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1. ROVIDITESEK JEGYZEKE

AB/AM Antibiotic/antimycotic

AMP Antimicrobial peptide

AP-1 Activator protein-1

APC Antigen-presenting cell

CRC Chromatin remodeling complex
DAMP Danger-associated molecular pattern
DAPI 4’ 6-diamidino-2-phenylindole
DGCRS8 DiGeorge syndrome critical region 8
DMEM Dulbecco’s modified eagle medium
EGF Epidermal growth factor

ERK Extracellular signal-regulated kinase
FBS Fetal bovine serum

FITC Fluorescein isothiocyanate

GAS6 Growth arrest-specific 6

GM-CSF Granulocyte-macrophage colony-stimulating factor
HAT Histone acetyltransferase

hBD Human B-defensin

HDAC Histone deacetylase

HRP Horseradish peroxidase

IBD Inflammatory bowel disease

IFN Interferon

IFNAR Interferon-alpha receptor

IKK IxB kinase

IL Interleukin

IRAK IL-1 receptor-associated kinase

IRF Interferon regulatory factor

JAK Janus kinase

JNK c-Jun N-terminal kinase

LBP LPS-binding protein

LPS Lipopolysaccharide

LRR Leucine-rich repeat

mAb Monoclonal antibody



MAL
MAP
MHC
miR
MyD88
NF-xB
NLR
NOD
pAb
PACT
PAGE
PAMP
PBMC
PBS
PGN
PIC
PMA
PMSF
poly I:C
ProS
PRR
PTK
RIG
RLR
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SHBG
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SOCS
STAT
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TAK

MyD88 adaptor-like
Mitogen-activated protein

Major histocompatibily complex
MicroRNA

Myeloid differentiation primary response 88
Nuclear factor-kappa B

NOD-like receptor

Nucleotide oligomerization domain
Polyclonal antibody

Protein kinase RNA activator
Polyacrylamide gel electrophoresis
Pathogen-associated molecular pattern
Peripheral blood mononuclear cell
Phosphate buffered saline
Peptidoglycan

Protease inhibitor coctail
Phorbol-myristyl-acetate
Phenylmethanesulfonyl fluoride
Polyinosine-polycytidylic acid
Protein S

Pattern recognition receptor
Protein tyrosine kinase

Retionic acid-induced gene
RIG-like receptor

Roswell Park Memorial Institute
Sodium dodecyl sulfate
Serum-free medium

Sex hormon-binding globulin
Systemic lupus erythematosus
Suppressor of cytokine signaling
Signal Transducers and Activators of Transcription
TAK-binding protein

Transforming growth factor (TGF)-B-activated kinase



TBS
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TIR
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TNF-a
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TRAF
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TRBP
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TSA
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Triton extraction buffer

Toll/interleukin-1 receptor

TIR domain-containing adaptor protein

Tumor necrosis factor-o

Toll-like receptor

TNF receptor-associated factor

TRIF-related adaptor molecule
Trans-activation response (TAR) RNA-binding protein
TIR domain-containing adaptor inducing IFN-f3
Trichostatin A

Untranslated region



2. BEVEZETES

2.1. A velesziiletett immunrendszer

Az emberi szervezetben a kiilonb6z6 mikroorganizmusok atmeneti vagy folyamatos
jelenléte kapcsdn szdmos olyan rendszerszintli jelatviteli mechanizmust leirtak mar,
melyek a kommenzalista, illetve patogén mikrobakkal vald taldlkozaskor aktivalodnak.
Noha az igy kialakult kapcsolatok molekularis természete még nem teljes egészében
tisztazott, az immunrendszer miikdodése soran beindult szignalizacios utak a gazda-mikroba
homeosztazis fenntartasara, illetve antimikrobialis védekez6 mechanizmusok indukalasara
iranyulnak.

Az alapvetden tobb szinten érvényesiild védelmi folyamatoknak két, egymassal
szorosan Osszefliggd része a velesziiletett (természetes) és a szerzett (adaptiv)
immunrendszer (Janeway, 2002; Turvey, 2010). Habar a velesziiletett immunitas
fogalmanak bevezetése Mechnikov nevéhez fiiz6dve egészen az 1900-as évek elejéig
huzodik vissza, az ezzel kapcsolatos tudomanyos munkak az utobbi évtizedig hattérbe
szorultak a szerzett immunrendszer folyamatainak vizsgalataval szemben. A
filogenetikailag 06sibb, az egyedfejlodés igen korai szakaszatdl kezdve kifejez6do
velesziiletett immunitas két fontos feladatot tolt be: egyrészt a kiiltakard, mint fizikai
barrier utan a szervezet elsédleges védelmi vonalaként egy gyors, perceken, de legfeljebb
néhany oran beliili valaszt indukal a mikrobialis fertézésekkel szemben, masrészt pedig a
kizarolag gerinces allatok korében meglévd, lassabban aktivalodo, de hosszabb €s antigén
specifikus szerzett immunvalasz aktivaciojat segiti elé (Basset, 2003; Tosi, 2005; Turvey,
2010).

Ahhoz, hogy a velesziiletett immunrendszer a korokozok minél gyorsabb
felismerését és eliminalasat beinditsa, tobbféle stratégia is kialakult. Az endogén stresszt
kivaltd ugynevezett veszély-asszocialt molekularis mintazatok (danger-associated
molecular pattern; DAMP), valamint a *missing self” molekulak detektalasa mellett a rovid
idén beliili valaszok a mikrobak patogén-asszocialt molekularis mintazatainak (pathogen-
associated molecular pattern; PAMP) csiravonal-kodolt mintazatot felismerd receptorok
(pattern recognition receptor; PRR) segitségével torténé felismerésén alapul (Bianchi,
2007; Turvey, 2010). Ezen receptorok limitalt szamat kompenzalja, hogy a természetes

immunrendszer a korokozok széles kdrében képes olyan konzervalt szerkezetli PAMP-okat



észlelni, mint példaul a Staphylococcus aureus-eredetii peptidoglikan (PGN), vagy az
Escherichia coli lipopoliszacharidja (LPS) (Akira, 2006).

A gazdaszervezet védelme mellett a természetes immunrendszer fontos regulator
szerepet tOlt be a kiilonb6zd gyulladasos betegségekben. Tobbek kozott velesziiletett
immunvalaszok befolyasoljak az asztma és atdpia kialakuldsat, de szamos autoimmun
betegség, mint példaul az 1-es tipusu diabétesz, gyulladasos bélbetegség (inflammatory
bowel disease; IBD), szisztémas lupus erythematosus és a pikkelysomor esetén is meg
lehet emliteni (Cook, 2004; Ospelt, 2009).

A védekezd mechanizmusokban kulcsfontossagiiak azok a félprofessziondlis és
professzionalis immunsejtek, melyek miikodése révén az infekcidra adott gyors
immunvalasz 1étrejohet. Ezek kozé a sejtek kozé sorolhatdk tobbek kozott a bor
epitélsejtjei, a hizosejtek, a dendritikus sejtek, mint antigén prezentald sejtek (antigen-
presenting cell; APC) és olyan fagocitozisra képes sejtek, mint a makrofagok és
granulocitak, tovabba a természetes 6l0sejtek és a yo T-sejtek (Basset, 2003; Nestle, 2009;
Miller, 2011). Az anatomiai barriert is képezd bor keratinocitai, mint félprofesszionalis
immunsejtek inditjadk be azokat a velesziiletett immunvalaszokat, melyek a f6
hisztokompatibilitasi komplex (major histocompatibility complex; MHC) l-es és II-es
osztalyanak, valamint kostimulator molekulak (pl. CD80, CD86) kifejez6désének a
megemelkedését idézik el6. Ezen tilmenden antimikrobialis agensek termelése, illetve
kiilonbozé gyulladasos effektor molekuldk szekrécidja révén a fertdzeés helyére migralt T-
és B-sejtek altali adaptiv immunvalaszok létrejottét is eredményezi. igy az immunrendszer
két részének aktivalasdval az infekcidra adott hatékony védelem gyorsan Iétrejohet

(Barker, 1991; Basset, 2003; Zhao 2009).

2.2. A Toll-szerii receptorok

A velesziiletett immunitasban szerepet jatszo sejtek szamos PRR-t expresszalnak,
melyek a patogének kiilonboz6 esszencialis mikrobialis struktarait, a PAMP-okat ismerik
fel. A virdlis patogénekre specifikus citoszolikus retinsav-indukalt gén (RIG) -I-szerli
receptorok (RLR), és a szintén intracellularisan elhelyezkedd, stressz szignalokat érzékeld
nukleotid-koté oligomerizacios domén (NOD) -szeri receptorok (NLR) mellett ide
sorolhatoak a transzmembran PRR-0k koziil az un. Toll-szeri receptorok (TLR) (Takeda;
2003; Akira, 2006; Turvey, 2009; Kumar, 2009).



A TLR-t el6szor, mint a gombaellenes immunitasban és a Drosophila melanogaster
(ecetmuslica) ontogenezisekor a dorzoventralis polarizacioban fontos szerepet jatszo
receptor irtak le (Lemaitre, 1996). Eml6s6kben a TLR csaladnak 13 tagjat azonositottak,
melyek szamos sejttipuson - mint példaul makrofagok, neutrofilek, dendritikus sejtek, vagy
epitélsejtek -, kiilonb6z6é mértékben expresszaldodnak (Balaram, 2009). A TLR-oknak
kiilonb6z6 cellularis lokalizacidjuk van: a TLR1, TLR2, TLR4, TLRS, TLR6 és TLR11 (ez
utobbi csak egerekben expresszalodik) a sejtek felszinén, a TLR3, TLR7, TLRS, valamint
TLR9 intracellularis vezikuldkban (endoszéoma, endoplazmatikus retikulum) elhelyezkedd
csoportba sorolhato (Janeway, 2002; Takeda, 2005; Kumar, 2009).

A Toll-szerii receptorok harom strukturalis egységbdl felépiil6 I-es tipusu integralis
membran glikoproteinek (Kumar, 2009). Az extracellularis N-terminalis domén mintegy
16-28 leucin-gazdag részt tartalmaz (leucine-rich repeat; LRR) (Matsushima, 2007). Az
intracellularis C-terminalis rész az interleukin-1 (IL-1) receptorral homologiat mutatd
Toll/Interleukin-1 receptor domén (TIR) (O’Neill, 2000; Doyle, 2006). Ez a struktuira,
kiilonb6z6 adaptor molekulak segitségével tovabbi downstream jelatviteli utakat aktival. A
TLR-nak ligandjaikkal alkotott komplexeinek kristalyszerkezeti vizsgalatai alapjan
elmondhato, hogy mind heterodimer- (pl. TLR1-TLR2, TLR4-MD2), mind homodimer
forma (pl. TLR3-TLR3) létrejohet (Kumar, 2009).

A sokféle PRR-ek koziil, melyek az opszonizécioban, komplement aktivacidban, és
a fagocitozisban is részt vesznek, a TLR-ok kiemelkedéen fontosak a patogének
felismerésében, kiilonbozoé gyulladéaskeltdé mediatorok aktivacidja révén a gyulladasos
valaszok inicializalasaban, ¢és patogén-specifikus B- és T-sejtes adaptiv valasz
beinditasaban (Falgarone, 2005; Delgado, 2009). A TLR csalad tagjai a legtobb patogént
képesek detektalni, illetve egy adott kérokozd tobb receptorral is kdlcsonhatasba 1éphet.
Erre kitiin6 példa a Gram-pozitiv Streptococcus pneumoniae, amely a TLR1, TLR2, TLR4,
TLR6 és TLR9 altal is felismert mikroorganizmusként szamos downstream
szignalmolekula aktivalodasaval inflammaciot idéz el6 (Turvey, 2010).

A TLR altal felismert PAMP-ok szarmazhatnak virusokbol, baktériumokbol,
gombakbol, valamint parazita protozoakbdl is (Akira, 2006). A sejtspecifikusan
expresszalodd TLR-ok koziil a sejtfelszinen lévOk tobb esetben un. koreceptorok
kozremiikodésével konzervalt szerkezetli mikrobidlis struktirdkat ismernek fel (Akashi-

Takamura, 2006).
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1. abra A Toll-szeri receptorok altalanos szerkezete, és az altaluk felismert ligandok (Akira, 2003;

modositva)

fgy példaul az els6ként azonositott huméan Toll-szerii receptor, a TLR4 a viralis F-
protein és DAMP-0k, mint hésokk proteinek vagy kiilonb6z6 extracellularis matrix
proteinek - fibrinogén, fibronektin, heparin-szulfat és hialuron - mellett a Gram-negativ
baktériumokbo6l szarmazé LPS-t, mint ligandot megkotve makrofagok potens
aktivatoraként endotoxin sokkot idézhet el6. Véraramba keriilése utan az LPS egy
specifikus lipid transzfer fehérjéhez (LPS-binding protein; LBP) kot6dik (Akira, 2003). A
célsejteket elérve az LPS TLR4-en keresztiili intracellularis szignaltranszdukcios hatasahoz
egy glikozilfoszfatidil-inozitol-kapcsolt membran molekula, a CD14, valamint a vele
komplexet alkotd6 MD-2 molekula jelenléte is sziikséges (Shimazu, 1999; Akashi 2000). A
TLR4 szamos sejttipusban, mint példaul monocitakban, dendritikus sejtekben magas
szinten expresszalodik, azonban alacsony szinten kifejezddik még B-sejteken,
fibroblasztokon, asztrocitikon, keratinocitdkon, miocitakon, endotél-, valamint
epitélsejteken is (Frantz, 1999; Hornung, 2002; Song, 2002; Bsibsi, 2002). A TLR4 fontos
szerepét kiemeli, hogy az Asp299Gly allél polimorfizmusa tobbek kozott ndveli a Gram-
negativ baktérium altali fert6zés és szepszis kialakulasanak rizikojat (Lorenz, 2002).

Egy masik sejtfelszini TLR, a monocitdkban magas, de a limfocitdkban alacsony
szinten expresszaldédé TLR2 tobbek kozott Gram-pozitiv baktériumok struktarait képes
felismerni (Hornung, 2002). Erdekes, hogy a D3 vitamin jelenlétében megfigyelt csokkent
TLR2 expresszioval szemben, sebgyogyulas alatt a keratinocitak TLR2 kifejezddése 1,25-
dihidroxi-D3-vitamin fiiggé modon megemelkedik (Sadeghi, 2006; Schauber, 2007).
Aderem ¢és munkatarsai voltak az elsok, akik knockout egereken végzett kisérletek alapjan

leirtak, hogy a TLR2 a ligandokat mas TLR-okkal heterodimer format alkotva ismeri fel
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(TLR1/TLR2 ¢és TLR2/TLR6) (Ozinsky, 2000). A TLR2 R753Q mutaciét hordozo
egyének az atopias dermatitisz egy bizonyos fenotipusat mutatva, megemelkedett IgE
antitest szinttel, illetve S. aureus kolonizacidra valo erésebb hajlammal jellemezhetok
(Ahmad-Nejad, 2004).

Az endoszomalis TLR-ok elsésorban nukleinsavat érzékelnek, mint példaul
egyszalu RNS-t (TLR7), duplaszala DNS-t (TLRY), illetve a TLR3 esetén kettds szala
viralis RNS-t (Alexopoulou, 2001).

A TLR3 legnagyobb mértékben dendritikus sejtekben, makrofagokban,
hizésejtekben, €s természetes 6losejtekben fejezddik ki. Azonban a receptor megtalalhato
nem-immun sejtekben is, ugymint fibroblasztokban, keratinocitakban, asztrocitakban,
oligodendrocitakban, epitél-, valamint endotélsejtekben (Brentano, 2005; Tissari, 2005;
Lebre, 2007). A sejtek tobbségében a TLR3 endoszomalisan lokalizalt, azonban példaul
fibroblasztok esetén, sejtfelszinen is kifejezddik (Matsumoto, 2002). A TLR3
leggyakrabban hasznalt szintetikus analog ligandja a poly I:C (Jiang, 2003).

2.2.1. A Toll-szerii receptorokon keresztiili jelatviteli utvonalak

A Toll-szeri receptorok kiilonboz6é mikrobialis agensekkel torténd stimulacioja
szamos, az immunfolyamatokban szerepet jatszé gént aktivalnak. A mikrobak TLR altali
felismerése a receptorok homo- vagy heterodimerizaciojat eredményezi, mely altal 1étrejott
downstream mechanizmusok kiilonb6z6 TIR domént tartalmazd adaptor fehérjét
igényelnek (O’Neill, 2000). A TLR jelatviteli mechanizmusok alapvetden két csoportra
oszthatok a résztvevo adaptorok altal: MyD88-fiiggd- és MyD88-fliggetlen szignalizacios
utvonalakra (Akira, 2004; Akira, 2006).

A MyD88-fliggd utvonalat a TLR3-on kiviil minden TLR hasznalja, és olyan
gyulladdsos mediatorok aktivacidjat eredményezi, mint példaul a TNF-o és az IL-12
(Takeda, 2005). A TLR-ok stimulacidja utan az aktivalt IRAK a TRAF-6 altal két
lehetséges szignalizacids utvonalat indithat be. Az egyik a MAP kindzokon (p38, JNK,
ERK1/2) keresztiili AP-1 transzkripcios faktor indukalasat fogja eredményezni. A masik
utvonal a TAKI/TAB komplexen, illetve IkB kindzon (IKK) keresztil az NF-xB
transzkripcios faktor nuklearis transzlokaciojat idézi elé (Zhang, 2001; Akira, 2004; Akira,
2006). A sejtmagban az NF-xB gyulladaskelté citokinek, antimikrobialis peptidek,

crer

indukalja ezeknek a velesziiletett és adaptiv immunfolyamatokban fontos szerepet jatszo
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effektoroknak és mediatoroknak a kifejez6dését (Pahl, 1999; Mercurio, 1999). A MyD88-
fliggd jelatviteli mechanizmusban, maganak a MyD88-nak kiemelkedd szerepe van
(Adachi, 1999). MyDB88-deficiens egerek esetén a TLR aktivalasa utdn elmarad a
gyulladésos citokinek (TNF-a, IL-12) termelése. Igy elmondhatd, hogy a MyDS8

esszencialis a TLR éaltali inflammatorikus gének aktivacioja szempontjabol.

TLR7
TLR9 TLR1 TLR2 TLR4
TLRG
MyD88 D88

MyD88

TLR3

mgo'{//
TRAFS6 TRAFG
R'P TBK1
NEMO/IKK: IKKse/i
IKKa
IKKB

NF-xB : e B - IRF-3

Gyulladasos citokinek IFN-B

2. abra A TLR jelatviteli utvonalak a receptorok citoplazmatikus TIR doménjén keresztiil aktivalodnak.
Ennek soran a TIR domént tartalmazd adaptor MyD88 a TLR-0k citoplazmatikus TIR doménjeivel
asszocialva az IRAK receptorhoz torténd kotodését segiti el6. Az IRAK a TRAF6 aktivalasan kersztiil az [kB
kinaz komplex (IKK; IKKa, IKKB és NEMO/IKKY egyiitt) miikodését inditja be, melynek eredményeképpen
TIRAP, mint TIR domént tartalmazo6 adaptor a TLR2 és TLR4 MyD88-fiigg6 jelatviteli utvonalaiban jatszik
szerepet. A TLR3- és TLR4-medialta szignaltranszdukcio az IRF-3-on keresztill az IFN-B képzodését
MyD88-fliggetlen médon végzi. A harmadik TIR domént tartalmazé adaptor TRIF a MyD88-independens 1t
lezajlasakor esszencialis. A TRAM, mint tovabbi adaptor a TLR4-medialta MyD88-fiiggetlen/TRIF-fiiggd
jelatvitelben sziikséges. (Takeda, 2005; médositva)

Ugyan a MyDB88-deficiens makrofagokban a TLR4-indukalt inflammatérikus
citokinek termelése nem figyelheté meg, azonban késleltetett kinetikdval az NF-«xB

aktivacioja igen (Kawai, 1999). Mindezek azt bizonyitjak, hogy a MyD88-fiiggé TLR4-
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medialta citokin termelés mellett, 1étezik egy MyD88-fliggetlen mechanizmus is a TLR4
jelatvitelben. Ez esetben a TLR4 stimulacio az IRF-3 transzkripcios faktoron keresztiil éri
el az NF-xB késdi, MyD88-fiiggetlen aktivaciojat (Kawai, 2001). A TLR4-indukalt IRF-3
aktivacio IFN-B termelését eredményezi, mely a STAT-1-en keresztiil szamos interferon
(IFN) -indukalt gént serkent (Doyle, 2002; Hoshino, 2002; Toshchakov, 2002). Viralis
infekcio vagy kettds szalu RNS is képes az IRF-3-at aktivalni, kovetkezésképpen a TLR3-
medialta indukcio is folyhat IRF-3-on keresztiil, ami altal az IFN-f MyD88-fiiggetlen
indukcidja kovetkezik be (Yoneyama, 1998).

A TLR jelatviteli utakban bekovetkezett karosodasok tobbféle huméan primer
immundeficienciaval is Osszefiiggésbe hozhatdéak (Casrouge, 2006; de Diego, 2010;
Casanova, 2011). MyD88 ¢és IRAK4 hiany esetén az érintett egyéneknél allanddan
visszatérd piogén bakterialis fert6zéssel kell szdmolni, melyre adott inflammatorikus
valaszok - elssorban gyerekkorban - igencsak gyengék. A MyD88- ¢és IRAK4
génmutaciok fenotipusos azonossagot mutatnak: az érintettek 80%-nal Streptococcus
pneumoniae altal okozott pneumonia, mig harmaduknal sulyos S. aureus-eredetii
borfertdzés jelentkezik (Picard, 2003; Ku, 2007; von Bernuth, 2008).

2.3. A velesziiletett immunitas effektor molekulai

A patogén mikrobak kapcsolatba keriilve a gazdaszervezettel olyan molekulak
szekrécigjat eredményezik, melyek altal generalt vészjelek fontosak mads, velesziiletett
immunfolyamatokban résztvevé effektorok aktivalasahoz, egyfajta akut gyulladasos
reakcio kialakulasa kozben. A korokozok altal kivaltott lokalis valtozasok mellett
szisztémas hatasok IS tapasztalhatok els6sorban azoknak a kémiai modulatoroknak
koszonhetden, melyek szerepet jatszanak a sejtek nekrozisaban, apoptozisaban, a mikroba

internalizaciojaban, illetve a kiilonboz6 betegségek indukalasaban (Basset, 2003).

