitast
a Renilla-luciferaz aktivitasra normalizaltuk.

A kisérleteket duplikatumban, legalabb harom biologiai ismétléssel végeztiik. A statisztikai
elemzésekre egyoldall parositott t-probat alkalmaztunk. A szignifikancia értékét p<0,05
allapitottuk meg. Az IL-23 mRNS-indukci6 és a PRINS overexpresszio altal kozvetitett 1L-23

MRNS-csokkenés kozotti korrelacio elemzésére Pearson-féle korrelacidszamitast hasznaltunk.



4. Eredmények
4.1. A pikkelysomorrel kapcsolatos génexpresszios mintazatot a szabad nukleinsav-

analégok modulaljak

A szintetikus nukleinsav-analogokkal (poly(I:C) és poly(dA:dT)) vald kezelés hatasasara

megvaltozott expresszidval reagald gének azonositasara 84, a pikkelysdomdrben szerepet jatszo-gént
tartalmazé qPCR array-t végeztiink. A vizsgalt gének koziil 14 gént nem fejeztek ki a sejtek, mig 15
tovabbi gén, tobbségében antimikrobidlis peptidek expresszidja nem valtozott sem poly(I:C), sem
poly(dA:dT) kezelés hatasara. Mindkét kezelés utdan megndvekedett expressziot tapasztaltunk 37 gén
esetén, melyek kozott citokinek, kemokinek és mintazatfelismerd receptorok talalhatoak, mig tovabbi
7 gén esetén csak a poly(I:C) kezelés okozott megnovekedett expressziot.
Megfigyeltiik, hogy més gyulladéasos citokinekhez, példdul az IL-6-hoz és a TNF-a-hoz hasonlo
moddon az IL-23 expresszidja mind a poly(dA:dT), mind a poly(I:C) kezelés hatdsara megndtt. Mivel
az IL-23-r6l ismert, hogy fontos szerepet jatszik a pikkelysomor patogenezisében, tovabbi
kisérleteket terveztiink a szabad nukleinsavak altal indukalt IL-23 transzkripcié molekularis
mechanizmusanak vizsgalatdra human keratinocitdkban.

A gPCR array-ben négy egészséges donorbdl szarmazé mRNS-mintat hasznaltunk, és az elsd
validacios kisérleteket ugyanazokon a mintakon végeztiik el. Ezek az eredmények megerdsitették,
hogy a poly(l:C) az IL-23 mRNS jelentds novekedését, mig a poly(dA:dT) az expresszidé emelkedd
tendencidjat idézte el6. Az array validalasanak kiterjesztésére tovabbi fiiggetlen donorokat (n=6)
vontunk be, és mindkét kezelést kovetden szignifikdnsan magasabb IL-23 expressziot figyeltiink
meg, azonban a poly(l:C) kezelés ebben a kisérletben is hatasosabb volt.

4.2. A poly(I:C) és a poly(dA:dT) kiilonb6zé kinetikaval indukalja az IL-23 mRNS

expressziojat

Mivel korabbi munkank soran kiilonbségeket észleltiink a poly(l:C)- és a poly(dA:dT) altal
indukalt gyulladdsos valaszok lefolyasaban, tisztdzni akartuk, hogy az IL-23 transzkripcid
indukciojaban is tapasztalhato-e ilyen eltérés. A nukleinsav kezelést kovetden kiilonbozo
idépontokban mértiik az IL-23 mRNS szintjét, és az eXpresszio csticsat a poly(I1:C) transzfekcid utan
24 oraval figyeltiik meg, mig a poly(dA:dT) kezelést kovetden lassan emelkedd tendenciat észleltiink,
¢s a szint alacsonyabb volt, mint a poly(I:C) kezelést kovetéen. Eredményeink tovabbi megerdsitése
érdekében HPV-KER sejteket is bevontunk kisérleteinkbe. A HPV-KER sejtekben az NHEK
sejtekhez hasonloan a poly(I:C) kezelés utan az IL-23 mMRNS expresszio csticsa a 24.6raval a kezelés

utan kovetkezett be, mig a poly(dA:dT) esetében fokozatosan emelkedd tendenciat figyeltiink meg.