2.3.1. Citokinek és kemokinek

A szolubilis, kisméretli polipeptid- vagy glikoprotein medidtorok heterogén
csoportja, melyeket egyiittesen citokineknek neveznek, annak a komplex halézatnak képezi
a részét, mely az immun- és gyulladasos folyamatok szabalyozasat segiti eld. Ide tartoznak
az interleukinok (IL), interferonok (IFN), novekedési faktorok, és a kemokinek is, melyek
a citokinek egy alcsoportjat képezik. A legtobb immunsejt, de hasonloképpen mas tipust

gazdasejt is képes citokinek termelésére, citokinek receptorokon keresztiili megkdtésére,
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vagy mindkettére. A sejtek altal termelt citokinek mennyisége, illetve az egyes citokinek
hatdsai kozotti kapcsolat azonban nagyban befolyasolja a bonyolult, &sszetett
immunfolyamatok kimenetelét (Tosi, 2005).

A gyulladaskeltd citokinek koziil kiemelt jelentéséggel bir a TNF-a és az IL-1,
melyeknek pleiotrop hatasuk van az immunologiai-, gyulladasos-, metabolikus
folyamatokra, és a hematopoiézisre (Beutler, 1989; Oppenheim, 2001). A TNF-a-t
eredetileg, mint ’cachectin’, az IL-1-et, mint endogén pirogén’ irtdk le, utalva arra, hogy
ezek a citokinek tobbek kozott lazas allapot kialakulasat idézik elé (Beutler, 1989;
Oppenheim, 2001). Szamos olyan fiziologiai valtozas, mely egy Gram-negativ mikroba
okozta szepszis soran létrejon, ugyantgy reprodukalhatd pusztan ezeknek a citokineknek
allatokba tortént injektalasaval. Az injektalt dozistdl fliggben a 14z mellett hipotenzio,
illetve neutrofilia vagy leukopénia alakulhat ki. A Gram-negativ fertézés okozta
endotoxikus sokk soran a mononuklearis fagocitak TNF-a és IL-1 termelése a bakterialis
LPS altali TLR aktivalas utan indul meg. Megemelkedett mennyiségiik mas citokinek és
kemokinek, lipid medidtorok, stb. termelését is beinditja. Tobbek kozott mindkét citokin
eldsegiti az IL-6, egy kevésbé hatékony citokin termelését, amely azonban jonéhany, az
IL-1-hez és TNF-o-hoz hasonlé hatast idézhet eld (Oppenheim, 2001). Tovabba az
endotelialis sejtek ¢és leukocitdk adhézidos molekuldinak expresszalasat is indukaljak, a
CXCLS8 (korabban IL-8) kemokin szekretalasanak serkentésével a leukocitak migraciojat is
elésegitve, valamint a neutrofilek fagocitozisos aktivalasat (Beutler, 1989; Cohen, 2002).

A kemokinek, melyek kisméretii citokin-szer(i polipeptidek egy alcsoportja, G
fehérje-kapcsolt  receptorokhoz  kotddve — fontos — szerepet  tdltenek  be az
immunfolyamatokban, mint sejtaktivatorok, elsésorban az immun- és inflammatorikus
sejtek direkt migracidjat indukalva (Rossi, 2000; Baggiolini, 2001; Kim, 2004). A gyulladt
szovetek sejtjei — melyek tobbféle kemokin receptort is expresszalnak —, a kiilonb6z6
baktériumokkal és virusokkal szembeni megfeleld védekez6 mechanizmusok beinditasa
végett immunsejtekre specifikus kemokineket bocsatanak ki (Glass, 2003; Kim, 2004).
Egy a kulcsfontossagii kemokinek koziil, az epitélium altal is termelt CXCLS8, amely
potens kemoattraktdns a granulocitdk, mint a velesziiletett immunitas egyik {6 effektor
sejttipusa szamara. Mas kemokinek, mint példaul a CXCLI1, CXCL2, CXCL3, CCL3 és
CCL4 a természetes 6ldsejteknek és makrofagoknak a fertdzés helyére torténd odahivasat

kezdeményezik (Basset, 2003).
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A célzott iranya Thl- és Th2-tipusi immunfolyamatok jelzik a szoros
egyiittmiikddést a citokinek ¢és kemokinek kozott, meghatdrozva ezzel a kiilonboz6
korképekben az infekcidkra adott immunvalaszok tipusat (Bisset, 2005). A cellularis
valaszok specifikussaga erdsen fiigg az adott szOvetbdl felszabadulé kemokinektdl, a
vaszkularis adhéziés molekuldk jelenlététdl, a kiilonbozé leukocita populacidk altal
expresszalt kemokin receptoroktdl, és a leukocitdk specifikus adhézidos molekulaitol
(Glass, 2003; Kim, 2004; Bisset, 2005). A citokinek és kemokinek a gazdaszervezet
valaszanak kozvetlen fazisdban fontosak a dendritikus sejtek érésében, igy kapcsolva 0ssze
a velesziiletett és szerzett folyamatokat, effektor sejteket aktivalva, az akut gyulladasos
reakciot felerdsitve, novelve az intracellularis ’killing’-et €s visszaszoritva a behatold
mikroorganizmusok terjedését. Mindezek alapjan is elmondhatd, hogy a citokinek és
kemokinek fontos modulatorai mind a velesziiletett, mind az adaptiv immunvalaszoknak

(Henderson, 1996; Luster, 2002).

2.3.2. Antimikrobialis peptidek

A napjainkig megismert tobb szdz antimikrobialis peptid (AMP) kiilonb6z6
kisméretli, leginkabb kationos jellegli polipeptid csoportot képezve a tobbsejtii
¢lolényekben baktériumok, gombdk, parazitdk és virusok elleni széles spektrumu
citotoxikus hatéassal rendelkeznek (Ganz, 1999; Lehrer, 2002; Zasloff, 2002; Ganz, 2003).

Szamos tanulmany sz6l arrdl, hogy az emberi bor altal expresszalt AMP-eknek
szerepiik van a velesziiletett immunfolyamatokban (Gallo, 1998; Nizet, 2001; Ong, 2002).
Ezeknek a természetes antibiotikumoknak az expresszids szintje nagyon jol korrelal a bor
infekcioval szembeni fogékonysagara. AMP-ek nagy mennyiségben vannak jelen példaul a
gyulladt pikkelysomords borben, mely a bakteridlis és gombafertdzésekkel szemben
ellenalld. Ezzel szemben atopids dermatitiszes (ekcémads) betegek 1€zids borteriiletén
nagyon alacsony a szintjiik, igy folyamatos bakteridlis, gomba és/vagy viralis patogénnel
torténd feliilfert6zés jellemzi a betegséget (Liibbe, 2003).

Az AMP-ek mennyisége elsdsorban egy patogénnel tortént fertézéskor, illetve az
epidermisz sériilését kovetden emelkedik meg jelentésen. A PAMP-ok altali
antimikrobialis gének aktivalasa tovabb novekedhet a gyulladas helyén a keratinocitak,
illetve egyéb, az immunfolyamatokban résztvevd sejtek altal termelt gyulladaskeltd
citokinek hatasara (Harder, 1997; Frohm, 1997; Schroder, 1999; Liu, 2002; Heilborn,
2003; Harder, 2004). A legtobb keratinocita-eredetit AMP a defenzinek, katelicidinek és az
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RN-4z géncsalddjaiba tartozik, melyek képesek elpusztitani, vagy inaktivalni a
mikroorganizmusok széles spektrumat tobbek kozott porusokat formalva azok
membranjan. A normal és/vagy fertdzott epidermiszben expresszalodd S100 fehérjecsalad,
valamint a szarurétegbdl izolalt antileukoprotedz, mint tovabbi AMP-ek folyamatos
jelenlétiikkel szintén hozzajarulnak a korokozok elleni hatékony kiizdelemhez, illetve a
normal homeosztazis fenntartasahoz (Pivarcsi, 2005).

Az AMP-ek patogének elleni immunfolyamatokban bet6ltott Osszetett szerepét jol
tilkrozi, hogy az antimikrobialis hatason tul hizdsejtek, neutrofilek, monocitak és T-sejtek
résztvevok (De Y, 2000; Dorschner, 2001; Niyonsaba, 2002; Heilborn, 2003). Fontos tény,
hogy a fert6zéskor a velesziiletett immunfolyamatok soran termelt AMP-ek a célsejtek
membranjdnak permeabilizaldsakor szinergisztikus hatdsuk révén novelik a korokozd
baktériumokkal szembeni antimikrobialis potencialt (Nagaoka, 2000).

Az AMP-ek egy igen fontos csoportjat alkotjak a p-defenzinek, melyeket
tulajdonképpen az 6sszes human epitelialis sejtvonal képes expresszalni (Bals, 2000; Ganz,
2003). A human B-defenzin-1 (hBD-1) volt az els6é izolalt hBD, melyet az epidermalis
keratinocitak konstitutivan termelnek, és elsésorban Gram-negativ baktériumok (E. coli,
Pseudomonas aeruginosa) ellen hatasos (Fulton, 1997; Ali, 2001). A keratinocitakbol
klonozott hBD-3 és hBD-4 széles spektrumi antimikrobialis hatast mutat a multirezisztens
Gram-negativ és Gram-pozitiv baktériumokkal szemben (Harder, 2001; Harder, 2004).

A defenzinek koziil a hBD-2-t (DEFB4) eredetileg pikkelysomords 1€zios borbol
izolaltak, mely vizsgalatok alapjan ez a defenzin a bér védelmében és a gyulladasban is
érintett (Harder, 1997). A hBD-2 génkifejezddés egy fontos szabalyozdja az NF-xB
transzkripcids faktor, ami a keratinocitdkban a mikrobdk TLR-mediélta felismerés utan
aktivalodik (Pivarcsi, 2003; Mempel, 2003). Valdjaban a hBD-2 expresszioja mind Gram-
pozitiv patogének (példaul S. aureus, Streptococcus pyogenes), mind Gram-negativ
baktériumok (példaul P. aeruginosa, E. coli) altal indukalodik (Harder, 1997; Chadebech,
2003; Dinulos, 2003; Chung, 2004; Harder, 2004). A Gram-negativ baktérium indukalta
erds hBD-2 kifejezddés a mikroba elpusztitasat vonja maga utan, igy ritka a Gram-negativ
mikroorganizmusok altal okozott bdrfertdzés. A Gram-pozitiv baktériummal valo
talalkozas utani jelentés hBD-2 expresszio - figyelembe véve, hogy a hBD-2 féleg Gram-
negativ korokozok ellen hatasos, viszont Gram-pozitiv mikrobakkal szemben nem - azt

mutatja, hogy a hBD-2-nek mas szerepe lehet a Gram-pozitiv baktériumok elleni
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immunvalaszban, mint a direkt elpusztitdas. A hBD-2 dendritikus sejtek és T-limfocitak
kemotaxisat medialja, melyeknek fontos szerepiik van az adaptiv immunvalaszban (Yang,
1999; Yang, 2000). A kemotaktikus hatason tul, a hBD-2 a dendritikus sejtek érését is
indukalja TLR4-fiiggé moédon (Biragyn, 2002). In vivo, dendritikus sejtek hBD-2-n
keresztiili aktivalasa a korokozok keratinocitdkon 1évé TLR indukcidjat kovetéen a
végeredményben az antigén-specifikus T-sejtes cellularis immunvalasz generalasat
eredményezi (Kopp, 2002). Ezekbdl is kitlinik, hogy a hBD-2-nek igen Osszetett szerepe
van a bérben zajlo védekezési mechanizmusokban, ami altal a hBD-2 kapocs a

velesziiletett és adaptiv immunrendszer kozott.

2.4. A velesziiletett immunrendszer szabalyozasa

Az infekcid utan beinditott kezdeti valaszreakciok fontosak és rendszerint
elényosek a gazdaszervezet szamara. Azonban egy tulzott mértékli valasz a fertézésre
patofiziol6gids hatdsokat eredményezhet, melyek kozott emlithetd a vaszkularis
instabilitds, a miokardidlis kontraktilitds csokkenése, kapillaris szivargas, szoveti
hipoperfuzid, koagulopatia és dsszetett szervi karosodasok (Cohen, 2002).

Mindazonaltal, hogy a TLR-medidlta gyulladads esszencidlis a korokozoval
szembeni védelemben, az inflammacié folyamatanak lezajlasat szigoru kontroll alatt kell
tartani, mert a kontrollalatlan TLR aktivacio eredményeként a gyulladas akut fazisbol
kronikusba 1épve stlyos szovodményeket okozhat (Kawai, 2010).

Egy fertdzésre adott, TLR szignalizacion keresztiil megvalosuld valasz
szabalyozasa az alabbi poszttranszkripcionalis és poszttranszlacios —szinteken is

érvényesiilhet:

2.4.1. Epigenetika: kromatin modositasok

Az utobbi idében eldtérbe keriiltek az olyan jellegli biomedicinalis kutatasok,
melyekben a normalis, — de ugyanligy az abnormalis, rakos elfajulashoz vezetd — cellularis
folyamatok  szabalyozasaban szerepet jatsz6, Un. epigenetikai eseményeket
tanulmanyozzak. Ez érthetd is, hiszen a kiilonb6zd tipusti epigenetikai folyamatok —
melyek révén a génexpresszid a DNS szekvencidban tortént valtozas nélkiil modosul —,
szamos bioldgiai mechanizmusban esszencidlisak. Szerepiik nélkiilozhetetlen példaul a

fejlédésben, sejtdifferenciacioban, a virdlis fert6zéssel szembeni védelemben, valamint az
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endogén és kornyezeti jelek sejt-, illetve szervezetszintli integralasaban (Jaenisch, 2003;
Feinberg, 2006; Herceg, 2007).

A transzkripcié specifikus kontrollja tobbek kozott a kromatin szerkezetének
modositasaval torténhet (Chi, 2004). Eukariota sejtekben a genomi DNS hiszton fehérjékre
vald tekeredésével jon létre a nukledszoma egységekbdl felépiilé kromatinallomany. A
nukleoszomak a kromatin felépitésekor olyan térbeli heterokromatikus elrendezédést
alkotnak, amelyek hatékonyan megvédik a genomot a lehetséges karosodasoktol, illetve
befolyasoljak a génekrdl torténd atirodast. Ahhoz, hogy az ordkitéanyagrol az informacid
atirasa megvaldsuljon, a kromatinnak ki kell csomagolddnia és a DNS-nek hozzaférhetdveé
kell valnia (eukromatin). Ennél fogva eukariotakban a kromatin szerkezete a legalapvetobb
szabalyozdja a génexpresszionak — ha a gén korili struktira nem megkozelithetd, a
transzkripcids faktorok nem tudnak bek&tddni, a gén nem irodik at.

Azonban a kromatin 6nmagaban nem elegendd, altalaban transzkripcios faktorok és
kromatin modositd enzimek egyiittmikodése révén torténik a transzkripcio regulacioja
(Narlikar, 2002; Chi, 2004). A transzkripcios faktorok a DNS specifikus szekvenciaihoz
kotédve, kromatin modositd enzimek bevonasaval fenntartjak a kromatin allapotat (hetero-
vagy eukromatin), és direkt indukaljak a gének kifejezédését (Chi, 2004.). A kromatin
modosité enzimek két csoportja, a kromatin remodeling/atalakitd6 komplexek (chromatin
remodeling complex; CRC) és a hiszton mddositd enzimek gyakran egyiitt valtoztatjak
meg a kromatin szerkezetét (Chi, 2004). Mig a CRC-ek a nukleoszomak formalasaval a
DNS-t hozzaférhetové teszik a transzkripcidhoz, addig a hiszton modositdé enzimek
kovalens modositasokat hajtanak végre a hisztonok N-terminalis farki régioiban. Ezen
hiszton modosulasok k6zé sorolhatd tobbek k6zott az acetilacio, metilacid, foszforilacio,
szumoilacio, illetve ubikvitinacioé (Strahl, 2000; lizuka, 2003).

A hiszton acetilacio az egyik leggyakrabban tanulmanyozott hiszton moddosulas,
mivel dereguldcidja aberrans génexpresszidhoz és tumorigenezishez vezethet (Cairns,
transzkripcios faktorok, aktivatorok, valamint az RNS polimeraz szamara hozzaférhet
kromatin jon létre. Ezzel szemben a hisztonok deacetilacidjaval a DNS templathoz vald
hozzéaférés akadalyozodik (Kurdistani, 2003). A hiszton fehérjék N-termindlis farki
transzferazok (HAT) és hiszton deacetilazok (HDAC) segitségével torténik (Ito, 2002). A
HAT-ok, mint transzkripcionalis koaktivatorok, illetve a HDAC-ok, mint korepresszorok a
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hiszton fehérjék globalis mddositasaval az altalanos transzkripcios aktivitast befolyéasoljak
(Sterner, 2000).

2.4.2. A mikroRNS-ek

A mikroRNS-ek (mIRNS) 21-22 nukleotid (nt) hosszusagu egyszali nem-kdodolod
RNS-ek, melyek egy hajtii (hairpin) strukturat tartalmazo endogén transzkriptbél RN-az I11
tipusu Drosha és Dicer enzimek segitségével képz6dnek (Ambros, 2001; Kim, 2005).

Az elsé miRNS-eket az 1990-es évek elején fedezték fel, azonban csak a 2000-€s
évek elején kezdték bioldgiai szabalyoz6 szerepiiket — tobbek kozott az immunrendszerrel
kapcsolatban — felismerni. Napjainkig tobb mint kétezer miIRNS-t regisztraltak a human
miRBase 19.0 adatbazisban. A 2000-es évek eleje ota napvilagot latott tanulmanyok
ravilagitottak a miRNS-ek kiilonb6z6 fizioldgiai €s patofiziologiai folyamatokban betdltott
szerepére példaul a fejlodés-, differencidcio-, apoptdzis-, zsirmetabolizmus-, viralis

infekcio- és tumor mechanizmusaiban (Miska, 2005).
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3. abra Az érett miRNS biogenezise. A miR génr6l RNS polimeraz II-vel tortént atiras kovetkeztében
1étrejott pri-miRNS a sejtmagban a Drosha/DGCRS fehérjéket tartalmazo komplex segitségével pre-miRNS-
sé alakul. A pre-miRNS-bél citoplazmaba szallitddasat kovetden a Dicer/TRBP/PACT fehérjekomplex
miRNS duplexet hoz 1étre. A Dicer komplex hasitasa utan a miRNS duplex szalai szétvalnak és az egyik szl

degradalodik. Az érett miRNS a RISC részét képezve a mRNS-hez kotdédik. Ha a komplementaritas a mRNS
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3’UTR régidja és a miRNS kozott megfeleld, akkor a mRNS degradalodik, ha a komplementaritas részleges,

akkor a target mRNS transzlacidja represszalt. (Faraoni, 2009; modositva)

Altalaban a miRNS-ek a mikroRNS-indukalt csendesité komplexnek (microRNA-
lehetséges poszttranszkripcionalis mechanizmussal szabdlyozza a génexpressziot: mRNS
hasitas vagy transzlacids represszio utjan. Hasitds akkor kovetkezik be, ha a mRNS ¢és a
miRNS kozott a komplementaritas kozel teljes. Ha ez a komplementaritas nem tokéletes,
de a miRNS komplement részének szerkezete megfeleld, a transzlacid represszalasa fog
bekovetkezni tobbek kozott azaltal, hogy a riboszémalis 60S alegység kapcsolddasa az
inicidcié folyaman a miRISC altal akadélyozott lesz (Hutvagner, 2002; Zeng 2002;
Doench, 2003, Bartel, 2004). A miRNS 5’ végén egy 2-8 nt hosszl részt mag régionak
hivnak. Ez a miRNS régio jatszik fontos szerepet abban, hogy a mRNS mintegy 7 nt-nyi
részével a hibridizacio kialakuljon, ¢és ezaltal a mRNS degradicidja a miRNS
kozbenjarasaval bekovetkezzen. Az eddigi vizsgalatok alapjan 6t olyan tulajdonsag van,
melyek elésegitik a miRNS és mRNS kozotti kapcesolatot: 1. AU-gazdag nukleotid
Osszetétel a régid kozelében; 2. a mRNS helyének kozelsége a miRNS-sel tortént
koexpresszalasra; 3. a mRNS kozelsége a miRNS 13-16 nt-jaival torténd hibridizaciora; 4.
pozicionalas a 3° UTR-en beliil legalabb 15 nt tavolsagra a stop kodontdl; 5. pozicionalas a
hosszi UTR-ek centrumat6l messzebb (Grimson, 2007).

A bérnek, mint az emberi szervezet legnagyobb Osszefliggd szervének
morfogenezisében a mikroRNS-ek fontos szerepet jatszanak. Yi €s mtsai kimutattak, hogy
az epidermiszben valamint a szortiiszékben szamos miRNS magas expresszidja sziikséges
a normal borfejlédéshez (Yi, 2006). Az egyik, kisérleteinkben is vizsgalt bor-specifikus
mIiRNS a miR-203 (Sonkoly, 2008). Az embrionalis idészak 13,5 - 15,5 napja kozott az
egerek borében a szuprabazalis sejtek miR-203 szintje 25-szorosére emelkedik az alapi
régioban elhelyezkedd sejtekkel Osszehasonlitva. A miR-203 tobbek kozott a p63-nak,
poszttranszkripcionalis represszalasat végzi (Lena, 2008; Yi, 2008). A p63 az
embriogenezis alatt beinditja az epitelidlis rétegzddést, és fenntartja az érett keratinocitak
proliferativ potencidljat az epidermisz bazalis rétegében (Koster, 2004). Amikor a
differencialatlan Gssejtek elkezdenek differencialodni a szaruréteg felé haladva — egyfajta

védelmi vonalat kialakitva a borben —, @ miR-203 expresszidjanak novekedése révén a p63
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fehérje kifejezodését csokkenti. Az alacsonyabb p63 expresszid viszont lehetdvé teszi a
terminalis differenciacio lezajlasat (Koster, 2004).