4.3. A pikkelysomor-specifikus ingerek 1L-23 mRNS expressziot indukalnak

A pikkelysomor-specifikus citokinek ¢és a nukleinsavak IL-23 mRNS-expressziora gyakorolt
hatasanak Osszehasonlitasara a keratinocitakat IL-17A, IL-12, TNF-a és IL-23 citokinekkel, valamint
szintetikus nukleinsav-analogokkal (IMQ, poly(dA:dT) és a poly(l:C)) kezeltiik. A legmagasabb IL-
23 mRNS expressziot a poly(I:C) indukalta, mig a poly(dA:dT) és a TNF-a kezelés kisebb mértéki
emelkedést valtott ki. A tobbi vizsgalt citokin és az IMQ nem befolyasoltdk az IL-23 mMRNS
expressziojat.

Ezek az eredmények arra utalnak, hogy a szabad citoszolikus nukleinsavakat modellez6 szintetikus
nukleinsavak, kiilonosen a poly(l:C), fontos szerepet jatszanak a pikkelysomor gyulladasos
folyamataiban azaltal, hogy megemelik az IL-23 szintet a human keratinocitakban.

4.4. A nukleinsav indukalt IL-23 mRNS expressziot elsésorban a TLR3 kozvetiti NHEK

sejtekben

A pikkelysomorben nagy mennyiségben vannak jelen a sériilt sajat sejtekbdl felszabaduld
nukleinsavak. Az RNS- és DNS-fragmentumokat tobbféle PRR ismeri fel, amelyek a
keratinocitdkban és a professzionalis immunsejtekben fejezddnek ki, és ott gyulladdsos folyamatokat
inditanak el. Célunk azon receptorok azonositisa volt, amelyek fontos szerepet tdltenek be a
nukleinsavak altal indukalt IL-23 mRNS expresszidjanak kozvetitésében keratinocitadkban. A TLR3,
a RIG-I, az IFIH1(MDA-5) mRNS szintjének csokkentése érdekében SIRNS-medialt csendesitést
végeztiink. JPCR eredményeink azt mutattdk, hogy a poly(I:C) indukalt IL-23 mRNS expressziot
elsésorban a TLR3 kozvetiti NHEK sejtekben. Egyik receptor csendesitése sem befolyasolta a
poly(dA:dT) IL-23 transzkripcidra gyakorolt hatasat. Ugyanezeket a kisérleteket megismételtiik
HPV-KER sejtekkel is, ahol a TLR3 mellett mas receptorok, mint példaul a RIG-1, IFIH1, cGAS is
szabalyozzak a poly(I:C) és a poly(dA:dT) altal indukalt IL-23 expressziot.

4.5. A szabad nukleinsavak altal indukalt IL-23 mRNS expressziéjanak szabalyozasa tobb

jelatvivo utvonalon at torténik

Vizsgalatainkban hat olyan tutvonalat vizsgéaltunk, amelyekrdl kordbban kimutattak, hogy
nukleinsavak hatasat kozvetitik. Ezen utvonalak egy-egy f6 komponensének aktivitasat specifikus
inhibitorok alkalmazasaval csokkentettiik: Bay 11-7085 az NF-kB (nuklearis faktor-xB), a PD95089
a MEK1/2 (mitogén-aktivalt protein-kinaz), az SB203580 a p38, az SP600125 a JNK (c-Jun N-
terminalis kinaz), a fludarabin a STAT-1 és a Stattic a STAT-3 esetében. A keratinocitakat a poly(l:C)
vagy poly(dA:dT) transzfekcio el6tt egy oran keresztiil elGinkubaltuk az inhibitorokkal.
Eredményeink azt mutattak, hogy a poly(l:C)-indukalt IL-23 mRNS-expressziot a INK, ERK1/2, NF-
kB és STAT3 utvonalak kdzvetitik a TLR3 receptoron keresztiil. Ezen Gtvonalak egyikének gatlasa
sem volt azonban hatassal a poly(dA:dT)-indukalt IL-23 expressziora. Tovabba azt is megfigyeltiik,