A mMIiRNS-ek immunrendszerrel, azon beliil is a velesziiletett immunitassal valo
kapcsolatat mutatja az a 2006-ban napvilagot latott tanulmany, mely szerint a
keratinocitakban is expresszalodd miR-146a, valamint miR-155 human THP-1
monocitakban az LPS indukciét kdvetéen nagyobb mértékben fejezddik ki (Taganov,
2006). A miR-146a expresszidja TNF-a-val és IL-1B-val is kivalthato, NF-kB-fiiggd
modon (Taganov, 2006; Perry, 2008). A miR-146a két targetje, a TNF receptor-asszocialt
faktor-6 (TNF receptor-associated factor-6; TRAF6) és az Interleukin-1 receptor-asszocialt
kinaz-1 (IL-1 receptor-associated kinase-1; IRAK-1) a TLR4 jelatviteli ut kulcsfontossaga
eleme (Taganov, 2006). Az, hogy a miR-146a expresszidja csak sejtfelszini TLR-ok altal
indukalhato jelzi, hogy a miR-146a példaul bakteridlis korokozok esetén szabalyozza a
velesziiletett immunrendszert, viralis fertézéskor viszont nem (Taganov, 2006). Ezzel
szemben egér makrofagokkal végzett kisérletek bizonyitjak, hogy a miR-155 nagyobb
mértéki kifejez6dése mind sejtfelszini, mind intracellularis TLR-ok aktivaciojan keresztiil
végbemegy, ezaltal a miR-155 a bakterialis infekcidkon tal viralis korokozok altal aktivalt

velesziiletett immunfolyamatokat is szabalyoz (O’Connell, 2007; Tili, 2007).

2.4.3. A velesziiletett immunitas negativ regulatorai: a TAM receptorok

A gazdaszervezet fertdzésre adott, inflammaécidval jard valaszanak szabélyozasa
sarkallatos pontja a velesziiletett immunitasnak (Marshak-Rothstein, 2006). Abban, hogy
kronikus gyulladds ne alakuljon ki, fontos szerepet tulajdonitanak annak a csak gerinces
allatokban kifejez6dé receptor protein tirozin kinaz (PTK) csaladnak, melyet a
velesziiletett immunitassal, mint negativ regulator csak az utdbbi idében hoztak szorosabb
Osszefiiggésbe (Rothlin, 2007). Ez a PTK csalad, melynek harom tagjat (TYRO3, AXL és
MER) azonositottak, a TAM receptorok csaladja (Lai, 1991; O'Bryan, 1991). Szerkezetét
tekintve a TAM-ok extracellularis ligandkoté régidja egy kettds immunglobulin-kapcsolt
doménbdl és Ill-as tipusu fibronektin részbdl allo struktira, melyet egy transzmembran
régio, valamint a citoplazmatikus, katalitikus PTK domén kovet (Sasaki, 2006; Lemke,
2008).

A TAM receptorok eddig ismert két ligandja a GAS6 (growth-arrest-specific-6) és
a ProS (proteinS), melyek expresszios mintazata és bioaktivitasa a kiilonb6zé emlds

szovetekben eltérd (Stitt, 1995; Lemke, 2008). Mindkét szekretalt szolubilis fehérjének egy
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kb. 60 aminosavnyi Un. Gla domén talalhatd az N-terminalisan, melyen keresztiil
foszfolipidek foszfatidilszerinjéhez kotddve a GAS6 és ProS fontos szerepet tolt be a
TAM-medialta fagocitozisos folyamatokban (Huang, 2003). A Gla domént négy
epidermalis novekedési faktor (epidermal growth factor; EGF) -szerti modul koveti, mely
utan két laminin G domén talalhat6 (sex hormone binding globulin; SHBG). Ez az SHBG-
szerli rész sziikséges a TAM receptorokkal vald kapcsolat kialakitdsadban, illetve azok
aktivaciojaban (Sasaki, 2002; Sasaki, 2006).

A GASG6 kotddése a homo- vagy heterodimer forméban is eléforduld receptorokhoz
— habar jelentds affinitasbeli kiilonbségek vannak —, eldsegiti mindharom receptor tirozin
autofoszforilaciojat (Nagata, 1996). A vérszérumban viszonylag nagy mennyiségben
jelenlévo, antikoagulansként is leirt ProS-t kezdetben, mint specifikus TYRO3 agonista
tartottdk szamon, azonban szamos Ujonnan végzett kisérlet azt mutatja, hogy a ProS a
TYRO3-at MER-rel egyiitt expresszalo sejtek esetén potens MER agonista is (Rezende,
2004; Prasad, 2006).

A TAM receptorok az idegi-, reproduktiv-, vaszkularis-, valamint immunrendszer
sejtjein is expresszalddnak, ahol tobbek kozott szabalyozzak a himivarsejtek érését, a
vaszkularis simaizom homeosztazisat, az oligodendrocitak életképességét, a dendritikus
sejtek infekciora adott valaszat, valamint az eritropoézist (Lu, 1999; Melaragno, 2004;
Shankar, 2006; Shimojima, 2006; Angelillo-Scherrer, 2008). Tovabba bizonyitott, hogy az
apoptotikus sejtek eltakaritdsaban ezek a receptorok befolyasoljadk a fagocitald sejtek
aktivitasat, hozzajarulva ezzel a normalis szdveti kdrnyezet kialakulasdhoz. A TAM
jelatviteli Utvonalban bekdvetkezett barmiféle zavar a szoveti egyensulyi allandésag
felborulasahoz, ezaltal példaul sterilitashoz vagy vaksaghoz vezethet (Lu, 1999; Prasad,
2006). Rendszerint egy adott sejttipuson egyidejiileg tobbféle TAM is kifejezodik, tovabba
szamos TAM-pozitiv sejttipus magukat a ligandokat is expresszalja (Lemke, 2008.). Noha
a TAM receptorokat — elsésorban az AXL-t — 0Osszefliggésbe hoztdk a rakos
megbetegedések progresszidjaval, a bioldgiai szerepiikrdl a legtobb informacié a TYRO3,
AXL, MER vagy GAS6 knockout egereken végzett kisérletekbodl szarmazik (Lu, 2001;
Caraux, 2006; Greenman, 2007; Rothlin, 2007).

Az eddigi megfigyelésekbdl kitlinik, hogy a TAM gének expresszidjaban
bekovetkezd valtozasok a legstilyosabb problémakat az immunrendszerben okozzak. A
korokozokkal szembeni védelemben a TLR aktivaciot kdvetd gyors, hatékony gyulladasos

valasz elengedhetetlen. Azonban ha a fert6z¢s altal 1étrejott inflammaécio eléri a megfeleld
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hatast, a TLR jelatviteli utak leszabalyozasa sziikséges, elkeriilve egy kronikus gyulladasos

mili6 kialakuldsat (Rothlin, 2007).

Citokin
receptor

WTLR9
Citokin ¥ Pozitiv ‘feed
termelés forward’szignal

A, b
GV receptors, =

4. abra A TLR jelatvitel TAM receptorok altali gatlasa Rothlin és mtsai szerint. (1) A Toll-szerii
receptorokon, tovabba adaptor fehérjéken keresztiili kezdeti valaszok soran a TRAF3 és TRAF6 az IRF3 és
NF-kB transzkripcios faktorok aktivalasaval citokinek — nevezetesen l-es tipust interferonok — termelését
inditjak be, ami sziikséges a gazdaszervezet védelméhez, illetve a gyulladashoz. (2) Az interferon szignal
pozitiv ’feed forward’ hatasa révén tovabbi interferon termelés kovetkezik be a STAT1 transzkripcios
faktoron keresztiil, felerGsitve a valaszt. (3) Azonban az interferonok a STATI révén a gatlo TAM
receptorokat is indukaljak, aminek kovetkezménye egy negativ ’feed back’ hatas lesz. A TAM receptor
ligandok (Gas6 és ProS) szintén aktivaljak a STATI1-et, melynek eredményeképpen SOCS1 és SOCS3
képzddik. A SOCS1 a Mal, a SOCS3 pedig a TRAF3 és TRAF6 miikddését befolyasolva a TLR jelatviteli ut
gatolt lesz. Igy, noha lehet6vé valik a velesziiletett immunvalasz beindulasa, végiil leszabalyozva sajat magét

nem karositja a gazdaszervezetet. (O’Neill, 2007; mddositva)

crer

professzionalis immunsejteken végzett kisérletek alapjdan a TAM receptoroknak
jelentdsége abban rejlik, hogy miikodésiik kovetkeztében a proinflammatorikus citokinek —
pl. TNF-a, IL-6, IFN-0k — termelése erételjesen csokken. Ez a TAM-medialta inhibicios
folyamat — tobbek kozott — a citokin jelatvitelt szuppresszald fehérjék (suppressor of
cytokine signaling; SOCS) révén valosul meg. A SOCS1 és SOCS3 fehérjék egyfeldl az 1-
es tipusu IFN receptor (IFNAR) aktivacidjat kovetéen a JAK (Janus kinase) - STAT
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(signal transducer and activator of transcription) downstream szignalizacio gatlasat,

crer

(Rothlin, 2007).

2.5. A bor velesziiletett immunrendszere és a pikkelysémor

Az egészséges emberi béron nagyszami kommenzalista mikroorganizmus
talalhato, mint példaul a Propionibacterium acnes, Staphylococcus epidermidis, és
Malassezia furfur. A normal floran tal, a bort folyamatosan szamos kérokozo kolonizalja
(pl. S. aureus) tobbségiik azonban nem valt ki klinikai tiineteket. Normalis esetben a bor
mélyebb rétegei folyamatosan fertézésmentesek maradnak, utalva arra, hogy az egészséges
bér sikeresen veszi fel a harcot a korokozok ellen (Pivarcsi, 2005).

Szervezetlink patogén mikrobdkkal szembeni védelmének elsé vonalat — részben
elhelyezkedésiikb6l adoddan — a keratinocitak adjak. Hosszu éveken at tartotta magat az a
nézet, hogy a keratinocitaknak — amelyek az epidermisz 95%-at képezik —, mindossze két
funkciojuk van: az egyik, hogy citokeratinokat termelnek, ezaltal fenntartjak az epidermisz
szerkezetét, valamint az emberi szervezet fizikai barrierjét képezve szamos exogén
mikroorganizmus bejutasat gatoljak (Elias, 2005). Az utdbbi évtized eredményei
egyértelmilen bizonyitjadk azonban, hogy a Keratinocitak aktivan részt vesznek az
epidermiszben zajlo immunfolyamatokban PRR-ok expresszalasa, effektor fehérjék
(citokinek, kemokinek és AMP-ek) szekretalasa, illetve MHC II antigének expresszalasa
révén. Mivel mind a velesziiletett, mind a szerzett immunitadsban fontos szerepet jatszanak,
ezért a keratinocitdkat immaron félprofesszionalis immunsejtekként kell szdmon tartani.
Ezek a sejtek a professzionalis immunsejtektél (dendritikus sejtek, T-sejtek, makrofagok)
legfoképpen abban kiilonbdznek, hogy az immunvalaszuk lassibb és 1ényegesen kevesebb
effektor fehérjét képesek termelni (Barker, 1991; Basset, 2003).

Mintézatfelismeré  receptoraik  segitségével a  keratinocitdk  szamos
mikroorganizmust képesek felismerni, tovabba — még nem teljesen ismert mechanizmus
altal — meg tudjak kiillonboztetni a kommenzalistakat a korokozoktol (Philpott, 2001;
Pivarcsi, 2005). A keratinocitak immunvalaszanak a specifikussagaért a kiilonb6z6 PRR
kombinaciokon keresztiil aktivalodo jelatvivd utvonalak a felelések. Ennek
eredményeképpen a keratinocitdk kiilonb6z6 AMP-eket valamint gyulladaskeltd
citokineket és kemokineket termelnek (Song, 2002; Baker, 2003; Pivarcsi, 2003; Mempel,
2003). Az AMP-ek termelését illetéen egyértelmli, hogy az alacsonyszinti AMP-et
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tartalmazo 1éziok joval érzékenyebbek a fert6zésekkel szemben (Liibbe, 2003). Mivel a
keratinocitak altal termelt effektor fehérjék tilnyomod tobbsége biokémiai hivojel
funkcioval is rendelkezik, a fert6zések helyére nagyszdmu professziondlis immunsejt
érkezik (Pivarcsi, 2005). Utobbi sejtek joval nagyobb mennyiségii effektor fehérjét
képesek termelni, mint a keratinocitak igy a kérokozodkat nagyobb hatékonysaggal képesek
elpusztitani. Ezek a folyamatok is bizonyitjdk a keratinocitdk és a professzionalis
immunsejtek kozott fennalld kapcsolatot, valamint a velesziiletett és szerzett immunitas
kozotti érzékeny egyensulyt (Nestle, 2009).

A rendszerben bekdvetkezé barmiféle zavar, mint példaul a gyulladaskeltd fehérjék
abnormalis kifejezddése, deregulacioja, epigenetikai modosulas gyulladasos borbetegség
kialakuldsdhoz vezethet. Ezek k6z¢é a bort érintd, kronikus gyulladassal jard betegségek
koz¢é tartozik a pikkelysomor (pszoriazis), melynek kialakuldsdban genetikai és kdrnyezeti
tényezOk, tovabba az immunfolyamatokban bekdvetkezé abnormalitasok IS Sszerepet
jatszanak. A pikkelysomor kapcsan a borben talalhatdo szdmos sejttipus (keratinocita,
fibroblaszt, monocita-eredetii immunsejt, T-sejtek, hizosejt) érintett (Nestle, 2009;
Monteleone, 2011). A betegség tobbek kozott fokozott keratinocita proliferacioval,
csokkent apoptozissal, valamint az inflammaciot eldsegité sejtek epidermalis
a pikkelysomords 1éziok kialakuldsa a bOr keratinocitdi és az infiltralodd immunsejtek
kolcsonhatdsa nyoman jon létre, melynek soran tobb szdz gén és fehérje kifejezddése
megvaltozik, a rezidens bdrsejtekben, mint félprofessziondlis immunsejtekben és a
professzionalis immunsejtekben lezajlo konkrét szabalyozd mechanizmusokrol kevés
ismeretiink van (Nomura, 2003; Carlén, 2005; Nestle, 2009).

A pikkelysomor patogenezisében a PRR-0k koziil a TLR-0knak kitiintetett szerepe
van. Ahhoz, hogy a bér immunrendszerének mikroflora altali folyamatos aktivacidja ne
kovetkezzen be, tobbek kozott a kiiltakaroban jelenlévd dendritikus sejtek alacsony TLR
expresszioja sziikséges (Takeuchi, 2003). Azon tal, hogy a keratinocitakon szamos TLR
kifejezédik (kivéve a TLR7 és TLRS), a lokalizacidt illetden egészen eltérd kép figyelhetd
meg: amig egészséges borben példaul a TLR2 a bazélisan elhelyezkedd keratinocitak altal
fejezodik ki, addig a pikkelysomords 1€zios teriileten az epidermisz felszinhez kozelebbi
régiodjaban expresszalodik (Baker, 2003; Lebre, 2007). Az, hogy az eltér6 TLR2
kifejez6dés hogyan kapcsolodik az epidermalis hiperproliferdcidhoz és a keratinocita

differenciaci6 karosodasdhoz pszoriazisos bérben, még nem teljesen ismert.
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Hasonloképpen a TLR2-nél megfigyeltekhez, a TLR1 is a felsébb epidermalis rétegekben
mutat nagyobb mértékii expressziot. Azonban a TLR5 szintje a pikkelysomoros 1€zios
teriileten alacsonyabb, mint ami a nem-1éziés epidermisz esetén elmondhatd. Szamos
tanulmany szol arrdl, hogy a TLR7 agonista imiquimod (IMQ) egerekben pszoriazisos
plakkok kialakulasat eredményezi, ebbdl kifolydlag az IMQ-ot eldszeretettel hasznaljak a
pikkelysomor egér modelljében a tiinetek kivaltasara (Gilliet, 2004; Wu, 2004; Fanti, 2006;
Rajan, 2006).

A pikkelysomor, mint kronikus gyulladésos betegség kapcsan a bor sejtjei altal
termelt effektor molekuldk (citokinek, kemokinek) mennyisége is jelentésen megvaltozik
az egészséges allapothoz képest. A betegség patogenezisében a TNF-a-nak, mint
gyulladésos citokinnek kitiintetett szerepe van (Ettehadi, 1994). A TNF-a-n tal azonban
szamos mas, a 1ézios teriiletek kialakitasaban résztvevé gyulladaskeltd citokin és kemokin
— mint példaul az IL-6, CXCLS8, IL-17, IFN-y — kifejez6désének novekedése is
bekovetkezik (Nickoloff, 2007). Ezen feliil pikkelysomords betegek 1ézids borében az
AMP-ek abnormalis expresszioja (a legtobb AMP-et pszoriatikus borben azonositottak) is
megfigyelheté (Ong, 2002; Biichau, 2007; Hollox, 2008). A cathelicidinek emelkedett
szintje mellett példaul a hBD-2 is nagyobb mértékben van jelen a pszoriatikus teriileteken,
melybdl kifolyolag a pikkelysomords betegek gyulladt borteriiletei sokkal ellendllobbak a
kiilonbozo fert6zésekkel szemben (Ong, 2002).

Az epigenetikai jellegli vizsgalatok a pszoriazis kapcsan mind a HAT-ok, mind a
HDAC-ok abnormadlis expressziojat kimutattdk. Egészséges emberek borével
Osszehasonlitva a pszoriatikus 1ézi6s bor HDAC-1 mRNS szintje jelentds emelkedést mutat
(Tovar-Castillo, 2007). Tovabbi megfigyelés pikkelysomords betegekbdl izolalt periférialis
mononuklearis sejtek (peripheral blood mononuclear cell; PBMC) esetén a H4 hiszton
fehérjék globalis hipoacetilacioja a kontroll mintakhoz képest (Zhang, 2011).

Az emberi borben kifejez6d6 miRNS-ek funkcidja egyeléore még nem teljesen
feltérképezett. A pszoriazissal, illetve ezen keresztiil a velesziiletett immunfolyamatokkal
¢s a TNF-a jelatviteli utvonallal azonban t6bb miRNS is 6sszefliggésbe hozhatd (Sonkoly,
2008). A pikkelysomor, eltéréen az egészséges bornél, vagy mas kronikus gyulladasos
borbetegségnél (ekcéma) latottal szemben, egy sajatos miRNS expresszids profillal
jellemezhetd. A miR-203 volt az els6 olyan miRNS, melynek szignifikans

overexpresszidjat talaltadk pikkelysomoros betegekben (Sonkoly, 2007). Raadasul

crer
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fejezddik ki a miR-203, a pikkelysdmords 1€zids bor Osszes epidermalis rétegében megnd
az expresszidja. A 1¢ézids plakkokban a mIiR-203 megemelkedett kifejezédésével
egyidejiileg az evolucidosan konzervalt miR-203 target SOCS3, mint a gyulladasos
folyamatok negativ reguldtora és keratinocita funkciok aktiv szerepldje szuppresszalodik.
A SOCS3 annak a STAT3 transzkripcids faktoron Keresztiili utvonalnak a gatlasat végzi,
mely szamos novekedést szabalyozo szignal, valamint gyulladaskeltd citokin (pl. IL-6,
IFN-y) kapcsan érintett (Sonkoly, 2008). A SOCS3 kapcsan azonban nem szabad
megfeledkezniink az el6z6 fejezetben mar emlitett, a velesziilett immunfolyamatok negativ
szabalyozasaért felelés TAM receptorokrol sem, melyek pikkelysomords bérben torténd
expresszioja teljesen ismeretlen.

A pikkelysomords borléziok esetén egy masik miRNS, a leukocita-eredetii, NF-«xB-
fliggé miR-146a megemelkedett kifejez6dését is megfigyelték (Sonkoly, 2008). A miR-
146a a TRAF6 és IRAK-1 fehérjék — mint a TLR/IL-1p utvonal két fontos elemének —
expresszi®jat negativan szabalyozva a TNF-o-indukalt apoptozis gatlasat segiti eld, ami
hozzajarulhat a pikkelysomor patogeneziséhez (Taganov, 2007).

Azonban nemcsak megemelkedett, hanem downregulalt miRNS-eket is
azonositottak ezzel a borbetegséggel kapcsolatban. Tobbek kozott a miR-125b
expresszidjanak csokkenése figyelheté meg (Sonkoly, 2008), ami a TNF-a
downregulalodik, a TNF-a-ra gyakorolt gatld hatas csokkenésével egy emelkedett TNF-a
szint jelentkezik a 1ézios bérteriileteken (Zhang, 2011).
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3. CELKITUZESEK

Az emberi szervezet patogén mikrobaval torténé talalkozasakor rendszerint
gyulladasos reakcioval valaszol. Azonban ezek a valaszreakciok — melyek dramatikus
valtozasokat okozhatnak a homeosztazisban — szigoruan szabalyozott keretek kozott kell,
hogy végbemenjenek, hisz barmiféle, a velesziiletett immunfolyamatokat érintd zavar
esetén az akut gyulladas kronikussa valhat, kiilonboz6 betegséget eldidézve. Noha egyre
boviil az ismeretiink a velesziiletett immunitds kiilonbozé szintli szabalyozasaval
kapcsolatban, tovabbi mélyrehatd vizsgalatok sziikségesek annak érdekében, hogy a
kronikus gyulladassal jard betegségek esetén hatékony terapias megoldasok alljanak

rendelkezésre.
Mindezek tukrében munkank soran az alabbi célokat tiztik ki:

1. A velesziiletett immunfolyamatok gén-specifikus kontrollalasaért felelGs
szabalyoz6 mechanizmusok vizsgalatdhoz egy olyan in vitro kisérleti modell
felallitasa, amely segitségével mind az akut, mind a perzisztens gyulladas jol
modellezhetd.

2. A kialakitott modellben megvizsgalni, hogy a velesziiletett immunrendszer
félprofesszionalis immunsejtjeiként szamon tartott keratinocitdk esetén a PGN
indukci6é hogyan valtoztatja meg a gyulladaskelté citokinek/kemokinek, valamint
az antimikrobialis peptidek gén- és fehérje expresszids mintazatat.

3. Feltérképezni, hogy PGN indukciot kovetden hogyan valtozik a transzkripciot
nagymértékben modositdo hiszton fehérjék globalis acetilacios szintjeinek
dinamikéja keratinocitakban.

4. Kisérleti modelliinket alapul véve kovetkezd 1épésben keratinocitakban
tanulmanyozni a poszttranszkripcionalis szabalyozasban résztvevd miRNS-ek —
elsésorban a miR-203 —, illetve targetjeinek (p63, SOCS3) kifejezddését.

5. A velesziiletett immunfolyamatokban kiemelkedéen fontos szerepe van a negativ
regulacionak. Ebbdl kifolyolag a velesziiletett immunitast fékentartd, a gyulladas
mértékét negativan szabalyoz6 TAM receptorok és ligandjuk (GAS6E) gén- és
fehérjeszintli expresszidjat vizsgdlni kiilonb6zé mikrobidlis agensekkel valo
indukciot kovetden mind professzionalis, mind félprofesszionalis immunsejtekben.

6. A TAM receptorok és ligandjuk (GAS6) kifejez6dését tanulmanyozni kronikus
gyulladésos betegség, a pikkelysomor esetén.
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4. ANYAGOK ES MODSZEREK

4.1. A Kkisérletek soran hasznalt sejtkultarak

Fél-professzionalis immunsejtek

HaCaT sejtek
Az immortalizalt HaCaT human keratinocitakat 10% (v/v) FBS-t (fetal bovine
serum; Gibco) és 1% (v/v) antibiotikumot/antimikotikumot (AB/AM; penicillin,

streptomycin/amfotericin B; Sigma) tartalmaz6 DMEM (Gibco) médiumban tenyésztettiik.

PK E6/E7 (vaginalis epitélsejt) és primer keratinocita (pKC) sejttenyészetek
A sejteket Keratinocyte SFM (serum-free) médiumban (Gibco) tenyésztettiik, 5

ng/ml rekombinans EGF (epidermal growth factor; Gibco), 50 pg/ml BPE (bovine
pituitary extract; Gibco), 20 mM L-glutamin és 1% AB/AM (Sigma) kiegészitéssel.

Professzionalis immunsejtek

Dendritikus sejtek (DC)

Egészséges donorok periférias véréb6él mononuklearis sejteket (peripheral blood
mononuclear cell; PBMC) izolaltunk Ficoll Paque Plus stiriiség gradiens centrifugalassal.
Az izolalt monocitakat kitapadés milanyag lemezeken tenyésztettiik. Eretlen dendritikus
sejtek differenciéltatdsa esetén a sejteket 5 napon keresztiil 1000 U/ml rekombinans human
granulocita-makrofag koloniastimulalo faktorral (GM-CSF; Sigma) és 1000 U/ml
rekombinans human interferon-a-val (IFN-a; Sigma), tovabba 10% (v/v) héinaktivalt
FBS-sel (Gibco) és 1% (v/iv) AB/AM-mel (Sigma) kiegészitett RPMI 1640 médiumban
(Gibco) tenyésztettiik. Ahhoz, hogy érett dendritikus sejteket hozzunk 1étre, tovabbi egy
napig 10 ng/ml rekombinans human TNF-oa-t (R&D Systems) adtunk a médiumhoz.

THP-1 sejttenyészet (human akut leukémia monocita sejtvonal)

A sejteket RPMI 1640 médiumban (Gibco), 10% (v/v) héinaktivalt FBS (Gibco) és
1% (v/iv) AB/AM (Sigma) hozzaadasaval tenyésztettiik. Az aktivalatlan THP-1 sejtek
aktivalasa végett 48 oran keresztiil 5 ng/ml végkoncentracioban forbol-mirisztil-acetatot

(PMA; Sigma) adtunk a sejtekhez.
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A sejteket minden esetben standard sejtkultira kondiciok kozétt tartottuk, 37 °C-on
5% CO, tartalom mellett. A sejtek felhasznalasa a kiilonb6z6 kisérletekben 60-70%-0s

konfluencia esetén tortént.

4.2. Sejttenyészetek stimulalasa

A kisérletek soran a kovetkez6 mikrobialis agensekkel torténtek a sejtek stimulalasali:

- PGN: Staphylococcus aureus-eredetli peptidoglikan (TLR2 ligand) (Fluka), 10 ug/ml
végkoncentracioban.
- LPS: Escherichia coli-eredetli lipopoliszacharid (TLR4 ligand) (Sigma), 1 pg/mi
végkoncentracioban.
- Poly I:C: viralis kettés szali RNS szintetikus analdgja (TLR3 ligand) (Enzo Life

Sciences), 10 ug/ml végkoncentracioban.

A PGN-indukalt kromatin médosulasok tanulmanyozasakor a HaCaT sejtek egy
részét a mikrobialis stimulacio el6tt 2 oraval, illetve a PGN fertézés utan 24 oOraval

Trichostatin A (TSA; 200 ng/ml; Sigma) hiszton deacetilaz inhibitorral (HDACI) kezeltiik.

4.3. Transzfektalas

A HaCaT sejtek transzfektalasa specifikus anti-miR-203 miRNS inhibitor, illetve
anti-miR negativ kontroll konstrukttal, a sSiPORT™ Polyamine-Based Transfection Agent
(Applied Biosystems) alkalmazasaval tortént. A transzfektalast a gyarto altal eldirt ’pre-
plated’ transzfekcids protokoll szerint végeztilk. A megfeleléen higitott siPORT Amine
transzfekcios agenst és az anti-miR-203 inhibitort/anti-miR negativ kontrollt Opti-MEM
médiumban (Gibco) 6sszekeverve 10 percig inkubaltuk szobahdmérsékleten. Ezt a
nukleinsav/siPORT Amine transzfekcios komplexet adtuk a HaCaT sejtekhez. A
transzfektalt sejtek normal sejtkultira kondicios koriilmények kozott, 37 °C-on voltak
tartva. 24 oraval az elsO kezelés utan a transzfektalast megismételtiik, igy biztositva a

miRNS inhibitor folyamatos jelenlétét.

4.4. RNS tisztitas
A sejtek stimulacidja utdn meghatarozott iddpontokban total RNS-t tisztitottunk.
Az RNS kivonashoz RNeasy Mini Plus Kit-et (Qiagen) hasznaltunk. A tisztitast a gyarto

altal ajanlott protokoll alapjan végeztilk. Roviden: a sejtek Osszegylijtése utan, B-
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mercaptoetanolt tartalmazd RLT pufferben lizaltuk a sejteket, majd a genomi DNS-t
oszlopos tisztitdsi modszerrel tavolitottuk el. Etanol hozzaadasa utan RW1 és RPE puffer
segitségével RNeasy oszlopon tortént az RNS megkotése, majd az oszloprél RNaz-mentes
vizzel mostuk le az RNS-t. Az RNS mindségét €s mennyiségét NanoDroppal, Qubittal €s

Bioanalyzerrel allapitottuk meg.

4.5. Reverz transzKripcio és valds idejii kvantitativ polimeraz lancreakcio (Kvantitativ
RT-PCR)

Az RNS mennyiségi és mindségi ellendrzése utan High Capacity RNA to cDNA
Kit-tel (Applied Biosystems) cDNS-t készitettiink az Applied Biosystems Veriti Thermal
Cycler késziilék segitségével a gyarto altal megadott protokoll szerint. A kvantitativ RT-
PCR reakciokat ABI StepOne Plus Real-Time PCR System késziiléken végeztik. A
génexpresszios szintek meghatarozasahoz TaqgMan Gene Expression Assay-eket és
TagMan Gene Expression Master Mix-et (Applied Biosystems) hasznaltunk.

A miRNS-ek expresszidos mintazatanak vizsgalata TagMan MicroRNA Reverse
Transcription Kit és TagMan MicroRNA Assay-ek (Applied Biosystems) felhasznalasaval
torténtek a gyarto altal megadott protokoll alapjan.

A Kkapott expresszios értékeket génexpresszio mérésekor 18S rRNS-re, illetve a
MIiRNS-ek expresszidjanak meghatarozasa esetén RNU48-ra normalizaltuk. Minden
kisérletet legalabb 3 biologiai replikatummal, két technikai parhuzamossal végeztiink el,

melyekbdl az expresszio valtozasait a 2°%C; modszerrel értékeltiik ki.

A kisérletek soran hasznalt primerek:

Target Assay szam Target Assay szam
18S rRNS | Hs99999901 TYRO3 Hs00170723
IL-6 Hs00174131 AXL Hs00242357
CXCLS8 Hs00174103 MERTK Hs00179024
TNF-a Hs00174128 GAS6 Hs00181323
DEFB4 Hs00175474 RNU48 001006
CAMP Hs00189038 miR-146a 000468
SOCS3 Hs01000485 miR-155 002623
p63 Hs00978340 miR-203 000507
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4.6. Hiszton extrakcio

A kiilonboz6é mikrobialis agensek hatasara tortént hiszton acetilacios szintek
modositasanak vizsgalatdhoz az Abcam hiszton extrakcios protokolljat hasznaltuk. A
sejteket Osszegyljtésiik utdn Kkétszer, 5 MM Na-butiratot tartalmazo jéghideg PBS-sel
mostuk. 10 perc 1250 x g centrifugalas utan a sejteket Triton extrakcids pufferben (TEB)
szuszpendaltuk fel (PBS kiegészitve a kovetkezokkel: 0,5% (v/v) Triton X-100, 2 mM
fenil-metil-szulfonil-fluorid (PMSF) és 0,02% (v/v) NaNs). A 10 perces lizalas jégen,
enyhe mechanikai razatds mellett tortént. Ezt a minta 4 °C-on 10 percig tarté 2500 X g
centrifugalasa, majd a feliilusz6 eltavolitasa kovette, végiil a pelletet 0,2 N HCl-ben Gjra
felszuszpendaltuk. Az éjszakan 4t, 4 °C-on torténd savas extrakcié utin a mintat 10 percig

2500 x g-n centrifugaltuk, majd a feliiluszobol NanoDrop segitségével meghataroztuk a

crer

4.7. Citokinek mérése ELISA mddszerrel

A sejttenyészet feliilluszobol a citokinek (IL-6, CXCLS8) szintjének mérése
Quantikine Single Analyte ELISArray Kit (R&D Systems) felhasznalasaval a gyarto altal
eloirt protokoll szerint tortént. A standard gorbe felvételéhez rekombinans human IL-6 és
CXCLS higitasi sort készitettiink. A mintak optikai denzitasanak meghatarozasa Microtiter
Plate Reader-rel (FluoStar Optima, BMG Labtech), 450 nm-en tortént, 570 nm-es

hullamhosszon mért korrekcioval.

4.8. Total fehérje extrakcio

A sejteket Osszegyljtésiik (felkaparas vagy Tryple (Invitrogen) kezelés) utan
kétszer jéghideg PBS-sel mostuk, majd proteaz inhibitort (PIC; Sigma) és 1 mM PMSF-t
tartalmazé PBS-ben homogenizéltuk. Ezt kovetéen a mintdkat folyékony nitrogénben
gyorsan lefagyasztottuk, ezutan jégen lassan, enyhe razatas mellett felolvasztottuk, mely
miiveletet 3-4-szer egymast kdvetden elvégeztiik. Mindezek utan 4 °C-on egy 10 perces

13000 x g centrifugalas kovetkezett, majd a fehérjéket tartalmazo feliiluszot megtartva a

crer

4.9. Fehérje meghatarozas Western blot analizissel
A fehérjék kvantitativ analiziséhez a total fehérje-, illetve hiszton fehérje mintakbol

egyenld mennyiségeket 10, illetve 15% Tris-SDS-PAGE-n futtattunk, majd Pure Trans-
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Blot Transfer Medium nitrocelluléz membranra (Bio-Rad) Dblottoltuk. A blottolas
sikerességét Ponceau festékkel igazoltuk, majd a membrant 1 6ran keresztiil 5% tejporos
IXTBS - 0,1% (v/v) Tween-nel blokkoltuk. A blokkolast kovetéen a membrant a vizsgalni
kivant fehérjékkel szemben, megfelelé aranyban higitott specifikus ellenanyagokkal 1-1,5
orat inkubaltuk szobahdmérsékleten. A hiszton fehérjék dinamikajanak modosulasat
illetden az alabbi antitesteket hasznaltuk: nyul anti-H3K4Ac pAb (Upstate), nyul anti-
H3K9Ac pAb (Upstate), nyul anti-H3K14Ac pAb (Millipore), nyal anti-H4panAc pAb
(Upstate), valamint nyul anti-H4K8Ac pAb (Abcam). Total fehérje mintak esetén a
specifikus els6dleges ellenanyagok a nytl anti-p63 pAb és egér anti-SOCS3 mAb
(mindkett6 Santa Cruz) voltak. Belsé kontrollnak nyul anti-H3 pAb (Diagenode), egér
anti-H4 mAb (Abcam), illetve anti-pB-aktin pAb (Sigma) elsédleges ellenenyagokat
alkalmaztunk.

Masodlagos antitestként HRP-vel konjugalt kecske anti-nyul, illetve anti-egér IgG-t
(Bio-Rad) hasznaltunk, szobahémérsékleten 1-1,5 6ra inkubacios idovel. Az egyes 1épések
kozott 5% tejport tartalmazd 1XTBS - 0,1% (v/v) Tween oldattal mostuk a membrant. A
kemilumineszcens jelek detektalasa Immobilon Western Chemiluminescent HRP
Substrates (Millipore) felhasznalasaval tortént. A fehérjék %-ban kifejezett mennyiségét

denzitometrids kiértékelés alapjan adtuk meg.

4.10. Immunfluoreszcens festési eljaras a fehérjék detektalasara

A vizsgélni kivant fehérjék immunfluoreszcens detektaldsdhoz a HaCaT sejteket 8
lyuku flexiPERM térelvalaszto szilikonos targylemezen (Sarstedt) tenyésztettiik.

A sejteket 15 percig 4% (w/v) paraformaldehidet és 0,1% Triton X-100-at
tartalmazd PBS-ben fixaltuk és permeabilizaltuk szobahémérsékleten, majd PBS + 0,1%
Triton X-100 (PBT) + 5% FBS (Gibco) oldattal blokkoltuk. Ezutan a sejteket
szobahémérsékleten 1 oran keresztiil, vagy 4 °C-on egy éjszakan at az el6z6 fejezetben
felsorolt els6dleges antitestekkel inkubaltuk. A haromszori PBT-vel valé mosast kdvetéen
a sejteket 1 oran at TRITC/FITC -konjugalt kecske anti-nyul 1g vagy anti-egér Ig (Bio-
Rad) masodlagos antitestekkel inkubaltuk. Ismét haromszori PBT mosas, majd 5 perc
DAPI festés kovetkezett. A mintakat mosas utan Citifluor-ral (Citifluor Ltd.) fedtiik -
meggatolva ezzel az id6 el6tti fluoreszcens jel kioltodasat -, majd Zeiss Axio Observer Z1

tipusu fluoreszcens mikroszkoppal vizsgaltuk.
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4.11. RNS extrakcio borbél szarmazo biopszia mintakbol

Pikkelysomoros betegek 1€zids és nem-1ézios borteriileteirdl, valamint egészséges
emberek borébdl ‘shave’ biopsziaval mintavételezésre Kkeriilt sor a mar korabban leirt
modszer szerint (Belsd, 2008). A bdraljai szovetrész eltavolitasa utan a mintakat diszpazzal
(Roche Diagnostics) egy éjszakan 4t 4 °C-on inkubaltuk. Masnap az epidermalis és
dermalis részek szétvalasztasat kovetden a szeparalt bormintakhoz 1-1 ml TRIzol Reagenst
(Life Technologies) adtunk, amelyeket 400 pl kloroform (Sigma) hozzdadasa utan
erdteljesen Osszevortexeltiink. Ezutan a mintakat 10 percig 16600 X g-n centrifugaltuk,
majd a kapott feliilaszobol a genomi DNS-t oszlop segitségével eltavolitottuk (RNeasy
Plus Mini Kit; Qiagen). A tovabbiakban az RNS tisztitas, kvantitalas, valamint a reverz
transzkripcid €s a kvantitativ RT-PCR a fentebb leirtak alapjan lett elvégezve.

A mintavételezések a paciensek informalasaval, illetve beleegyezésével, valamint a
regionalis etikai bizottsag jovahagyasaval a Helsinki Egyezmény alapelveit szem el6tt

tartva torténtek.

4.12. Statisztikai analizis

A feltiintetett adatok minden esetben legalabb harom fiiggetlen bioldgiai mintan
mért értékek atlagai és szorasai. A statisztikai analizishez SPSS 19 adatfeldolgoz6 szoftvert
hasznaltunk. Az adatok feldolgozasa, a szignifikancia megallapitaisa ANOVA program
segitségével tortént LSD-, Tukey-, valamint Bonferroni-tesztek alkalmazasaval. Az egyes

értékek kozotti kiilonbséget szignifikansnak a p<0,05 teljesiilése esetén tekintettiik.
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5. EREDMENYEK

5.1. Kisérleti modell

Annak érdekében, hogy vizsgalni tudjuk azokat a szabalyoz6 mechanizmusokat,
melyek a bor velesziiletett immunfolyamatainak gén-specifikus szabalyozasaért feleldsek,
kezdeti 1épésként egy modellt hoztunk 1étre.

A modell kialakitasdhoz elsé korben HaCaT immortalizalt keratinocitakat, mint
félprofesszionalis immunsejteket hasznaltunk, melyeket S. aureus-eredetti peptidoglikannal
(PGN) kezeltink egyszer, vagy kétszer, ezaltal akut, illetve perzisztens fert6zést
modellezve (5. A abra). A sejtek egy része kontroll csoportot képezve csak médiumot
kapott az egyes kezelésekkor (naiv sejtek; N). A sejtek egy masik csoportjat 24 oran
keresztiil 10 pg/ml (w/v) végkoncentracioban PGN-nel indukaltuk (tolerizalt sejtek; T). A
24 oras inkubacio letelte utan a sejtekr6l a médiumot eltavolitottuk, majd kétszer PBS-sel
mostuk. Mosas utan a naiv (N) és tolerizalt (T) sejtekhez csak médiumot adtunk, azonban
tovabbi két sejttenyészetet PGN-nel indukaltunk, illetve Gjrakezeltiink (N+PGN; T+PGN).
A mintavételezés a masodik kezelés utan 3, valamint 24 oraval (vagyis az els6 PGN
indukci6 utan 27, illetve 48 oraval; a dolgozatban 27h és 48h jeloléssel feltiintetve a
mintavételezés idépontja) késobb tortént.

Parhuzamosan mindezzel annak érdekében, hogy az epigenetikai valtozasokat is
vizsgalni tudjuk, a fenti kisérleti beallitdsokat alapul véve HaCaT sejteket a PGN indukcio
elott 200 ng/ml végkoncentracioban a HDAC-ok muikodését gatld Trichostatin A-val
(TSA) 2 oran at el6kezeltiik (5. B abra). A TSA kezeléssel — befolyasolva a hisztonok

acetilaltsagi szintjét —, megnd azoknak a géneknek az expresszidja, amelyek
transzkripcidjara a hiszton nagyobb foku acetilaltsaga pozitiv hatassal van.
mintavételezés B. mintavételezés
v v T5A 158 ¥ ¥
N + + N t t + + +
elsé PGN
elsé PGN ezelés
kezelés ¥ v TsA kTS!i v v
N+PGN — - N+PGN — -
elsé PGN elsé PGN
kezelés ’L ’l’ TSA kezelés TSA 4’ 4’
T t t t T t t —it f
5 masodik elsé PGN Pg\élsl‘:ddil é
EI:;;:E? PGN kezelés ¥ TSA  kezelés Isa ¥ v
T+PGN t t ' T+PGN }
0Oh 24h 27h 48h -2h Oh 24h  27h 48h

5. abra A kisérleti modell soran tortént kezelés és mintavételezés (A)
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T: egyszeri PGN kezelés a jelzett iddpontban; T+HPGN: kétszeri PGN indukcio a jelzett idé6pontokban. A
HDACI TSA-val tortént elokezeléssel modositott kisérleti modell (B).

A keratinocitdkban, mint félprofessziondlis immunsejtekben el6fordulo, a
poszttranszkripcionalis szabalyozasban résztvevé MIRNS, a miR-203-nak, valamint
targetjeinek szerepét a PRR aktivaciot kovetd vizsgalatihoz a HaCaT sejteket PGN
kezelésiik el6tt anti-miR-203 miRNS inhibitorral, illetve kontrollként tres vektorral
transzfektaltuk (6. abra).

mintavételezés
ant- anti-
miR-203 miR-203 + ¢
N } t } + +
. . elsé PGN
anti- anti- B
miR-203 miR-203 kezelés + \L
N+PGN t t + t t
ant-miR-203
anti- elsé PGN
miR-203 kezelés + ¢
T t t t t t
anti-miR-203 R .
anti- elsé PGN misodik )
miR-203 kezelés PGN kezelés \» gb
T+PGN t t t t }
- 24h Oh 24h 27h 48h

6. abra Kisérleti modell a keratinocita-specifikus miR-203 tanulmanyozasara. N: naiv, kezeletlen sejtek;
N+PGN és T: egyszeri PGN kezelés; T+PGN: kétszeri PGN indukcid. A transzfektalas, valamint az RNS

és/vagy fehérje mintavételezése a jelzett id6pontokban torténtek.

Az alabb bemutatasra keriil6 eredmények tobbsége esetén kisérleteinkben ezeket a
modelleket alkalmaztuk, melyek segitségével in vitro koriilmények kozott vizsgaltuk a
borben akut és kronikus mikrobialis infekciok alatt lezajlo velesziiletett immunfolyamatok

kromatin-, gén-, és fehérje expresszio-, illetve miRNS-szint{ valtozasait.

5.2. Gyulladaskeltoé citokinek/kemokinek gén- és fehérje expressziés mintazatinak
valtozasa akut és kronikus gyulladasos modellben

A gazdaszervezet patogén mikrobaval valé taldlkozasakor  kiilonb6zd
citokin/kemokin molekuldk termelddnek, melyek nagymértékben befolyasoljak az akut
gyulladasos folyamatokat tobbek ko6zott informaciotovabbitdo-, vagy az immunvalasz
intenzitasat és tartamat szabalyozé szerepiiknél fogva. Eppen ezért a megfelelé PGN

kezelés utdn szamos pro- és anti-inflammatorikus citokin/kemokin gén- és fehérje

36



expresszios profiljat kovettitk nyomon keratinocitdkban, melyek koziil jelen dolgozatban
két, a gyulladasos folyamatokban kulcsszerepet jatsz6 mediatornak, az IL-6-nak, illetve a
CXCL8-nak az akut és perzisztens PGN indukciot kovetd kifejezédésének vizsgalati
eredményei keriilnek bemutatasra.