hogy az NHEK sejtekhez hasonléan a HPV-KER sejtekben is az ERK1/2 ¢és NF- kB tutvonalak
jatszanak fontos szerepet a poly(I:C) altal indukalt IL-23 mRNS expresszid szabalyozasaban.

4.6. A PRINS hosszii nem-kodol6o RNS hatasa nagy donoronkénti Kiilonbséget mutat a

nukleinsav-analégok altal indukalt IL-23 mRNS expressziojaban human keratinocitakban

A PRINS altal kozvetitett szabalyozas ujabb célpontjainak azonositasiara egy qPCR array
vizsgalatot végeztiink. Ehhez a szintetikus nukleinsav-analogokkal valo kezelés mellett a PRINS-t
overexpresszald konstrukciot tranziens modon transzfektaltuk NHEK sejtekbe. A qPCR-array-ben a
megvaltozott expressziot mutatd gének kozott gyulladdsos gének, koztiik citokinek, kemokinek,
receptorok és effektor molekuldk magasabb kifejezddését figyeltiik meg. Korabbi kisérleteinkben
kimutattuk, hogy a PRINS kotédik az IL-6 és a CCL-5 mMRNS-éhez, ami degradacidjukhoz vezet.
Ezek az mRNS-ek a qPCR-array-ben is csokkent kifejez6dést mutattak, ami még inkabb megerdsiti
eredményeinket. Erdekesnek tiint, hogy egy masik, a pikkelysomorben szintén szerepet jatszo citokin,
az IL-23 mRNS-e is csokkent expressziot mutatott az array-ben. Ezt az eredményt sikeriilt
megerdsiteniink az array-ben szereplé donorokbol szarmazo6 mintakon.

A PRINS IL-23 mRNS szabalyozasaban betoltott szerepének tovabbi alatdmasztasa érdekében
megvizsgaltuk a PRINS csendesitésének vagy overexpresszidjanak hatasat a nukleinsav indukalt
IL-23 mRNS expressziora tovabbi donorokbol szdrmazd mintakon. Ezek a kisérletek megerdsitették,
hogy a PRINS overexpresszidja jelentésen csokkentette az IL-23 mRNS expressziojat poly(dA:dT)
kezelés utan, mig poly(I:C) kezelés utan kisebb mértékii csokkenés volt megfigyelhetd. A PRINS
expresszigjanak csendesitéssel torténd csokkentése ellenkezd eldjelli eredményt adott. Méréseink
azonban sok esetben nem mutattak statisztikai szignifikanciat, mivel a fliggetlen donorokbol
szdrmazo6 mintak kozott nagy interindividualis kiilonbségeket figyelhetiink meg.

Mivel kordbban az IL-6 és a CCL-5 bioinformatikai elemzése sordn azonositani tudtunk egy
MRNS-IncRNS kotéhelyet, analizaltuk, hogy az 1L-23 mRNS-ben is talalhato-e PRINS-interakcios
hely. Bioinformatikai médszerrel sikertilt egy feltételezett kotéhelyet azonositanunk az IL-23 mMRNS-
en. Mivel az IL-23 egy rendkiviil polimorf gén, feltételeztiik, hogy a donorok nukleinsav kezelésre
adott valaszaban megfigyelt nagy interindividualis kiilonbségek egyik f6 oka az IL-23 feltételezett
kotohelyén 1évé egynukleotidos variansok (SNP-k) jelenléte lehet, amelyek befolyasolhatjak a
PRINS-kotodését. Ismert, hogy az 1L-23 gén SNP-i kapcsolatba hozhatok a pikkelysomorre valo
hajlammal. Az IL-23 gén feltételezett kotdhelyén 13 SNP-t talaltunk az NCBI adatbazisaban. Minden
donorbdl megszekvenaltattuk az I1L-23 gén feltételezett kotohelyét, és Osszehasonlitottuk a
szekvenciakat, de a Sszekvencia-variansok jelenléte vagy hidanya nem hozhat6 Osszefliggésbe a
PRINS-overexpressziora adott IL-23-valasszal. A PRINS ¢és az in silico azonositott IL-23 mMRNS