Megfigyelésiink alapjan elmondhato, hogy az egyszeri, 3 oras PGN kezelés (27h
N+PGN) szignifikansan megemelte mind az IL-6, mind a CXCL8 mRNS szintjét a
kontrollhoz (27h N) képest, mely markans génaktivitds hosszab tavon (27h T) is
megmaradt (7. A és B abra, fekete 0szlopok). Abban az esetben, mikor egy ujboli PGN
kezelésnek tettiik ki a sejteket, szintén szignifikans emelkedést tapasztaltunk a két

gyulladaskelté mediator génkifejezédésében (27h T+PGN).

- IL-6 7 CXCL8
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7. abra A gyulladaskeltd IL-6 (A) és CXCL8 (B) génexpresszios mintazata keratinocitakban és a
keratinocitak altal szekretalt IL-6 (C) és CXCL8 (D) (TSA elékezelés esetén egy reprezentativ adatsor)

fehérje mennyisége akut és perzisztens gyulladasos modellben (* p<0,05).

A késobbi, az els6é PGN indukcidé utan 48 ora elteltével vett mintdkat elemezve a
két effektor molekula génexpresszids mintdzata mar eltérést mutatott. Amig az IL-6 esetén

sem az akut, sem a perzisztens PGN kezelés sem valtott ki szamottevd kiilonbséget a
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kontroll (48h N) csoporthoz képest, addig a CXCL8 mRNS-nek szignifikansan
megemelkedett szintje volt megfigyelhetd a 48 o6rdas N+PGN csoportnal. Habar ez a
valtozas lecsengett a 48 6ras T mintakban, a masodszori PGN kezelés esetén (48h T+PGN)
ismételten szignifikdns génexpresszié novekedést tapasztaltunk a kontrollhoz (48h N)
viszonyitva, vagyis a megfigyelt génexpresszio emelkedés nem az idében kordbban
bekovetkezett PGN kezelés, hanem az ijrakezelés direkt hatasa.

A HDAC inhibitor TSA-val tortént elokezelés azonban megvaltoztatta azt a képet,
amit Oonmagaban a PGN indukcié/reindukcido okozott az IL-6 ¢s CXCL8 gének
kifejez6désében (7. A és B abra, sziirke oszlopok). Noha a TSA jelenlétében végzett 3 oras
PGN kezelés (27h N+PGN) mindkét medidtor esetén fokozta a génexpresszids aktivitast -
a CXCLS8-nal szignifikdns mértékben - dsszehasonlitva a naiv, kezeletlen sejtekkel (27h
N), ez az 1d6 eldérehaladtaval (27h T) jelentdsen mérséklddott. Ezen a helyzeten nem
valtoztatott a PGN-nel tortént masodszori kezelés (27h T+PGN) sem az IL-6, sem a
CXCL8 mRNS mennyiségét tekintve.

A borben lezajlo velesziiletett immunfolyamatokban a keratinocitak altal termelt
gyulladaskelté mediatoroknak rendkiviil fontos szerepe van a professzionalis immunsejtek
aktivalasaban. Mivel a transzkripcio és transzlacio folyamatai kozott még szamos olyan —
példaul miRNS-szintli — szabalyozd mechanizmus van, melyek befolyasoljak a kiillonb6z6
fehérjék kifejezodését, ezért poszttranszkripcionalisan is nyomon kovettiik a HaCaT sejtek
altal termelt gyulladaskeltd fehérjék PGN indukcié/reindukcié utani mennyiségét. Igy,
parhuzamosan a kvantitativ RT-PCR kisérletekkel, megmértilk a PGN-kezelt keratinocita
sejttenyészetek feliiliszoibol vett mintdkban a sejtek altal szekretalt gyulladéaskeltd
fehérjék mennyiségét is, melyek koziil a 48 oras mintak eredményei keriilnek bemutatasra,
mivel ekkorra mar nagy valoszinliséggel lejatszodtak a PGN kezelés kovetkeztében
aktivalodott transzlacids folyamatok.

A PGN indukcio utan (48h N+PGN) mindkét effektor molekula esetén
szignifikansan megemelkedett szekretalt fehérjeszintet detektaltunk, mint ami a naiv,
kezeletlen sejteknél (48h N) mérhetd volt, mely fehérjemennyiség az id6 elérehaladtaval
(48h T) az IL-6 esetén szignifikansan, a CXCL8-nal csak enyhe mértékben csokkent (7. C
¢és D abra, fekete oszlopok). Azonban a masodik PGN kezelést kovetden (48h T+PGN) ez
a tendencia megfordult, és ismét nagyobb koncentraciéban volt jelen a feliiliszoban a

keratinocitak altal termelt IL-6 és CXCLS fehérje.
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Természetesen kivancsiak voltunk arra is, hogy a HDAC inhibitor jelenléte hogyan
befolyasolja a szekretalt IL-6 és CXCLS8 fehérjék mennyiségét a modelliinkben. A mérések
alapjan Osszességében elmondhatjuk, hogy habar hasonlé kinetikaval jellemezhetd, de
minden esetben jelentds/szignifikdns mértékben csokkent a TSA-elokezelt keratinocitak
altal a PGN indukciot kovetéen szekretalt IL-6 és CXCL8 fehérje mennyisége a TSA-
kezeletlen sejtekhez képest (7. C és D abra, sziirke oszlopok).

Ezen transzlacids szintli, a PGN akut €s perzisztens jelenlétében a gyulladéaskeltd
citokinek/kemokinek tanulmanyozasara iranyulé megfigyeléseink teljes mértékben
Osszhangban allnak a génexpresszios vizsgalatainkban kapott eredményekkel.

Osszegezve a kapott eredményeket tehat elmondhatd, hogy egy rovidebb tava
ismételt PGN indukci6 esetén a gyulladaskeltd 1L-6 és CXCLS8 gének tovabbra is aktivak
maradnak, vagyis nem-tolerizalhato géneknek tekinthetdk, melyek viszont TSA
elokezeléssel elcsendesithetok. Ellentétben az akut PGN indukcié okozta génaktivitasbeli
valtozasokkal, a hosszabb idejii PGN kezelés/ujrakezelés kapcsan a két gyulladaskeltd
medidtor génexpresszids mintdzataban kialakult jelentds eltérés hatterében mar masodlagos

— transzlacios-, poszttranszlacios-szintii — hatdsok allhatnak.

5.3. Antimikrobialis peptidek génexpresszios mintazatinak valtozasa akut és
kronikus gyulladasos modellben

A citokinek/kemokinek, mint effektor molekuldk mellett a velesziiletett
immunitasban az AMP-ek szintén kulcsfontossaguak, hiszen a direkt antimikrobialis
hatasukon tal, mint kemoattraktansok az immunsejtek gyulladasos teriiletre torténd
akut, illetve perzisztens PGN indukcio AMP-ekre gyakorolt génexpresszids hatasat is
nyomon kovettiik. Jelen dolgozatban a DEFB4 és CAMP vizsgalatanak eredményei
keriilnek bemutatasra.

A rovid idejii, 3 o6ras PGN kezelés (27h N+PGN) szignifikdnsan megemelte a
DEFB4 ¢s CAMP mRNS szintjét - a DEFB4 esetén sokkal drasztikusabb mértékben - a
kontroll csoporthoz (27h N) képest, ami a kés6bb tortént mintavételezés idopontjara (27h
T) mindkét esetben szignifikansan lecsokkent (8. A és B abra, fekete oszlopok). Fontos
megfigyelés, hogy egy ujboli PGN kezelés sem volt képes tjra fokozni sem a DEFB4, sem
a CAMP gén mikodését (27h T+PGN). A hosszabb idejii, 48 oras PGN indukcio is
szignifikdns emelkedést eredményezett a DEFB4 és CAMP génexpresszidjaban (48h
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N+PGN). Ez a jelentds valtozas a 48 oras T mintakban mérséklédott, azonban a PGN
perzisztens jelenlétekor (48h T+PGN) a génaktivitasban ismét szignifikdns novekedés

kovetkezett be a naiv sejtekhez (48h N) viszonyitva.
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8. abra A DEFB4 (A) és CAMP (B) antimikrobialis peptidek génexpresszids mintazata keratinocitakban akut

és perzisztens gyulladasos modellben (* p<0,05).

Ahogy a gyulladaskeltd6 mediatorok esetében, a HDACI-0s eldkezelés
megvaltoztatta a DEFB4 és CAMP génexpresszios mintazatat is. A TSA jelenléte tovabb
novelte - az dnmagaban is szignifikdns mértékli - akut PGN indukciot koveté DEFB4
MRNS szintet (27h N+PGN), amely az id6 eldrehaladtaval jelentds mértékben lecsokkent
(8. A és B éabra, sziirke oszlopok). Ezt a tendenciait azonban az ismételt PGN kezelés
megforditotta, ujraaktivalva a DEFB4 gént (27h T+PGN). Tovabba elmondhatd, hogy a
hosszabb idejii, 48 oras egyszeri, illetve ismételt PGN indukciokor is, noha joval kisebb
mértékli, de hasonld kinetikaju génexpressziés mintazat volt megfigyelhets. Ezzel
szemben a TSA-el6kezelt keratinocitak akut és perzisztens PGN kezelését kovet6 CAMP
génexpresszids mintdzata eltért a DEFB4-nél latottaktol. A TSA eldkezelés szignifikansan
csokkentette a CAMP mRNS szintjét a 3 6ras PGN indukcio soran (27h N+PGN), ami nem
valtozott sem az id6 elérehaladtaval (27h T), sem a PGN-nel tortént masodszori kezeléskor
sem (27h T+PGN).

A kapott eredmények alapjan arra a kovetkeztetésre jutottunk, hogy a keratinocitak,
mint félprofesszionalis immunsejtek az AMP-ek esetén képesek a tolerancia jelenségét
mutatni, mivel a révidtava, ismételt PGN indukcié elcsendesitiltolerizdlja a DEFB4 és

CAMP gén miikddését, ami viszont TSA eldkezeléssel - a DEFB4 esetén - reaktivalhato.
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5.4. Hiszton fehérjék moédosulasanak dinamikaja akut és kronikus gyulladasos
modellben

A fehérjék, igy a hisztonok poszttranszlacidos modositasa befolyasolja a fertézéskor
kialakulé gyulladasos reakciok kimenetelét. A kromatin struktaraja, illetve annak
dinamikus valtozasa - példaul az acetilacid kovetkeztében - szamos gyulladasos gén
aktivitasat megnoveli bakteridlis infekciot kovetden. Annak érdekében, hogy azonositani
tudjuk azokat a szabalyoz6 mechanizmusokat, melyek a keratinocitdk, mint a bor
félprofesszionalis immunsejtjei esetén tapasztalt tolerizalhatoInem-tolerizalhato fenotipust
okozzak, a hiszton fehérjék globalis acetilacios szintjeit is vizsgaltuk. Ismerve a hiszton
acetilacié transzkripcios aktivaciot nagymértékben modositd hatdsat, modelliinkben a H3
¢s H4 hiszton fehérjék acetildciojanak tanulményozasdhoz a szakirodalomra tdmaszkodva
valasztottuk ki a konzervalt N-terminalis farki régido egyes pozicidiban 1évé lizin
aminosavakat. HaCaT keratinocitakban az akut és perzisztens PGN indukciot kovetd
epigenetikai valtozasokra iranyuld vizsgalataink immunfluoreszcens festési eljarassal,
illetve Western blot technika segitségével torténtek. Jelen dolgozatban a Western blot
eredmények - melyek sordn minden alkalommal TSA el6kezelés tortént - keriilnek
bemutatasra egy-egy reprezentativ kisérleten keresztiil.

A HDACI clékezelést kovetd 3 oras PGN indukcié erbteljesen lecsokkentette a
H3K9 acetilacios szintjét a 27h N+PGN mintaban a kontroll, csak TSA-el6kezelt sejtekhez
(27h N) képest (9. A abra). Az id6 elérehaladtaval (27h T) ez a csokkenés az acetilacidban
eltlint, és ismét visszaallt arra a szintre, ami a naiv sejtek (27h N) esetén volt tapasztalhato.
Mikor egy masodik PGN kezelésnek is Kitettiik a sejteket (27h T+PGN), olyan markans
csokkenés a H3K9 acetilaciojaban, mint amit az akut PGN indukciokor lattunk, nem volt
megfigyelhetd.

Mikor a H3 14-es helyzeti lizin acetilacié mértékének az akut PGN indukcié utani
valtozasat tanulmanyoztuk — szemben a H3K9-nél latottakkal — a TSA-clékezelt, majd
egyszeri PGN kezelésnek Kkitett keratinocitdk (27h N+PGN) esetén a kapott jel
intenzitasanak markéans kifejez0dése a H3KI14 globalis acetilaltsaganak erdteljes
novekedésére, ezaltal fokozott transzkripcids aktivitasra utalt a PGN-kezeletlen, naiv
sejtekhez (27h N) képest (9. A abra). Ez a nagymértékii valtozas hossztavon is (27h 2T),
¢és a PGN perzisztens jelenlétekor is megmaradt (27h T+PGN).

Erdekes megfigyelésiink a nukleoszomat felépité masik hiszton fehérje, a H4

hiszton Ossz-acetilaltsagi fokanak (H4panAc) valtozéasat vizsgalva modelliinkben, hogy a
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TSA-el6kezelt keratinocitdk PGN-nel tortént indukcidja/reindukcidja sem valtoztatta meg
a 27 oras mintakban (27h N+PGN, 27h T+PGN) a H4panAc szint nagysagat a kontrollhoz
(27h N) képest (5. C abra). Hasonld jelenséget tapasztaltunk az idében elnyujtott

mintavételezéskor is (27h T).

A. : 27h B. _ 48h
TSA | + + + + TSA  + +
T - - + + T - -

PGN| - + - + PGN - + -
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9. abra A H3 hiszton K9 és K14 acetilacios szintjeinek (A, B) és a H4 hiszton §ssz-acetilacios szintjének

modosulasa (C, D) keratinocitakban akut és perzisztens gyulladasos modellben TSA elékezelést kovetéen.

A hosszutavu, tehat az els6 PGN indukcid utan 48 6raval tortént mintavételezéskor
a H3K9 acetilaltsagi fokanak vizsgalata hasonld képet mutatott, mint amit a 27 oras
mintdknal is lattunk. Nevezetesen, a 48 ords N+PGN minta esetén az acetilaltsagi szint
drasztikusan lecsokkent a kontrollhoz (48h N) képest, ami az id6 elérehaladtaval (48h T)
ismét a kiindulasi allapottal volt megegyez6, és szintén a kontrollhoz (48h N) hasonld
H3K9 acetilaltsagi fokot tapasztaltunk a PGN-nel tortént ujboli kezeléskor (48h T+PGN) is
(9. B abra).

Ahogy a 27 o6ras mintdk esetén mar megfigyeltiik, gy a 48 6rds mintaknal is az
egyszeri PGN indukcié utan (48h N+PGN) ecllentétes iranyban valtozott a H3K14
mindig magasabb acetilaltsagi szint volt detektalhatd, mint a PGN-kezeletlen sejteknél
(48h N), az acetilacidé foka jelentdsen lecsokkent a 48h T mintaban. Az egyszeri PGN

indukciokor fokozodo H3K14 acetilaltsag - mely globalisan elésegiti a génkifejezodést -, a
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masodik PGN kezelés (48h T+PGN) kovetkeztében teljesen megsziinve, a kontrolléval
(48h N) megegyez6 eredményt mutatott.

Erdekes fordulat kovetkezett be a H4 hiszton fehérje panAc szintjét a késébbi, 48
oras idOpontban tanulméanyozva. Amig a 27 6ras mintdkban a PGN indukcio/reindukcid
nem hozott valtozast a H4 hiszton Ossz-acetilaltsagaban (9. C abra), addig a hosszutavu,
egyszeri PGN kezelés (48h N+PGN) esetén dramai csokkenést tapasztaltunk, ami az id6
elérehaladtaval (48h T) mérsékl6dott (9. D abra). A masodik PGN indukciot kovetéen (48h
T+PGN) a H4-es hiszton fehérje N-terminalisan 1évé lizinek acetilaltsiga kozel a

kontrolléval (48h N) volt megegyez6.

27h 48h
+ TSA N+PGN | T+PGN | N+PGN | T+PGN
H3K9 “ P “ P
H3K14 p W Py W
H4panAc _ . W A

10. abra A H3 és H4 hiszton fehérjék acetilacios szintjeinek valtozasa akut és perzisztens gyulladasos
modellben. /" : acetilacios szint novekedés, g : acetilacios szint csokkenés, —» : azonos acetilacios
szint, — : nincs valtozas az acetilacios szintben (a valtozas a naiv-, vagy az egyszer PGN-kezelt sejtekhez

képest értend?).

Osszegezve  eddigi  megfigyeléseinket  elmondhaté, hogy a PGN
indukcié/reindukcié eltéré modon befolyasolta a H3 és H4 hiszton fehérjék adott pozicidju
lizin aminosavainak acetilaltsagi fokat (10. abra). Ezen globalis szintli epigenetikai
valtozasok — melyek moédositjdk a gén-specifikus szabalyoz6 mechanizmusokat — tobbek
kozott a velesziiletett immunrendszer tolerizalhatosagi kapacitdsdnak magyarazataul

szolgalhatnak.

5.5. Akut és perzisztens PGN indukcio — mikroRNS-szintii — poszttranszkripcionalis
hatasa

Mivel az eddigi eredményeink arra utaltak, hogy a TLR2 mikrobialis agenssel
torténd aktivacidja transzkripciondlisan, illetve transzlacids szinten 1is valtozast

eredményez — melyben epigenetikai hatasok is szerepet jatszanak —, kivancsiak voltunk
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arra, hogy az akut és perzisztens PGN kezelés befolyasolja-e a félprofesszionalis
immunsejtekben  lezajlo, mMIRNS-ek altal szabalyozott poszttranszkripcionalis
folyamatokat. Tettiik mindezt azért, mert amig a miRNS-¢k sejtndvekedésben,
apoptozisban, differenciacioban ¢s morfologiai fejlodésben betoltott szabalyozd szerepe
mar ismert, addig a kiilonb6z6 gyulladasos betegségek — mint a bort érintd pikkelysomor —
esetén tortént kifejez6désiik, funkciojuk kevéssé tanulmanyozott. Hogy valaszt kapjunk
erre a kérdésiinkre, a megfelel0 PGN indukciok utan keratinocitdkban kifejez6doé 3
mMiRNS-nek az expresszios profiljat tanulmanyoztuk. Nevezetesen annak a miR-146a-nak
és miR-155-nek a kifejez0dését, melyek szamos szovet- és sejttipusban expresszalodva
hatékonyan részt vesznek a kiilonb6z6 immunfolyamatokban, dsszehasonlitva a miR-203,
mint keratinocita-specifikus, pikkelysomoros borben jelentés mértékben kifejez6do

MIiRNS expresszids mintazataval (Sonkoly, 2007).

5.5.1. Keratinocitakban kifejez6d6 miRNS-ek expresszios mintdzatanak valtozasa akut és
kronikus gyulladdsos modellben

A miR-146a, valamint a miR-155 esetén megallapitottuk, hogy az egyszeri, rovid
idejii PGN kezelés (27h N+PGN) nem okozott valtozast az expresszids aktivitasban, és
hasonl6 eredményt kaptunk a késobbi idépontban tortént mintavételezéskor (27h T) is (11.
A ébra). Ezzel szemben, mikor egy masodik PGN kezelésnek tettiik ki a sejteket (27h
T+PGN), az expresszio szignifikans emelkedése volt megfigyelhetd mind a miR-1463,
mind a miR-155 esetén.

Ezen — keratinocitakban elséként tett — megfigyelésiink alapjan a miR-146a-t ¢s a
mMiR-155-6t nem-tolerizalhaté MIRNS-ként kategorizaltuk, mely Osszhangban all ezen
mMiRNS-ek mas kutatocsoportok altal professzionalis immunsejtekben leirt TLR ligandok
jelenlétében tortént indukalhatosagaval (Taganov, 2006).

A miR-203 expresszids mintazata a PGN kezelést/tjrakezelést kdvetden azonban
forditott képet mutatott, mint amit az el6z6 két miRNS esetén tapasztaltunk. Az egyszeri,
3 6ras PGN indukci6é (27h N+PGN) szignifikdns novekedést eredményezett a miR-203
expresszidjdban, azonban ez a megemelkedett aktivitds az id6 elérehaladtaval
szignifikansan lecsokkent (27h T), visszaallva a kezeletlen csoportnal (27h N) kapott
értékre (11. B abra). Raadasul — szemben a miR-146a-val és a miR-155-tel —, egy ujboli
PGN kezeléskor (27h T+PGN) sem volt Gjra aktivalhatd a miR-203, igy a miR-203-at,
mint tolerizalhato mMiIRNS-t definialtuk.

44



A. B
" * * 7
Z — T 2 6.
% 7 * 1 2
- —1 * fq
5 * b} *
£ ° £5 ——
o 2z E3
2 2
‘o 5 g 4
2
= B 27h N+PGN z * B 27h N+PGN
=]
= 4 =
= O 27hT = 3 O 27hT
=1 2
g 3 O 27h T+PGN 5 @ 27h T+PGN
g 21
o 2 E.
5 =
= 2 14
£ 2
a1 0
> =01}
B [ L Z -0
E 3
miR-146a miR-155 =~ miR-203

11. abra A miR-146a és miR-155 (A), valamint a miR-203 (B) miRNS-ek expresszios mintazata

keratinocitdkban akut és perzisztens gyulladasos modellben (* p<0,05).

Noha epidermalis sejtek mikrobaval torténd taldlkozasa utan a miR-203
indukcidjara mar van adat (Moffatt, 2011), az altalunk kapott eredmények az elsd
bizonyiték arra, hogy perzisztens infekciét modellezve a keratinocita-specifikus miR-203

szuppresszalodik.

5.5.2. A miR-203 targetfehérjék, a p63 és SOCS3 gén- és fehérje expresszios mintazatanak
valtozasa akut és kronikus gyulladdsos modellben

Miutan kisérleti modelliinkben azt talaltuk, hogy a keratinocita-specifikus miR-203
a PGN perzisztens jelenlétében tolerizalhatd, kivancsiak voltunk, hogyan valtozik két
ismert targetjének, a p63-nak, valamint a SOCS3-nak a gén-, illetve fehérje expresszids
mintazata.

Kvantitativ RT-PCR kisérleteinkben elszor a 3 €s 24 6rds PGN kezelés/Gjrakezelés
p63 és SOCS3 génexpressziora gyakorolt hatasat vizsgaltuk és megallapitottuk, hogy sem
a 3 Oras, sem a 24 6rds PGN indukcio/reindukcié nem okozott valtozast ezen gének
expresszidjaban (12. A abra). Parhuzamosan a génexpressziés mintazatok vizsgalatara
iranyulo kisérletekkel, a keratinocitdk PGN kezelését/ujrakezelését kovetden a p63 és
SOCS3 fehérjék mennyiségét Western blot technika segitségével tanulmanyozva — és
immunfluoreszcens festési eljaras felhasznalasaval is alatamasztva — azt tapasztaltuk, hogy
a rovid, 3 oras kezelés (27h N+PGN) nem befolyasolta ezen miR-203 célfehérjek
kifejezddését a kontrollhoz képest (adat nincs mutatva). Tovabbi megfigyelés, hogy az
idében elnyujtott PGN indukcid (27h T), illetve az Gjrakezelés (27h T+PGN) sem okozott

kiilonosebb valtozast a p63 €s SOCS3 fehérje expresszidjaban.
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12. abra A miR-203 targetfehérjéinek - p63 és SOCS3 - génexpresszios mintazata (A) keratinocitakban akut
és perzisztens gyulladasos modellben. A p63 (B, F) és SOCS3 (C, G) fehérjék expressziojanak dinamikaja
keratinocitakban, illetve ugyanez anti-miR-203 konstrukt transzfektalasat kovetéen (D, E) akut és perzisztens

gyulladasos modellben. Skala: 20 pm.

A hosszabb idejli PGN kezelés utdn — mikorra az indukciot kovetd transzlaciods
folyamatok mar biztosan lezajlottak — gytijtott mintak p63 és SOCS3 fehérjemennyiségeit
analizalva viszont mar egészen mas képet kaptunk, mint amit egy rovid, 3 oras indukcio
esetén megfigyeltiink. ESzerint 24 o6raval a mikrobialis agens sejtekhez vald hozzaadasat
kovetden drasztikus fehérje expresszio csokkenést tapasztaltunk a kontroll minta p63
fehérjeszintjéhez képest, mely valtozas a masik miR-203 target, a SOCS3 fehérje esetén is
megfigyelhet6 volt (12. B, C, F, G abra). Ezt a jelentds expresszio csokkenést sem a 48h T
mintaban, sem az Ujboli PGN kezelésnek kitett sejtekben (48h T+PGN) nem lattuk.

Ahhoz, hogy a PGN kezelés/Gjrakezelés utan az ellentétes iranyu kifejezodést
mutato keratinocita-specifikus miR-203, valamint a p63 és SOCS3 fehérjék kozott a direkt
kapcsolatot kimutassuk, a PGN kezelést megeléz6en egy anti-miR-203 konstruktot
transzfektaltunk a HaCaT sejtekbe. 24 oraval a masodik PGN indukcio utan a sejtekbdl
kivont total fehérjébol Western blot eljardssal meghatarozott p63 és SOCS3 fehérjék
mennyiségeit elemezve jol lathatd, hogy a keratinocitak PGN indukcio el6tti transzfekcioja
az anti-miR-203 konstrukttal teljes mértékben megsziintette a p63 és SOCS3 fehérjék
alacsonyabb expresszios szintjét (12. D, E abra). A miR-203 és p63, illetve SOCS3 kdzotti
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direkt kapcsolatot a kontroll iires vektorral végzett transzfektdlds — ahol a célfehérjék
csokkent mértékii kifejezodése tovabbra is megfigyelhetd volt — csak megerdsitette (adat
nincs mutatva). Ezek az eredmények egyértelmiien rdmutatnak a miR-203 p63, valamint
SOCS3 fehérjék PGN-indukalt poszttranszkripcionalis szabalyozasdban betdltott direkt

szerepére.

5.6. A velesziiletett immunitas negativ szabalyozoinak szerepe akut és kronikus
gyulladasos modellben

A patogén mikrobaval valo taldlkozéaskor a gazdaszervezet kiilonb6zd tipusu sejtjei
— epitélsejtek, hizdsejtek, dendritikus sejtek, makrofdgok, granulocitdk, stb. -
egylittmiikddésiik révén megteremtik annak a lehetdségét, hogy a fertézésre egy gyors €S
hatékony valasz j6jjon létre. A betolakodd korokozdk elimindldsakor kialakult gyulladas
intenzitasa és idétartama nagymértékben fliigg az inflammaciot serkenté mechanizmusok
megfeleld kontrollalasatol. Miutan HaCaT immortalizalt keratinocitdkon beallitott
modelliinkben tanulményoztuk az akut és kronikus gyulladés kiilonb6z6 — transzkripcios-,
poszttranszkripcios-, valamint transzlacios szintii — hatasait, érdekelt benniinket, hogy az
utobbi idoben a velesziiletett immunitassal kapcsolatba hozott, egyfajta fékentartd
szereppel bird, a gyulladds mértékét negativan szabalyozé TAM receptorok (TYRO3,
AXL, MER) gén-, illetve fehérjeszintii expresszioja hogyan valtozik kiilonféle mikrobialis
agens jelenlétében. Mivel a velesziiletett immunfolyamatokban sokféle sejttipus vesz részt,
kiterjesztettiik azon — félprofesszionalis és professzionalis — sejtek korét is, melyek szerepe

az emberi szervezetben lezajlo, gyulladassal jaro folyamatokban elengedhetetlen.

5.6.1. A TAM receptorok gén- és fehérje expresszids mintazatdnak vizsgalata kiilonbozd
mikrobialis agenssel tortént kezelés esetén professzionalis immunsejtekben

A borben a keratinocitdk mellett a dendritikus sejtek, mint antigén prezentald
sejtek (APC) szintén fontos szerepet toltenek be a velesziiletett immunfolyamatokban.
Eppen ezért a professzionalis immunsejtek koziil a TLR2 aktivalasakor/reaktivaldsakor a
TAM receptorok egyes tagjainak — TYRO3, AXL, MER — génexpresszidjat érintd
valtozasokat el6szor PBMC-bdl differencidltatott éretlen dendritikus sejtekben vizsgaltuk.

Megfigyelésiink, hogy az egyszeri, 3 6ras PGN kezelés (27h N+PGN) csokkenést
hozott a TAM-ok génexpresszios aktivitasaban a kontrollhoz képest (13. A, B, C abra),

mely csokkenés a MER esetében volt a legmarkénsabb. A késobbi idépontban tortént
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mintavételezéskor mar mindharom receptornal szignifikansnak mutatkozott az alacsonyabb
szinti kifejez6dés (27h T). Mikor az éretlen dendritikus sejteket egy ujboli PGN
kezelésnek (27h T+PGN) tettiik ki, azt talaltuk, hogy noha az AXL receptornal
szignifikansan mérséklodott, a TYRO3 és MER esetén tovabb folytatddott ez a csokkend

tendencia a génexpressziot illetden.

A B. C.

N+PGN T T+PGN N+PGN T T+PGN N+PGN T T+PGN

Relativ génexpresszio anaiv sejtekhez képest
TS
*

Relativ génexpresszio a naiv sejtekhez képest

&

—

Relativ génexpresszid anaiv sejtekhez képest

*

MER

13. abra A TAM receptorok - TYRO3 (A), AXL (B), MER (C) - génexpresszidos mintazata éretlen
dendritikus sejtekben akut és perzisztens gyulladasos modellben (* p<0,05).

Erett dendritikus sejteken végzett kisérleteink - habar a valtozas mértékét tekintve
eltért attol, amit az éretlen dendritikus sejteknél lattunk - aldtdmaszottak a PGN kezelésnek
a TAM receptorok génexpressziojara gyakorolt gatld hatasat (adat nincs mutatva).

A TAM receptorok csokkent kifejezodésére — azaz a gyulladas negativ
szabalyozasanak gyengiilésére — tett megfigyeléseink Osszhangban allnak azokkal a
laboratoriumunkban éretlen és érett dendritikus sejteken végzett kisérletek eredményeivel,
melyekben az akut és perzisztens PGN kezelést kovetden a gyulladaskeltd citokin/kemokin

effektor molekulak expresszidja erdteljesen megnovekedett (Filkor, 2013).

Miutan azt tapasztaltuk, hogy a révid ideig tartd6 PGN kezelés/Gjrakezelés hatasara
dendritikus sejtekben, mint APC sejtekben megvaltozik a TAM-ok génexpresszids
aktivitasa, kivancsiak voltunk, hogy mas tipust, és in vitro korilmények kozott
konnyebben tanulmanyozhat6 professziondlis immunsejt esetén is tapasztalhat6-e valtozas
a negativ regulatorok kifejez6désében.

Valasztasunk a THP-1 monocita sejtekre esett, mivel a monocitdk szamos

velesziilett immunfolyamatnak aktiv résztvevoi. Miutan az elzetes kisérletekben a rovid
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ideig tart6 PGN indukcio/reindukcié hasonld génexpresszids valtozasokat okozott a THP-1
monocitakban (adat nincs mutatva), mint ami a dendritikus sejteknél is megfigyelhetd volt,
— valtoztatva az alap kisérleti modelliinkon — megvizsgaltuk, hogy milyen kinetikaval
jellemezhetd, illetve mutat-¢ eltérést a TAM receptorok expresszidés mintazata kiilonbozo
mikrobialis agenssel tortént hosszabtava kezelés utan.

Jelen dolgozatban az LPS kezelés hatasara a TAM receptorok génaktivitasaban
bekovetkezd valtozasok keriilnek bemutatasra aktivalatlan-, vagyis antigénnel még nem
talalkozott, valamint PMA-val makrofagga differencialt THP-1 sejtek esetén.
Eredményeink alapjan elmondhatdé, hogy az aktivalatlan THP-1 sejtek TYRO3
génexpresszios szintje az LPS indukcid utan az id6 eldérehaladtaval folyamatosan csdkkent
(14. A abra). Aktivalt THP-1 sejtek TYRO3 mRNS-e 24 6raval az LPS kezelést kovetéen
mutatta a szignifikansan legalacsonyabb mennyiséget a kezeletlen sejtekhez képest, amely
nagyfokl expresszid csokkenés a késobbi, 48 oras idopontban tortént mintavételezéskor

mar teljes mértékben lecsengett (14. E abra).

B C D
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14. abra A TAM receptorok - TYRO3, AXL, MER -, valamint a TAM ligand GAS6 génexpresszios
mintazatanak kinetikdja LPS kezelés hatasara aktivalatlan- (A, B, C, D) és PMA-aktivalt THP-1
monocitikban (E, F, G, H) (* p<0,05).
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Erdekes megfigyelés, hogy a masik TAM receptor, az AXL génexpresszids
aktivitasa — szemben a TYRO3-nal latottakkal — az LPS indukciot kovetden a 3 illetve 24
6ras mintakban szignifikinsan megemelkedett az aktivalatlan THP-1 sejtekben, azonban
48 oraval a kezelés utdn mar a génexpresszié markans csokkenése volt megfigyelhetd (14.
B ébra). Kisérleti eredményeink azt mutatjdk, hogy az LPS kezelés az aktivalt THP-1
sejtekben joval nagyobb mértékii szignifikans novekedést hozott az AXL gén aktivitasaban
az adott mintavételezési idépontokban, mint amit az aktivalatlan THP-1 monocitaknal
lattunk (14. F &bra)

A TAM receptorcsalad harmadik tagjanak, a MER-nek az LPS jelenlétében
bekovetkezd génszintii kifejezodése egészen mas kinetikat mutatott, mint amit az eldz6 két
receptornal megfigyeltink. Mind az aktivalatlan, mind a PMA-aktivalt THP-1
monocitakban 3 oraval az LPS kezelést kovetd mintavételezéskor tapasztaltuk a MER
mRNS szintjében a legnagyobb mértékii, szignifikans csékkenést a kontrollhoz képest (14.
C, G ébra). Ez az alacsonyabb génaktivitas az id6 eldrehaladtaval mérséklodott, és a 24,
valamint 48 6ras mintak génexpresszids értékei mar a kezeletlen sejteknél mérttel voltak
megegyezoek.

Természetesen a TAM receptorok ligandjanak LPS indukciot kovetd génexpressziod
valtozasat is nyomon kovettilk. Ezek szerint az LPS az aktivalatlan THP-1 sejtekben a
GASG6 expresszidjanak folyamatos csokkenését valtotta ki, mely csokkent génaktivitas a 48
6ras mintak esetében mar szignifikansnak mutatkozott (14. D abra). Ez az alacsonyabb
génkifejez6dés az aktivalt THP-1 sejteknél tovabb fokozodott (14. H abra).

Mivel a transzlacios folyamatok poszttranszkripcionalisan még modosulhatnak a
TAM receptorok génexpresszids mintazatanak tanulmanyozasan tal a fehérjeszintli

kifejezddést is vizsgaltuk a kiilonb6z6é mikrobidlis dgenssel tortént indukcid utan.

15. abra AXL fehérje expresszioja kontroll (A) és 24 oras LPS-kezelt PMA-aktivalt THP-1 monocitakban
(B). Skala: 20 um.
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Az immunfluoreszcens festési eljarassal kapott eredmények megerdsitették a
génszintli valtozasokat, amit jelen esetben az LPS kezelés okozta megndvekedett AXL

fehérje expresszio is bizonyit (15. A, B ébra).

A TAM receptorok gén-, ¢s fehérjeszintli vizsgalataval parhuzamosan — ahol az
AXL kivételével erételjes kifejezodésbeli csokkenést tapasztaltunk — a velesziiletett
immunfolyamatokban fontos szerepet jatszd pro- és anti-inflammatérikus mediatorok
génexpresszids mintdzatat is figyelemmel kisértiik kiillonb6z0 mikrobidlis agenssel tortént
kezelés utan, melyek a THP-1 sejteknél az LPS indukciot koveté TNF-o, CXCLS, IL-1a,
valamint SOCS3 génaktivitasbeli valtozasain keresztiil keriilnek bemutatasra.

Mar 3 oraval az LPS kezelés utan szignifikansan megemelkedett a gyulladaskeltd
TNF-a és IL-lo génexpresszioja mind aktivalatlan mind aktivalt THP-1 sejtekben a
kontrollhoz képest (16. A, B, E, F) abra. Ez a szignifikansan fokozott génkifejez6dés
azonban az idé mulasaval drasztikusan csokkent, ami 48 oraval a kezelést kovetden mar a

kezeletlen sejtekével egyezett meg.
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16. abra A TNF-q, IL-1a, CXCL8 és SOCS3 génexpresszios mintazatanak kinetikaja LPS kezelés hatasara
aktivalatlan- (A, B, C, D) és PMA-aktivalt THP-1 monocitakban (E, F, G, H) (* p<0,05).
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Hasonloan a TNF-a-hoz és IL-1a-hoz, a gyulladaskeltd6 CXCL8-nal is réviddel az
LPS kezelés utan volt megfigyelhet6 a legnagyobb mértéki, szignifikans génaktivitas, ami
a késobbi idOpontokban, habar még mindig szignifikdnsan magasabb génexpresszids
értéket mutatott a kontrollhoz képest, de — els6sorban az aktivalatlan THP-1 sejtek esetén —

jelentdsen csokkent (16. C, G abra).

Az LPS kezelésre a THP-1 monocitdk gyulladaskeltd citokinek/kemokinek gyors
aktivalasaval valaszoltak. Mivel a gyulladasos folyamat kontrollalasa, finom hangolasa
szintén fontos mozzanata a velesziiletett immunitasnak, az inflammaciot eldsegito effektor
molekulak génszintli kifejezédésével parhuzamosan tobbek kozott a citokin szignalizaciot
szuppresszalo fehérjék (SOCS) — melyek a negativan szabalyozo TAM szignalizacionak is
részesei — génexpresszios mintazatat is nyomon kovettiik az LPS indukcidt kovetoen.

Konkrétan a SOCS3 esetén a gén aktivitdsa hasonlo kinetikaval volt jellemezhetd,
mint amit a gyulladaskeltdé mediatoroknal lattunk. A TLR4 aktivacié utan parhuzamosan a
gyulladast el6idézd effektor molekuldk megemelkedett génaktivitasaval egy nagyon gyors,
szignifikans SOCS3 génexpresszié ndvekedés kovetkezett be — az aktivalt THP-1
monocitaknal sokkal er6teljesebben — ami a késébbi mintavételezési idépontokban
szignifikansan lecsokkent (16. D, H abra).

Osszegezve a THP-1 monocitdkon végzett, LPS indukcié utdni génexpresszids
kinetikai vizsgalataink eredményeit elmondhatjuk, hogy a gyulladasos folyamatokat
negativan szabalyoz6 TYRO3 és MER receptoroknal tapasztalt néhany 6ran beliili, gyors
génaktivitasbeli csokkenés — ami a harmadik TAM receptor, az AXL kissé emelkedett
expresszidjaval tarsul — jol parhuzamba hozhato az LPS kezelést kovetéen a
gyulladaskelt6 effektor molekulaknal (TNF-o, IL-1a, CXCL8) latott gyors, drasztikus
mértékben megnott génkifejezodésével. Megint csak magyarazhatd a kés6bbi — 24 ¢és 48
ords — id6pontban tortént mintavételezéskor a TAM-ok és a gyulladaskeltd mediatorok
génexpresszios aktivitdsanak Osszehasonlitdsa, mikor is az AXL szignifikdnsan megndtt
génexpressziojaval, valamint a MER downregulaltsaganak mérséklédésével — tehat a
negativ regulacié feler6sodésével — egyidejiileg a gyulladast el6segité effektorok
génkifejez0dése szignifikans mértékben lecsokkent.

Erdekes megfigyelés viszont, hogy az anti-inflammatérikus hatasa molekulak
koziil, a TAM receptorok altal aktivalt SOCS3 génexpresszidja szintén rovid idén beliil

dramai médon megemelkedett az LPS indukcidt kovetéen, holott a TAM receptorok
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expresszidja csokkenést mutatott. Ezek az eredmények valdsziniisitik, hogy a SOCS3 LPS
kezelést kovetd génszintli kifejezOdésében bekdvetkezd valtozasokért nemcsak a TAM

receptorok a feleldsek.

5.6.2. A TAM receptorok génexpresszids mintazatdnak vizsgalata félprofesszionalis
immunsejtekben kiilonbozé mikrobialis agenssel tortént kezelés esetén

Miutan megfigyeltiik, hogy dendritikus sejteknél és THP-1 monocitaknal, mint
professzionalis immunsejteknél a mikrobidlis agenssel (PGN vagy LPS) tortént kezelést
kovetéen a TAM receptorok (LPS esetén az AXL kivétel) és a ligandjuk génexpresszidja is
csokken, amivel parhuzamosan a gyulladaskelt6 citokinek/kemokinek transzkripcios szintii
kifejez0désének novekedését tapasztaltuk, Kiterjesztettik a vizsgalatokat tovabbi, a
velesziiletett immunitas kapcsan un. félprofesszionalis immunsejtekre is. Ezen tilmenden a
PGN és LPS, mint TLR2 és TLR4 ligandok mellett a TLR3 agonista poly 1:C-vel, mint
kettés szala RNS analdggal is kezeltiik a sejteket annak érdekében, hogy a bakterialis
fertdzések modellezése mellett megéllapitsuk egy virdlis infekci6 TAM receptorok
expresszidjara gyakorolt hatasat.

Kisérleteink egy részében éppen ezért PK EG6/E7 wvaginalis epitélsejteket
hasznaltunk, hiszen a néi nemi szerv bakteridlis és viralis fert6zésnek egyarant kitett szerv.
A PK E6/E7 sejtek PGN, LPS, valamint poly I:C kezelése utan a TAM receptorok koziil
kizarolag a MER esetében tapasztaltunk génexpressziobeli valtozast (17. A abra). Fontos
megfigyelés, hogy a MER kifejez6désére a poly 1:C gyakorolta a legjelentdsebb,
szignifikans gatlo hatast, amely a PGN-t6l és az LPS-t61 eltéréen nemcsak 24, hanem 48

oraval az indukciot kovetden is megmaradt.

A. B. C. p

PGN LPS PolyI:C

m 24h
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Relativ génexpresszio anaiv sejtekhez képest
Relativ génexpresszio anaiv sejtekhez képest

Relativ génexpresszié anaiv sejtekhez képest

PGN LPS Poly.C

PGN LPS Poly I:.C

17. abra PK E6/E7 sejtek MER (A), TNF-a (B) és IL-6 (C) génexpresszidjanak valtozasa PGN, LPS, illetve
poly I:C agensekkel torténd kezelések hatasara (* p<0,05).
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A MER-nél latottakkal ellentétben mindharom mikrobialis agens megemelte a
gyulladaskelt6 fehérjék - jelen vizsgalatban a TNF-a és az IL-6 - génexpressziojat (17. B,
C abra). A kapott eredményekbdl is kitlinik, hogy a legnagyobb mértékii, szignifikans
TNF-o és IL-6 mRNS szint novekedés a poly I:C jelenlétében tortént, ami forditottan
korrelal a MER esetén tapasztalt legnagyobb mértékii expresszid csokkenéssel.

Erdekes megfigyelés, hogy a masik, altalunk valasztott félprofesszionalis
immunsejt — a primer keratinocitak — PGN, LPS, illetve poly I.C kezelését kovetéen a
TAM receptorok koziil egy masik csaladtagnak, a TYRO3-nak valtozott a génexpresszioja
(18. A abra). Azonban elmondhatd, hogy ismét a poly I:C kezelés okozta a legjelentdsebb,
szignifikans gatlé hatast mindkét mintavételezési idépontban, mellyel — a PK E6/E7
sejtekhez hasonléan — parhuzamosan itt volt a legnagyobb, szignifikdns ndvekedés a

gyulladaskelt6 fehérjék (TNF-a és IL-6) génexpresszidjaban (18. B, C abra).
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18. abra Primer keratinocitdk TYRO3 (A), TNF-a (B) és IL-6 (C) génexpressziojanak valtozasa PGN, LPS,
illetve poly I:C agensekkel torténd kezelések hatasara (* p<0,05).