kotohely kozotti kolesonhatas megerdsitésére in vitro kotési kisérletet végeztiink, melyhez egy
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luciferaz alapt vektor felhasznalasaval, amely a luciferaz gén 3' végén klonozo helyeket hordoz. Ebbe
a vektorba illesztettiik be az IL-23 mRNS feltételezett PRINS kolcsonhato szekvenciajat (pmirGLO-
IL23BS). Kotopartner hianyaban a transzfektalt sejtek luciferaz aktivitast mutatnak. Ha a PRINS és
az IL-23 mRNS-szekvencia kozott kolesonhatas alakulna ki, a luciferaz mRNS destabilizalddna, és a
luciferaz aktivitds nem lenne mérhet6. A sejtek pmirGLO-1L23BS- és PRINS-expresszalo
plazmidokkal torténd egyiittes transzfekcioja soradn alig tapasztaltunk kiilonbséget a luciferaz-
aktivitasban a kotddési hely jelenlétében, illetve hianyaban, ami arra utal, hogy az IL-23 mRNS és a
PRINS kozott nincs fizikai kdlesonhatés ezen a szekvencian keresztiil.

Megfigyeltilk azonban, hogy a PRINS overexpresszio altal okozott 1L-23 mRNS csokkenés
azokban a donor mintakban a legkifejezettebb, ahol a legnagyobb mértékii a nukleinsavakkal kivaltott
IL-23 mRNS szint ndvekedés. A Pearson-féle korrelacios elemzés megerdsitette a szignifikans,
mérsékelten negativ korrelaciot a nukleinsav indukalt I1L-23 mRNS expresszio novekedés és a PRINS
overexpresszio hatasara bekovetkezd csokkenés mértéke kozott. Ez arra utal, hogy az IL-23 mRNS
megfeleléen magas indukalt szintje sziikséges a PRINS IL-23 mRNS expressziojara gyakorolt

szabalyoz6 hatasanak érvényesiiléséhez.
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5. Diszkusszio

Az RNS- ¢és DNS-fragmentumok keratinocitdkban val6 felhalmozodésa a professzionalis és nem
professzionalis immunsejtek velesziiletett immunfolyamatait indukaljak, ezaltal patogén szerepet
jatszanak a pikkelysomor tiineteinek kialakulasaban. Az IL-23 alegységeinek és receptoranak
fokozott expresszidja a pikkelysomoros borben, arra utal, hogy ez a citokin is szerepet jatszik a
pikkelysomords gyulladasban. A szabad nukleinsavak 1L-23 expresszidjara gyakorolt hatasanak
részletei azonban még nem tisztazottak.