PK E6/E7 vaginalis epitélsejteken, valamint primer keratinocitakon kiilonboz6
mikrobialis agenssel (PGN, LPS, poly I:C) tortént indukcid utan a TAM receptorok, illetve
ezzel parhuzamosan gyulladaskelté effektorok (TNF-a, IL-6) génexpresszios aktivitasara
iranyulo vizsgalataink eredményei azt mutatjak, hogy a félprofesszionalis immunsejtek
eltérd6 modon reagalnak az egyes — bakteridlis, illetve virdlis fertdzést modellezd —
kezelésekre. Kisérleteinkbdl kitiinik, hogy ezen sejtek a poly I:C kezelésre, tehat egy
viralis fertézésre adtak a legnagyobb, szignifikdins mértékli csokkenést a TAM
receptorcsalad egyes tagjainak génexpressziojat illetden, ami kelld Osszhangban allt a

gyulladast eldsegité mediatorok génszintii kifejezédésével. Erdekes jelenség a két sejttipus
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esetén a génexpresszio csokkenését elszenvedé TAM-ok kiilonbozdsége is, utalva az egyes

sejtféleségekben a TAM receptorcsalad tagjainak eltérd szerepére.

5.7. A velesziiletett immunitast negativan szabalyoz6 TAM receptorok génexpresszios
mintazatanak vizsgalata pikkelysomor esetén

Sejttenyészetekben, in  vitro  korilmények — kozott  professzionalis  és
félprofesszionalis immunsejteken végzett, akut és perzisztens mikrobidlis fertdzést
modellez6 kisérleteink soran megallapitottuk, hogy egyidében a gyulladaskelté mediatorok
markans génexpresszié emelkedésével a TAM receptorok kifejezédésében — a legtobb
esetben — szignifikans csokkenés tortént. Ezen megfigyeléseinkbol alkotott kép alapjan
kivancsiak voltunk, hogy vajon a gyullad4sos folyamatokat fékentartd, negativan regulaléd
TAM receptorok, valamint ligandjuk milyen mértékben fejezédnek Ki in vivo egy, a bort
érint6 kronikus gyulladassal jard betegség, a pikkelysomor esetén.

Amig a dermiszbdl szarmazé pikkelysomords €s egészséges bormintak kdzott nem
tapasztaltunk jelentds kiilonbséget a TAM-0k génexpresszidjaban (adat nincs mutatva),
addig az epidermisz esetén mar lényeges, szignifikans kiilonbségek adodtak nemcsak az
egészséges ¢és pikkelysomords mintdk, hanem a nem-lézios és 1ézids teriiletek

viszonylataban is.
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19. dbra A CXCLS8, a TAM receptorok - TYRO3, AXL, MER -, valamint a GAS6 génszintii kifejezodése
pikkelysomords betegek nem-1€zids €s 1ézids epidermiszében az egészséges epidermiszhez viszonyitva (*

p<0,05).
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A 19. abran feltiintetett génexpresszids értékek egyértelmiien mutatjdk, hogy az
altalunk kivalasztott CXCL8, mint a gyulladasos folyamatokban fontos szerepet jatszo
kemokin szignifikdinsan megemelkedett génaktivitasaval szemben a 1ézids, gyulladt
teriileten mind a TAM-ok, mind a GAS6, mint ligand markans, a legtobb esetben
szignifikans transzkripciondlis expresszié csokkenése all. A CXCLS8 esetén tapasztalt
drasztikus mértékli génexpresszid novekedés mellett hasonldé mértékii génexpresszids
novekedést azonositottunk mas gyulladaskelté gén (pl. TNF-a, TNFAIPS6, stb.) esetében is
(Filkor, 2013). Tovabbi érdekes adat, hogy a 1ézids, folyamatos gyulladas alatt allo
epidermisz régiobol szarmazd mintak mellett a nem-1€zids, tehat fenotipusosan gyulladast
nem mutat6 epidermalis teriiletekrdl szarmazo mintakban is hasonl6 csokkent génaktivitas
figyelheté meg mind a TAM receptorok, mind a GAS6 esetén. Ezen megfigyeléseinket a
pikkelysomor allatkisérletes modelljében is igazoltuk, mikor is az IMQ-kezelt egerek
borébdl vett mintdkban a gyulladdasos markerek szignifikdnsan megemelkedett mRNS
szintjével egy idében a TAM receptorok €és a GAS6 extrém mértékll transzkripcios
inaktivitasat tapasztaltuk.

gy, a TAM-ok és a GAS6 nem-lézids teriileten is megfigyelt kifejez6désbeli
csokkenése — tehat az inflammaciot fékentartdé szabalyoz6 mechanizmus hidnya —
esetlegesen eldrevetitheti annak a lehetdségét, hogy a gyulladt teriilet nagysaga
novekedhet, illetve eddig intakt, nem gyulladt borteriileten is kialakulhat kronikus
gyulladas.
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6. DISZKUSSZIO

6.1 A velesziiletett immunfolyamatok transzkripcionalis ¢és poszttranszkripcionalis
szabalyozasa

komplex eleme, a mikrobdkkal kdzvetlen érintkezve kiemelkedden fontos szerepet jatszik
az immunolégiai folyamatokban. A bér a korokozok felismerésére és elpusztitasara
tobbszintli — strukturalis-, cellularis-, illetve szisztémas — védekezési mechanizmussal
rendelkezik, ahol az immunfolyamatokban szamos sejttipus jelenléte, és aktiv
kozremtikodése sziikséges. A fizikai barriert is képezd epidermisz keratinocitai
félprofesszionalis immunsejtekként antimikrobialis peptidek termelésével, valamint
kiilonboz6  citokinek/kemokinek —szekrécidjaval beinditjak azokat a velesziiletett
immunfolyamatokat, aminek kovetkeztében a fertézés helyére migrald antigén prezentald
sejtek (dendritikus sejtek, makrofagok) tovabbi professzionalis immunsejtek (T-sejtek)
aktivalasaval adaptiv immunvélaszok létrejottét fogjak eredményezni. Igy elmondhato,
hogy a keratinocitak a professzionalis immunsejtekkel kézosen hatékonyan kiveszik a
résziiket azokbol a folyamatokbodl, melyek segitenek eliminalni a koérokozd mikrobékat,
ezaltal megdrizni a gazdaszervezet belsé egyensulyi allandésagat. Ezen védekezési
mechanizmusokban a fentebb emlitett sejtek altal expresszalt mintazatfelismer6 receptorok
(PRR) a kiilonb6z6 patogén-asszocialt molekula mintazatok (PAMP) felismerése révén
kulcsfontossagiak. A PRR-0k koziil a TLR-0k aktivacioja tobbek kozott gyulladaskeltd
valaszreakcié bonyolult szabalyozdsa nagy kihivas a kiiltakar6 kiilonbozo effektor- és
immunsejtjeinek, melynek sordn a gyulladdsos folyamatok iddbeli lefutdsdnak és
mértékének kontrollalasa kritikus pontja a hatékony védekezésnek. Ha példaul a gyulladas
lassan alakul ki és id6ben elnytjtott, akkor konnyen kronikussa valhat. Ilyen perzisztens
pikkelysomornek is (Monteleone, 2011).

A gyulladasos valaszreakciok Osszetettségét figyelembe véve a velesziiletett
immunrendszer szabalyoz6 folyamatainak vizsgalata tobb szinten is torténhet, melynek
kapcsan a mikrobak elleni védelemben specifikus gének aktivacidja, egyedi
immunvalaszok, a kromatint érintd ’remodeling’ folyamatok indulnak be (Medzhitov,

2008). A velesziiletett immunitas transzkripcionalis-,  epigenetikai-, illetve
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poszttranszkripcionalis szintli regulaciojardl alkotott képiink azonban még elég hianyos.
Ebbol kifolyolag jelen dolgozatban tobbek kozott azon szabalyozd mechanizmusok
azonositasat tlztik ki célul, melyek a bor velesziiletett immunfolyamatainak gén-
specifikus kontrollalasaért felelosek.

Els6 korben a kiiltakaréban nagy szamban jelenlévo keratinocitakat alapul véve egy
gyors és érzékeny kisérleti rendszert hoztunk 1étre, melyben S. aureus-eredetii PGN-nel
tortént akut és perzisztens indukcid utan szamos gyulladaskeltd citokin/kemokin és AMP
génexpresszidjat vizsgaltuk. A monitorozott gének expresszids profilja alapjan a gének két
csoportjat azonositottuk: nem-tolerizalhato gének (példaul IL-6, CXCLR) és tolerizalhato
gének (példaul DEFB4, CAMP). A kiilonbség a két csoport kozott a masodik PGN kezelés
utan jelentkezik: amig a nem-tolerizalhaté géneknél 3 6raval a masodik indukciot kovetéen
sincs valtozas a génexpresszid szintjében, addig a tolerizalhatd gének expresszidjaban
szignifikans csokkenés figyelhetd meg. Nakayama ¢és mtsai hasonldé TLR2 aktivaciot

kovetd tolerancia jelenséget irtak le RAW?264.7 egér makrofag sejtek esetén, ahol a magas

mennyiségének csokkenését eredményezte (Nakayama, 2004). Ennek hatterében tobbek
kozott az IRAK-M, mint TLR szignalizaciot negativan szabalyozo jelatviteli molekula
indukcioja, valamint az IRAK-1 kinaz aktivitasanak gatlasa all.

A TLR aktivacio kovetkeztében 1étrejovo tolerizalhatosagi képesség Kiemelt
fontossaghi mechanizmus a velesziiletett immunfolyamatok szabalyozasaban, ezaltal a
szervezet homeosztazisanak fenntartasaban (Foster, 2009). Megfigyelték ugyanis, hogy
szepszises betegek monocitai joval kevesebb mennyiségben képesek citokineket (TNF-a,
IL-1B, IL-6, IL-10, IL-12) termelni, mint az egészségeseké (Munoz, 1991; van Deuren,
1994; Ertel, 1997). A szervezet részérdl 1étrejott ezen adaptiv valasz egyfeldl esszencialis a
Gram-negativ korokozd okozta fertdzés alatt, masrészt viszont eldsegitheti/elérevetitheti
tovabbi infekciok kialakulasat. In vitro korilmények kozott is az endotoxikus
tolerancianak egyik legfébb jellemzdje a gyulladaskeltd gének expresszids mintazatanak a
megvaltozasa myeloid sejtvonalakban (Henricson, 1991). A korokozé mikrobak a TLR
fehérjéken — példaul TLR4-en — keresztiil a korai szignalizacios folyamatokban az IL-1R-
asszocialt kindz (IRAK) miikddését fokozzak, melynek eredményeképpen a potencialisan
autotoxikus TNF-o és IL-1 gyulladaskelté effektorok expresszidja megné (Li, 2000). A
tobbszori LPS endotoxinnal torténd kezeléskor bekdvetkezd adaptiv immunvalaszok esetén

azonban a gyulladast elésegité gének represszidja figyelheté meg leukocitakban (McCall,
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1993). A gyulladaskelt citokinek transzkripcionalis gatlasa az IRAK aktivitasanak
szupresszalasa, ezaltal az IRAK-MyD88 kapcsolat hianyanak kovetkeztében csokkenti a
gyulladasos mediator fehérjék mennyiségét az LPS-tolerans sejtekben (Li, 2000; Mueller,
2001). A tolerizacio viszont csak részleges, mivel az LPS-tolerizalt sejtek szamos anti-
inflammatorikus fehérje — példaul a szekretalt IL-1R antagonista (SIL-1RA) — termelését
folytatjak (Learn, 2001). Igy a TLR4 jelatviteli ut szelektiv és specifikus gatldsa
nagymértékben hozzajarul az LPS-indukalt tolerizaltsaghoz. Ennek a megvaltozott
koriilménynek a kialakulasat mar 6nmagaban a TLR4 receptor, valamint a TLR4/MD-2
komplex sejtfelszini kifejez6désének a csokkenése is eldmozditja, amelyet egér
makrofagok esetén tapasztaltak (Nomura, 2000; Jacinto, 2002). Ezekb6l a
megfigyelésekbdl is kitlinik, hogy a gyulladaskelté molekulak termelésének csokkentése
révén a tolerancia mechanizmusaval a szisztémas gyulladés korlatozhat6 és a homeosztazis
fenntarthato, amely mechanizmus a keratinocitakban is aktiv (Dobrovolskaia, 2002).

Keratinocitdkon végzett kisérleteink eredményét Osszevetve mas munkacsoportok
altal monocitdkon, valamint makrofigokon végrehajtott vizsgalatokkal megallapithato,
hogy a fertézésre adott valasz TLR-, illetve sejtspecifikus médon kévetkezik be. Erdekes
jelenség, hogy amig a szakirodalomban fellelhetd adatok alapjan a professzionalis
immunsejtek LPS, tovabba PGN perzisztens jelenlétében, ezaltal a TLR4 vagy TLR2
folyamatos aktivaciojakor a gyulladaskeltd citokinek/kemokinek kifejezédésében mutat
tolerizaltsagot, addig a keratinocitaknal a TLR2 szignalizacios ut aktivalasa hasonlo
helyzetet nem alakit ki: a proinflammatorikus gének expressziojanak szintje a sejtek ujboli
PGN kezelésekor sem csokken. Ezzel szemben az AMP-ek expresszidos mintazatat
vizsgalva, mig monocitakban az LPS indukciot/reindukciot kovetéen az AMP-ek
génexpresszioja nem valtozik, addig keratinocitakban a perzisztens PGN jelenlétében az
AMP-ek génkifejezddése elcsendesedik.

Az eml6s gének transzkripcionalis aktivacidja kromatin modositasokkal jar (Aung,
2006; Hamon, 2008; Adhya, 2010). McCall és munkacsoportja LPS-tolerans makrofagok
IL-1B és TNF-a elcsendesitésekor génjeik promoter régidiban kromatin modositasokat
figyelt meg (Chan, 2005; Yoza, 2006). Hasonlo eredményre jutottak Foster és mtsai, akik
kimutattdk, hogy makrofagok perzisztens LPS kezelésekor a megndvekedett gyulladasos
valasz epigenetikai valtozasokat idéz el6. Habar a gyulladast elGsegité citokinek
elcsendesithetdk, az antimikrobidlis fehérjéket kodold gének indukélhatéoak maradnak a

tolerizalt makrofagokban, védve azokat a fert6zéstdl (Foster, 2007). Abban, hogy egy
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masodik LPS indukcié utan a gének bizonyos csoportja nem reaktivalhatd, nagy szerepe
van a hiszton fehérjék modosulasanak, tobbek kozott az acetilacionak, illetve a
metilacionak (Backdahl, 2009). A hiszton acetilaltsaganak — mint az egyik leggyakrabban
tanulmanyozott modosulasnak — a steady-state allapota a HAT-ok és HDAC-ok ellentétes
hatasa kovetkeztében alakul ki: az atmeneti hiszton acetilacié eldsegiti a génexpressziot, a
deacetilacio viszont a génrepressziot (Turner, 2000). A velesziiletett immunitas
tolerizalhatosagi kapacitasanak magyarazatakor tehat figyelembe kell venniink a kromatint
érint6 ezen valtozasokat is, mivel a hiszton fehérjék HAT-ok és HDAC-ok altali
poszttranszlacios modosuldsa az inflammatérikus folyamatok intenzitdsanak, tartamanak és
specificitasanak szabalyozasaban is kiemelkedéen fontos (Ghizzoni, 2011). Annak
érdekében, hogy meghatarozzuk a hiszton acetilacid tolerizalhatdsdgot befolydsolod
szerepét a keratinocitdk perzisztens PGN kezelésekor, a HDAC-ok miikodését gatlo TSA
elékezelést alkalmaztunk. Erdekes megfigyelés, hogy a HDAC-ok inhibicidja represszalja
azon gének expresszidjat, melyeket nem-tolerizalhatd géneknek kategorizaltunk (CXCLS,
IL-6), szemben a DEFB4, mint tolerizalhato gén TSA el6kezelés utani szignifikans
mértékll indukalhatésagaval. A gyulladaskelté mediatorokkal kapcsolatos megfigyelésiink
— miszerint TSA-val a PGN reindukciot kovetden ezen gének elcsendesithetdk — teljesen
Osszhangban all azzal, hogy szamos inflammacioval jard betegség kisérletes modelljében a
HDAC inhibitorok anti-inflammatorikus hatastinak bizonyulnak, igy bizonyos kronikus
gyulladasos betegségek hatékony terapias eszkozei (Lin, 2007). Azonban az eldbb emlitett
példa ellenkezéje is igaz: a TSA, mint HDACi megemeli az NF-kB altal expresszalodo
gyulladaskelt6 gének kifejez6dését (Ito, 2000). Tehat a HDAC-ok a kromatin
acetilaltsdganak modositasdval a TLR jelatviteli utak negativ szabalyozasaban is szerepet
jatszva a TLR4 gyulladaskelté célgének (TNF-a, IL-6, IFN-B) csendesitését végzik
(Foster, 2007). Ezt er6siti az a megallapitas is, hogy a HDAC gatlok fokozzak a T-sejtek
altal kontrollalt vélaszfolyamatokat egér colitis modellben (Li, 2007). Osszegezve, a
HDAC-ok mind pozitiv, mind negativ regulatorai lehetnek a TLR szignalizdcionak, mely
folyamatok kimenetele HDAC inhibitorok jelenlétében ellentétes iranyt génkifejezddést
eredményezhetnek (Shakespear, 2011).

Mivel tudott, hogy az RNS transzkripci6 nem mindig nyilvanul meg
megemelkedett  fehérjeszintben,  mert  poszttranszkripcionalis ~ mechanizmusok
modosithatjak a transzlaciodt, keratinocitdkon végzett kisérleteinkben a CXCL8 és IL-6

szekretalt fehérje mennyiségeket iS meghataroztuk 24 oraval a masodik PGN kezelést
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kovetden. A feliilluszobol mért emelkedett fehérjeszint arra enged kovetkeztetni, hogy
nincs transzlacios gatlas. Azonban a PGN indukciot megel6z6 TSA kezeléskor a sejtek
altal kibocsatott fehérje mennyiségek modosuldsa azt sugallja, hogy a hiszton acetilacionak
szerepe van a transzkripcio szabalyozasaban perzisztens infekciokor. gy annak érdekében,
hogy jobban megértsiik azokat a molekularis mechanizmusokat, melyek keratinocitdk PGN
kezelése/tjrakezelése esetén a génexpresszid szabalyozasaért feleldsek, sziikitve a kort, a
kovettikk nyomon. Megfigyelésiink, hogy a H3 és H4 hiszton fehérjék vizsgalt lizinjeinek
acetilacio mértéke 3 és 24 oraval a masodik PGN indukcié utan teljesen eltéré modon
valtozik meg. A hisztonok acetilaciojaban bekovetkez6 ezen valtozasok adhatnak tobbek
kozott magyarazatot a perzisztens PGN jelenlétekor a gyulladaskeltd mediatoroknal (IL-6,
CXCLS8) ¢és az AMP-eknél (DEFB4, CAMP) tapasztalt eltérd expresszids mintazatokra.
Keratinocitdkon végzett, a hiszton fehérjék globalis acetilacids szintjében bekdvetkezo
valtozasokra iranyuld vizsgalataink alatamasztjak azokat az eredményeket, melyek a
fertdzésre adott valaszok esetén az epigenetikai mddosuldsokat, azon beliil is a kromatin
szerkezetének megvaltozasat, mint kulcsfontossdgi mechanizmust emlitik. Smale és mtsai
munk4jabol kideriil, hogy a nukleoszéma tjrarendezddésének szerepe van a TLR-indukalta
gének (mind elsddlegesen, mind masodlagosan aktivalodo) kiilonbozdé kinetikédju
kifejezédésében (Ramirez-Carrozzi, 2006). Eredményeik egybevagnak a Saccani és mtsai
altal leirtakkal, miszerint makrofagok LPS stimulacidja két hullamban indit NF-«xB
aktivitdst a gének promotereiben, mikor is a késdbbi valaszok esetén a kromatin
atrendez6dése figyelhetd meg (Saccani, 2001). A fehérjék, igy a hisztonok
poszttranszlaciés modositasa meghatarozza a fertézéskor kialakuld gyulladasos reakciok
intenzitasat, tartamat, illetve specifikussagat. A kromatin struktardja, illetve annak
dinamikus valtozdsa szamos gyulladdsos gén kifejez0désének szabalyozasidban
esszencialis. A hisztonok acetilacioja szamos gyulladaskelté gén — mint az IL-6, CXCLS8 —
aktivitdsat megnoveli bakterialis infekciot kovetéen. A TLR aktivacidt kovetd gyors
inflammatodrikus valaszok esetén a hiszton fehérjék acetilaltsagi fokanak megvaltozasat
irtak le a 3-as hiszton fehérje 9-es €és 14-es pozicidban 1évé lizinjén (Qin, 2005; Schmeck,
2008). A késobb indukalodo gének esetén a hisztonok modosulasa a gyors valaszok altali
géntermékektol, valamint a hiszton-modosité enzimek jelenlététdl fiigg (Kayama, 2008). A
CXCL8 expressziojanak novekedése Legionella  pneumophylia-fert6zott — tiido

epitélsejtekben a HAT-ok miikddése révén a H3 és H4 hiszton fehérjék acetilacios
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crer

2008). Ehhez hasonl6an az intracellularis Listeria monocytogenes infekcio esetén a H3 és
H4 hisztonok acetildcios szintjének novekedésével a CXCL8 expresszidja is fokozodik.
Tovabbi megfigyelés, hogy ezen fertézéskor az IFN-y gén kifejezddése is egyiitt jar a
hiszton fehérjék acetilaciojanak valtozasaval az IFN-y promoéter régioban. Azonban
érdekesség, hogy amig a TSA a L. monocytogenes-indukalt CXCLS8 expressziot megemeli,
addig az IFN-y-indukalt CXCLS8 kifejezddést nem. Ez is jol mutatja, hogy a hiszton
acetilacio a génexpresszios mintazatokat a konkrét stimulus alapjan szabalyozza (Schmeck,
2005). Igy, példaul LPS esetén is megfigyelhetd a CXCLS8 expresszidjanak novekedése,
ami a H4 hiszton acetilacios szintjének emelkedésével jar egyiitt (Tsaprouni, 2007).