A dolgozatomban leirt kisérletek soran azt vizsgaltuk, hogy a nukleinsav kezelés hogyan
szabalyozza az IL-23 mRNS expresszidjat keratinocitdkban. Eredményeink azt mutattdk, hogy mind
apoly(l:C), mind a poly(dA:dT) indukalja az IL-23 mRNS expresszidjat a keratinocitakban, de eltérd
mértékben és eltérd kinetikaval. A keratinocitadkban mar tobb nukleinsav érzékeld specifikus PRR-t
irtak le, ezek a receptorok felismerik a sajat és patogén eredetli RNS- és DNS-fragmentumokat, ¢s
gyulladasos mechanizmusokat indukalnak. Ismert, hogy az RNS és a DNS fragmentumokat a PRR-
ek nem azonos modon ismerik fel. A TLR3 felismeri a virusokbol szarmazé duplaszala (ds)
RNS-eket, valamint a poly(l:C)-t, és elengedhetetlen az IL-12p40 alegység termeléséhez. A TLR3-
1ol azt is kimutattadk, hogy az IRF6-on keresztiil indukalja az IL-23p19 expresszigjat. A RIG-I és az
IFIH1 a RIG-szer(i receptorok kozé tartozik. A RIG-I tilnyomérészt rovid dsRNS-t, mig az IFIHI1 a
virusokbdl szarmazo hossza dsRNS-t érzékeli. Kordbban kimutattak, hogy poly(dA:dT)-t az RNS-
polimeraz III dsRNS-¢ irja at, miel6tt a RIG-I felismerné, ami magyarazatot adhat a poly(I:C) és a
poly(dA:dT) kezelés kozotti kinetikai kiilonbségekre. Nemrégiben a cGAS-t irtak le, mint a
citoszolikus DNS-fragmentumok felismerésének f6 PRR-jét. Arra vonatkozo vizsgalatok még nem
ismertek, hogy ezek a receptorok részt vesznek-e a keratinocitak I1L-23 termelésében. A poly(l:C)-
medialt IL-23 mRNS-expresszio csokkent a TLR3 csendesitésével az NHEK ¢és a HPV-KER
sejtekben, mig egyik vizsgalt receptor csendesitésének sem volt hatasa a poly(dA:dT)-indukalt IL-23
MRNS-expressziora az NHEK sejtekben. Mindazonaltal hangsulyozzuk, hogy a poly(dA:dT)-
kezelést kovetd indukcid szintje soha nem kdozelitette meg a poly(I1:C) kezelés altal indukalt szintet,
ami magyarazatot adhat a csendesitési kisérletek negativ eredményeire. A HPV-KER sejtekben
azonban magasabb IL-23 expresszios szintet figyeltiink meg poly(dA:dT) kezelés hatasara.

Kisérleteinket négy egészséges donorbol izolalt NHEK -sejteken végeztiik, azonban még ebben a
kis adathalmazban is jelentés kiilonbségeket figyeltink meg az egyes mintak kozott. Ezek az
eredmények felhivjak a figyelmiinket arra a fontos tényre, hogy az egyének milyen eltérd
érzékenységgel reagalhatnak kiilonb6z6 agensekre. Az NHEK- és HPV-KER-sejtek kozott is
kiilonbségeket figyelhettiink meg: az NHEK sejtekben a TLR3 a legfontosabb receptor a nukleinsav
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indukalta IL-23 termelésben, mig a HPV-KER-sejtekben az 0sszes vizsgalt receptor csendesitése a
nukleinsav indukalt 1L-23 transzkripcid szintjének csokkenését okozta.

¢és anti-apoptotikus folyamatait, és a TNF-o ezen az tutvonalon Kkeresztiil indukalja a Thl7
gyulladaskeltd citokinek termelését a pikkelysdmords elvaltozasokban. Eukariota sejtekben harom
MAPK kaszkadot azonositottak: ERK, INK ¢és p38. Az ERK jelatviteli utvonal fontos szerepet jatszik
stresszre adott valaszreakcidival és apoptozisaval hoztak kapcsolatba. A JAK/STAT, masnéven IL-6
jelatviteli titvonal szdmos bioldgiai folyamatban, példaul a sejtproliferacidoban, differencialédasban
¢s apoptdzisban vesz részt, és szamos immun- €s gyulladasos betegséggel is szoros kapcsolatban all.

Az ERK-1, JNK, NF-kB és STAT3 utvonalak gatlasa a keratinocitak poly(l:C)-indukalt 1L-23
mRNS expresszidjanak csokkenését eredményezte, ami arra utal, hogy ezen utvonalkomponensek
mindegyike szerepet jatszhat a citoszolikus RNS fragmentek altal indukalt az 1L-23 mRNS
termelésében. Ezen utvonalak blokkolasa nem eredményezte az IL-23 expresszid teljes lecsengését,
ami arra utal, hogy mas, példaul a TLR3-t6l indulé IRF6 utvonal is szerepet jatszhat az IL-23
transzkripcios szabélyozasaban. Osszegezve, a poly(I:C) altal indukalt IL-23 expresszio a
keratinocitdkban elsésorban a TLR3 altal vezérelt és tobb parhuzamos utvonal aktivalasaval
kozvetitett. Erdekes modon, hasonléan a f6 nukleinsav-érzékelé PRR-ek csendesitéséhez, egyik 6
utvonal gatlasa sem volt hatassal a poly(dA:dT)-indukalt IL-23 mRNS-expressziora, ami arra utal,
hogy a DNS-indukalt IL-23 mRNS-expresszioban eddig még nem azonositott alternativ receptorok
¢s utvonalak is jelentdsek lehetnek.

A PRINS hosszt, nem kédolé RNS hozzajarul az epidermisz gyulladasmentes allapotdhoz, mivel
kozvetlentil kotodik a gyulladaskeltd molekuladk mRNS-éhez (IL-6 és CCL-5) ami azok
destabilizaciojahoz vezet. A PRINS tovéabbi célmolekuldinak gyulladdsos koriilmények kozott
torténd azonositasara nukleinsav indukciot alkalmaztunk a PRINS overexpresszidja soran.

A PRINS overexpresszidja a nukleinsav indukalt IL-23 mRNS expresszidjdnak csokkenéséhez
vezetett. A kisérletbe bevont donorok szimanak novelése azonban arra engedett kdvetkeztetni, hogy
a fiiggetlen donorok kozott nagy egyéni kiilonbségek vannak. Az 1L-23 mRNS in silico azonositott
feltételezett kotéhelyén megvizsgaltuk a IncRNS-mRNS kolcsonhatast befolyasolhato SNP-k
jelenlétét. A kiilonb6z6 donorok feltételezett kotdhelyének szekvenaldsa azonban nem mutatott
Osszefliggést a szekvencia-variansok jelenléte és a PRINS overexpressziora adott nukelinsav indukalt
IL-23 mRNS-valasz kozott. Az 1L-23 mRNS feltételezett kotohelye és a PRINS IncRNS-molekula
kozotti kdzvetlen kolesonhatast a luciferaz alapt kot6-assay sem igazolta. Mivel a nagyobb donor

szamu vizsgalatok soran gy tiint, hogy a nukleinsavak altal indukalt IL-23 mRNS expresszi6 szintje
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befolyasolja a PRINS overexpresszio hatasat, ezért korrelacidos vizsgalatot végeztiink, amely
megerodsitette a nukleinsav indukalta IL-23 MRNS-expresszio szintje és a PRINS overexpresszid
hatasara bekovetkez6 csokkenés kozotti lehetséges negativ Osszefiiggést. Mindez arra utal, hogy a
PRINS szabalyozo szerepének a kimutatasahoz elég magas nukleinsav indukalt 1L-23 mMRNS-szintre
van sziikség és a PRINS kozvetett modon, nem pedig az IL-23 MRNS-sel valé kozvetlen kolcsonhatas
révén fejtheti ki hatasat.

Altalanossagban az az elképzelés terjedt el, hogy pikkelysomorben az IL-23-at professzionélis
immunsejtek szabaditjak fel, eredményeink azonban azt erdsitik, hogy ez a citokin keratinocitakbol
is szarmazhat. A nukleinsavak szdmos PRR-t aktivalnak ezekben a sejtekben, amelyek gyulladasos
molekulak, koztiik az IL-23 expresszidjanak novekedéséhez vezet. igy a bérben 16v6 keratinocitakbol
szdrmazo nukleinsavak is hozzdjarulhatnak a pikkelysomor kialakulasahoz azaltal, hogy autokrin
modon megemelik a keratinocitak IL-23 szintjét. Adataink arra utalnak, hogy adott nukleinsav
szintekre az egyének kiilonbozo érzékenységgel reagalhatnak, amely eltéré 1L-23 expresszidhoz
vezethet. Ezek az egyénenkénti kiilonbségek Osszefiigghetnek a pikkelysomor kezelésében
alkalmazott biologiai szerekkel szembeni eltéré reakciokkal, ezért ezeknek a folyamatoknak a
részletes elemzése segithet 01 biomarkerek azonositdsdban és a betegség személyre szabott

kezelésének kifejlesztéséhez.
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6. Osszefoglalas
Munkédnk sordn jellemeztik a dsRNS ¢és dsDNS altal indukalt IL-23 transzkripcids

szabalyozasanak részleteit human epidermalis keratinocitakban és HPV-KER sejtekben.

Osszehasonlitottuk a dsRNS és a dsDNS 4dltal indukélt IL-23 mRNS expressziét human
epidermalis keratinocitakban. Azt talaltuk, hogy a szintetikus dsRNS és a dsDNS analog
poly(l:C)-vel és poly(dA:dT)-vel torténd tranziens transzfekcid kiilonboz6é mértékben és
eltérd kinetikaval indukélta az IL-23 transzkripcidjat keratinocitakban.

A mintafelismeré receptorok csendesitése azt mutatta, hogy a TLR3 a f6 receptor, amely
kozvetiti az IL-23 mRNS expresszios szintjének poly(l:C) specifikus szabalyozasat mind az
NHEK, mind a HPV-KER-sejtekben, azonban a HPV-KER-sejtekben mas receptorok is
hozzéjarulnak ehhez a folyamathoz.

Kimutattuk, hogy az ERK-1, INK, NF-«kB és STAT3 ttvonalak gatlasa a nukleinsav indukalt
IL-23 mRNS expressziod csokkenését eredményezte a keratinocitadkban.

Eredményeink arra utalnak, hogy a szabad nukleinsavak hozzéjarulnak a pikkelysomor
kialakulasdhoz azéltal, hogy specifikus receptorokon és jelatviteli utvonalakon keresztiil
novelik az [L-23 szintjét a keratinocitakban.

A gPCR array alapjan elmondhatd, hogy a nukleinsavak altal indukalt IL-23 mRNS
expresszi6 mértékét a PRINS-szintjének emelése megvaltoztathatja. Ezt az eredményt
megerdsitettiik a donorok szamanak novelésével és a PRINS szintjének ndvelésével vagy
csOkkentésével a keratinocitdkban.

Mivel nagyon nagy eltéréseket figyeltiink meg a kiilonb6z6 egyénekbdl szarmazd mintak
kozott, megvizsgaltuk a donorok IL-23 gén polimorfizmusait, az in silico azonositott PRINS
kotéhelyen, de nem talaltunk Osszefliggést a variansok megjelenése és a PRINS
overexpressziora adott IL-23 valasz kozott. Az IL-23 feltételezett kotdhely és a PRINS

IncRNS molekula kozotti kdlcsonhatast a luciferaz alapt assay-ben sem tudtuk kimutatni.

Osszességében adataink arra utalnak, hogy a szovetekben 1év6 nukleinsavak szintje iranti egyéni

érzékenységbeli kiilonbségek eltérd 1L-23-szintekhez vezethetnek, ami magyardzatot adhat a

pikkelysomor kezelésében alkalmazott bioldgiai szerekkel szembeni eltérd reakcidkra is. Ezeknek

a folyamatoknak a részletes elemzése segithet 1j biomarkerek azonositasaban, amik a betegség

személyre szabott kezelésének kifejlesztéséhez jarulhatnak hozza.
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