Az eddigi megfigyelésekbdl — amit sajat vizsgalataink eredményei megerdsitenek —
a gén-specifikus reguldtor mechanizmusok, a TLR-indukalt gének funkciondlis diverzitasat
szem el6tt tartva, az immunvalaszok kifinomult szabalyozasat, ezzel egyiitt mikroba-
specifikus immunfolyamatok 1étrejottét teszik lehetévé. Ezek alapjan elmondhatd, hogy a
TLR-indukalt kromatin moédositdsok molekularis alapjat adjdk a mikrobaval torténd

Miutan arra a kovetkeztetésre jutottunk, hogy a professzionalis immunsejtek mellett
a keratinocitak, mint félprofesszionalis immunsejtek is képesek a tolerancia jelenségét
mutatni, feltettiik azt az eddig senki altal nem vizsgalt kérdést, hogy az akut és perzisztens
PGN indukcié befolyasolja-e a keratinocitdkban lezajlé miRNS-ek altal szabalyozott
poszttranszkripcionalis folyamatokat. Kisérleti modelliinkben szerettiik volna igazolni
hipotézisiinket, miszerint a mMiRNS-ek is tolerizalhatoak, igy a megvaltozott génexpresszio
mellett a TLR ligand-indukalta miRNS expresszio tolerancia jelenségét befolyasold
szerepére ramutatva.

A mMIRNS-ek kisméretii nem-kodolo RNS-ek, melyek poszttranszkripcionalisan
szupresszaljak a fehérje-kodold gének kifejez0dését, példaul direkt transzlacids represszid
utjan (Bartel, 2004). A miRNS-ek szovet-, fejlédésallapotbeli-, és betegség-specifikus
expressziés mintdzatot mutatnak, ¢és kiemelkedden fontos szerepet jatszanak a
homeosztazis fenntartasaban, valamint az LPS-indukalt toleranciaban (Nahid, 2011). Az
LPS-sel kivaltott tolerancia kialakuldsahoz tobbek kozott a miR-146a aktivacioja is
sziikséges, mely miRNS a MyD88 jelatviteli ut kulcselemeit célozza meg (Nahid, 2011).
Habar az LPS indukciét kdvetd miR szabalyozasi folyamatokrol bovebb ismeretekkel

rendelkeziink, csekély a kézzelfoghato adat a PGN stimulaci6 miRNS-ekre gyakorolt
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hatasaval kapcsolatban. Nahid és mtsai leirtdk, hogy a miR-146a folyamatos
overexpressziot mutat PGN-tolerizalt THP-1 monocitakban (Nahid, 2011). HaCaT
keratinocitakon végzett kisérleteinkben hasonloképpen a THP-1 monocitak esetén
tapasztaltakhoz azt talaltuk, hogy a PGN ujrakezelést kovetden a miR-146a expresszidja
indukalhaté, mely alapjan a miR-146a a mMiIRNS-ek nem-tolerizalhatd csoportjaba
sorolhat6. Tovabbi, immunfolyamatokban szerepet jatszo miRNS-eket vizsgilva a miR-
155 hasonld, nem-tolerizalhatd fenotipust mutatott. Ezzel szemben, amig az egyszeri PGN
indukcié aktivalta, egy ujboli PGN kezelés csokkentette a miR-203, mint Kkeratinocita-
specifikus mIRNS expresszidjat. Ezen eredmények tiikrében elmondhat6, hogy a miRNS-
ek a PGN perzisztens jelenléte esetén kiilonbozoképpen regulaltak: hasonléan a mRNS-
ekhez a miRNS-ek is tolerizalhato, illetve nem-tolerizdlhato csoportra oszthatdak.

A miR-203, mint tolerizalhaté miRNS azonositasan tal, eredményeink reverzibilis
korrelaciét mutatnak a miR-203 ¢és target fehérjéinek expresszidja kozott, a miRNS
tolerizacio egy lehetséges funkcionalis szerepére mutatva. Az egyik ismert miR-203 target
miR-203 target a SOCS3, mint a citokin szignalizaciét negativan regulald fehérje a
gyulladasos folyamatokban kiemelt jelentdségti (Rothlin, 2007). Keratinocitdkon végzett
kisérleteink alapjan elmondhatd, hogy az egyszeri PGN kezelés miR-203 expressziot
indukal, ami a p63 és SOCS3 génexpresszidjat nem befolyasolja, 4m transzlacios szinten
mindkét fehérje kisebb mértéki kifejez6dését okozza. Ezen megfigyelésiink egybevag mas
kutatok kvantitativ valos-idejii PCR analizises vizsgalatainak eredményével, miszerint a
SOCS3 mRNS expresszioja nem mutat szignifikans eltérést az egészséges ¢és 1€zids borben,
igy pikkelysomor esetén a SOCS3 csokkent kifejez0dése poszttranszkripcionalis szinten
torténik  (Sonkoly, 2007). Ez a fenotipus specifikus anti-miR-203 konstrukttal
megsziintethetd, utalva a miR-203 megemelkedett mennyiségének direkt p63 és SOCS3
fehérje csokkentésére iranyuld szerepére. A masodik PGN kezeléskor azonban a miR-203
szupresszalasa a célfehérjék expresszids mintazatat megforditja. Ezek a folyamatok a PGN
tolerancia szabdlyozasanak komplexitdsat mutatjdk. A TLR szignalizdcio inicialta
gyulladaskor a kiillonb6zd sejtek altal szekretalt szamos citokin a valaszfolyamatok
felerdsitését idézik eld, beleértve a sajat indukcidjukat is. Ezzel egyidejlileg azonban a
velesziiletett immunrendszer negativ regulatorai — mint példaul a TAM receptorok — a
citokinek altal szintén aktivalédnak (Rothlin, 2007), melynek kovetkeztében a SOCS3

expresszidjanak novekedése a TLR jelatviteli utak gatlasat fogja eredményezni.
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Parhuzamosan mindezzel, a korai PGN-indukalta immunvalaszok soran az egyszeri PGN
kezeléskor a miR-203 megemelkedett expresszidja downregulalva a SOCS3 kifejez6dését
akadalyozza a negativ szabalyozast. Késobb, mikor a miR-203 szintje csokken, a SOCS3

fehérje expresszidjanak helyreallasaval az immunfolyamatok leszabalyozasa beindulhat.

6.2 A velesziiletett immunitas és a TAM receptorok

A velesziiletett immunrendszer aktivacidjakor beinduld gyulladasos folyamatok
hatékony védelmet biztositanak a behatold korokozokkal szemben. A mikrobaval fert6zott
teriileten 1évé félprofesszionalis immunsejtek tobbek kozott citokinek/kemokinek
termelése révén professzionalis immunsejteket aktivalnak, melyek — tovabbi
hoznak létre. Azonban a korokozo ellen 1étrejott gyulladas magara a gazdaszervezetre is
kéros hatéssal lehet. Eppen ezért a velesziiletett immunitas szigor szabalyozasa, példaul a
TLR-indukalta inflammatorikus mechanizmusok allandé kontrollalasa, elengedhetetlen
részét képezi a védekezésnek, illetve a homeosztazis fenntartasanak. A korokozok ellen
termelt gyulladast el6segité citokinek/kemokinek mellett a negativ regulaci6 fontos
elemeinek, kiilonb6z6 endogén gyulladasgatldo mediatoroknak (anti-inflammatorikus
effektorok) az expresszioja is beindul. Barmilyen zavar az inflammaciot fékentartd
jelatviteli mechanizmusokban kronikus gyulladas kialakulasahoz vezethet (Rothlin, 2007).
Az utobbi egy-két évben egyre tobb kutatocsoport kezdett el mélyrehatobban foglalkozni a
velesziiletett immunfolyamatok negativ szabalyozéasaval, mely mechanizmusok celluléris
és molekularis szintli feltérképezése hozzajarulhat a kronikus gyulladdsos betegségek
hatékonyabb terdpias eljarasainak kifejlesztéséhez.

Noha mar tobbféle, a TLR szignalizaciot szuppresszald mechanizmust leirtak
immunsejtekben, a sejtfelszinen kifejez6d6 TAM receptor csaladnak (TYRO3, AXL,
MER) - ligandjaik (GAS6, ProS) révén — a TLR-medialta, gyulladassal jaro
valaszfolyamatok féken tartasaban betoltott szerepe csak nemrég keriilt el6térbe (Rothlin,
2007). Azonban annak ellenére, hogy a TAM-GASG6/ProS rendszer velesziilett immunitast
negativan szabalyozo feladatara fény deriilt, a kiilonb6zé mikrobafertézéseket kovetéen
végbemend pontos regulator mechanizmusokra még csak kevés adat all rendelkezésre.

Mivel a TLR2 szignalizacio kapcsan a TAM receptorok szerepe még tisztazatlan,
kisérleti modelliinket alapul véve elsé korben human dendritikus sejteken tanulményoztuk

az akut és perzisztens PGN kezelés hatasat a TAM-ok génexpresszids mintdzatara.
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Megallapitottuk, hogy a PGN indukciét kovetéen a TAM receptorok génexpresszioja
jelentds mértékben megvaltozik. Az akut, egyszeri TLR2 aktivacié csokkenti mindhdrom
TAM receptor génszintl kifejezodését, mely tendencia egy ujboli PGN kezelést kdvetden -
a TYRO3 és MER esetén - tovabb fokozodik. Az eddig kozolt eredmények — melyek
alapjan a TAM-ok a gyulladassal jar6 velesziiletett immunfolyamatokat negativan
szabdlyozzdk — fényében az altalunk a TAM receptorok génkifejezédésében tapasztalt
valtozasok teljesen egybevagnak munkacsoportunk azon megfigyelésével, miszerint a
gyulladaskelté citokinek/kemokinek génexpresszidja egyidében a TAM receptorok
erdteljes génaktivitasbeli csokkenésével drasztikus mértékben megnovekszik (Filkor,
2013). Ez a kapcsolat arra utal, hogy ha nem miikédik kell6 hatékonysaggal a negativ
szabalyozas — azaz nincs kontroll —, a gyulladasos mediatorok termelése egyértelmiien
megemelkedik.

A TAM receptorok expressziojat tovabb vizsgdlva megallapitottuk, hogy
aktivalatlan- és aktivalt THP-1 monocitdk LPS kezelése szintén befolyasolja a TAM
receptorok  gén-, valamint fehérje expresszios mintazatat. Erdekes megfigyelés
ugyanakkor, hogy a THP-1 sejteknél a TLR4 aktivacio eltéré valtozasokat eredményez a
TAM receptorok génkifejez6désében, mint amit dendritikus sejteknél a PGN indukciot
kovetden tapasztaltunk. Mind aktivalatlan-, mind aktivalt THP-1 monocitaknal az LPS
rovid, illetve hosszabb ideig tartd jelenléte — noha eltérd kinetikdval —, de csokkenti a
TYRO3 és MER génexpressziojat. Ezzel szemben az AXL génszintli kifejezédése az LPS
kezelést kovetden mar néhany oran beliil fokozodik, ami a 24 o6ras indukcional tetézve a
késobbi idopontban tortént mintavételezéskor viszont mar jelentdsen mérséklodik. Az
altalunk megfigyelt, THP-1 sejtek esetén LPS kezelés utan bekovetkezd AXL gén-, és
fehérje expresszido novekedéséhez hasonld eredményeket kaptak egér dendritikus sejteken
végzett kisérleteikben Rothlin és mtsai, amelyekben a TLR4 indukcidt kdvetéen a TAM
receptorok koziil az AXL kifejezddése fokozodik (Rothlin, 2007). Munkacsoportjuk
tobbek kozott ezzel az AXL expresszid novekedéssel magyarazza a TAM receptorok TLR-
indukalta gyulladaskelté citokin/kemokin termelésre gyakorolt gatld hatasat. Ezen
megallapitdsuk egybecseng azzal a megfigyelésiinkkel, hogy habar roviddel az LPS
indukciot kovetéen a gyulladast eldsegitd TNF-o, CXCL8 és IL-la génexpresszidja
drasztikus mértékben megemelkedik, a kezelés utdn 24 6raval mar jelentésen mérséklodik.
Deng és mtsai hasonld gyors gyulladaskeltd6 TNF-a, IL-6, valamint IL-13 expresszio

novekedést tapasztaltak makrofagok TLR liganddal to6rténd indukaldsakor, ami a kezelés
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utan 24 oraval mar jelentésen lecsokken (Deng, 2012). A gyulladaskelté mediatorok
megemelkedett expresszidjanak hatterében tobbek kozott a GAS6 és ProS kifejezddésének
TLR indukciot kovetd inhibicioja all (Deng, 2012).

A TLR aktivacio a negativ regulatorok termelésének beinditasaval a TLR jelatvitel
gatlasat eredményezi, amely folyamatban a SOCS fehérjék szerepe kiemelten fontos
(Krebs, 2001; Inagaki-Ohara, 2003; Dalpke, 2008). A TAM receptorok aktivacioja az 1-es
tipusu interferon receptor (IFNAR)/STAT] transzkripcios faktor jelatviteli Giton keresztiil
SOCSI és SOCS3 fehérje expressziot indukal (Rothlin, 2007). A SOCS1 elésegiti a TLR4
(Mansell, 2006; Frobose, 2006). Kisérleteink soran azonban egy érdekes jelenséget is
tapasztaltunk: az LPS-indukalt THP-1 monocitakban a gyulladaskeltd6 mediatorok gyors
génexpresszid novekedésével egyiddben a gyulladésos folyamatokat negativan szabalyozo
SOCS3 gén aktivitasa szignifikans mértékben megnovekszik, még mielétt az AXL
kifejezodése fokozddna. Ez valoszinisiti, hogy a TLR4 aktivaciot kovetéen a SOCS3
génszinti  kifejez6désében bekovetkezé valtozasokért nemcsak a TAM receptorok
felelések, mutatva a mikrobidlis fertdzésre adott immunvélaszok Osszetettségét, finom
szabalyozasat.

A gyulladdsos valaszreakciok lefolyasa, illetve szabalyozasa pro- ¢€s anti-
inflammatorikus effektorok egyiittes jelenlétében zajlik. Habar a TAM receptorok TLR-
indukalta gyulladaskelté mediatorok termelésére gyakorolt negativ hatasat - melyben az
AXL érintett elsésorban - leirtak dendritikus sejtekben, Rothlin és mtsai nem vizsgaltak az
LPS kezelést kovetden a GAS6 és ProS, mint ligandok expressziojat. Az LPS 4ltali TLR4
aktivacio utani génkifejez0désére iranyuld kisérleteink eredményei alapjan elmondhato,
hogy mind aktivalatlan-, mind aktivalt THP-1 monocitdk esetén az altalunk vizsgalt
idépontokban az 1d6 eldrehaladtaval szignifikans mértékben csokken a GAS6
génexpresszidja. Ezen megfigyelésiink Osszhangban 4all mas kutatocsoportok
makrofagokon végzett kisérleteinek eredményével, miszerint a TLR jelatviteli utvonal
aktivacioja gatolja a GAS6 és ProS expresszidjat, ami viszont a gyulladaskelto citokinek
termelésének emelkedését eredményezi (Deng, 2012). In vivo, a legtobb migrald
dendritikus sejt csak egyszer megy keresztiil egy gyulladasos cikluson az apoptotikus
eliminacio eldtt. A ciklus végsé fazisaban az AXL indukdldsa a TLR jelatvitel gatladsa
révén befolyasolja az inflammaciot. Ezzel szemben a makrofagok gyulladasos cikluson

vald atmenete ismétlédhet, amihez a GAS6 és a ProS alacsonyabb szintli expresszalasa
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sziikséges, mert igy a masodik hullamban jelentkezd, de enyhébb mértékii gyulladasos
citokinszint emelkedés nagymértékben hozzéajarulhat a patogén hatékony eliminalasahoz
(Rothlin, 2007). A TAM ligandok gyulladassal jar6 fertézések alatti jelenlétének
szlikségességét, és kulcsfontossagu szerepét tamasztja ala az a tény is, hogy primer egér
makrofagokban kifejez6dve a GAS6 és a ProS, szinergisztikusan és autokrin mddon
negativan befolyasolja az alapkondicios koriilmények kozotti, illetve a TLR-medialta
gyulladaskelt6 citokin expressziot (Deng, 2012). Ugyanez mondhatdé el rekombinans
GASG6 és ProS jelenlétében is, mikor a TLR aktivacidja teljesen gatolt (Rothlin, 2007).
Mikrobialis fertdzéskor vagy gyulladasos stimulus esetén szamos hematopoietikus és nem-
hematopoietikus eredetli differencialt sejttipus termel I-es tipusti IFN-t, igy tobbek kozott a
dendritikus sejtek is (Cella, 1999; Siegal, 1999). Az I-es tipust IFN-ok a dendritikus sejtek
monocitak differencialodasat indukalja potens, funkcionalé dendritikus sejtté (Paquette,
1998; Santini, 2000). Az IFN/DC-k a sejtfelszinen az AXL kifejez6dését igénylik a
differenciaciokor. Azonban TLR-fliggd érési stimulusok (pl. LPS, poly I:C) proteolitikus
hasitas révén szignifikansan downregulaljak az IFN/DC-k AXL expressziojat (Scutera,
2009). Egér dendritikus sejtekben szamos citokin, tobbek kozott az I-es tipusu IFN-ok
termelése szupresszalhatdo a TAM ligandokkal, sét a dendritikus sejtek GAS6-tal torténd
IFN gatlasa mar human DC-k esetén is bizonyitott (Scutera, 2009). Mindezek alapjan
elmondhato, hogy a két TAM ligand anti-inflammatorikus faktornak tekintve jelentds
szerepet jatszik a normal fiziologias kondiciok kozotti immun homeosztazis
fenntartdsaban. Igy a velesziiletett immunfolyamatok lezajlasat a pro- és anti-
inflammatoérikus effektor molekuldk egyfajta interregulald szabalyozasa egyiittesen szabja
meg. Ezek alapjan nem meglepd, hogy a TAM szignalizacio alacsony - vagy éppen tulzott
mérteklt - GAS6, illetve ProS kifejezddés kovetkeztében 1étrejott helytelen mitkddése
stlyos kovetkezményekkel jarva szisztémas lupus erythematosus (SLE), vagy szeptikus
sokk kialakulasahoz vezethet (Borgel, 2006; Suh, 2010).

A TAM receptorok gyulladdsos folyamatokban betdltétt szerepére irdnyuld
megfigyelések mindeddig csak professzionalis immunsejteken végzett kisérletekbol
szdrmaznak. Azonban arra vonatkozdéan semmilyen adattal nem rendelkeziink, hogy
félprofesszionalis immunsejtek kiilonbdz6 mikrobidlis agenssel torténd kezelése milyen
hatassal van a TAM receptoroknak, mint az inflammacio negativ szabalyozéinak a

kifejezddésére. Eppen ezért kisérleteinket kiterjesztettiik keratinocitakra, illetve vaginélis
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epitélsejtekre, mely sejtek in vivo koriilmények kozott a bakterialis fertézés mellett viralis
infekcionak is kitett helyen fordulnak eld. A kapott eredmények azt mutatjak, hogy mind a
keratinocitak, mind a vaginalis epitélsejtek mikrobialis agensekkel (PGN, LPS, illetve poly
I:C) torténd kezelését kovetéen a TAM receptorok génaktivitasat legmarkansabban a poly
I:C, mint szintetikus viralis analog valtoztatja meg, szignifikdns génexpresszid csokkenést
eredményezve. Tovabba elmondhat6 az is, hogy a poly I:C-vel tortént indukcié a TAM
receptorcsalad tagjai koziil csak bizonyos receptorok (keratinocitaknal a TYRO3, vaginalis
epitélsejteknél a MER) génkifejez0désére gyakorolja a legjelentdsebb gatld hatast. Egér
retindlis pigment epitélsejtek esetén mar leirtdk a MER és TYRO3 hidnya kovetkeztében
kialakult abnormalis folyamatok kapcsan ezen TAM receptorok homeosztazisban betdltott
fontossagat (Prasad, 2006; Ye, 2011). Azonban az altalunk — els6ként — megfigyelt, a
mikrobialis agensek koziil a poly I:C kezelés utan létrejott TYRO3 és MER génexpresszio
csokkenések valoszinisitik, hogy ezek a receptorok a félprofesszionalis immunsejtként
szamon tartott keratinocitdkban a velesziiletett immunfolyamatokban is szerepet jatszanak.
A TAM receptorok — melyek az inflammacio leszabalyozasat hivatottak végezni — esetén
megfigyelt downregulalt génexpresszid jol korrelal a vizsgalt gyulladast eldsegitd
mediatorok (TNF-a, IL-6) kiilonboz6 kezelések utani génexpresszidos mintazatbeli
valtozasaval, miszerint a gyulladéaskeltd fehérjék legnagyobb, szignifikans mértékben
megemelkedett kifejezédése szintén a poly I:C-vel tortént indukciokor kovetkezik be. Igy
azon biokémiai vizsgalatok alapjan tett megallapitas, miszerint dendritikus sejtekben a
TAM receptorok negativ szabalyoz6i a TLR3 jelatviteli utvonalnak (Rothlin, 2007),
kisérleteink alapjan keratinocitak esetén is beigazolddni latszik.

A TAM receptorok kozil a MER fontossagat mutatja Alciato ¢és mtsai
megfigyelése, miszerint a TAM-ok koziil csak a MER GAS6 altali aktivacioja felelds
kozvetleniil az LPS-stimulalt makrofagokban a citokinek (TNF-o, IL-6, IL-1B)
expresszidjanak csokkenéséért (Alciato, 2010). Raadasul makrofagokban a MER utvonal a
PI3K/Akt-on és NF-kB-n keresztiil — fliggetleniil 0j fehérjék szintézisétél — felelés a
gyulladaskeltd medidtorok mérsékeltebb kifejezddéséért. Tovabba LPS kezelést kdvetden
fozottabb TNF-o termelés és erételjesebb LPS-indukalt endotoxikus sokk figyelheté meg
MER-hianyos egerekben (Alciato, 2010).

Ezen in vitro kisérletek eredményei ravilagitanak arra, hogy bakterialis, illetve
viralis fertdzések soran a kiilonb6z6d félprofesszionalis immunsejtek a rajtuk kifejez6do

TAM receptorcsaladbol sejttipusonként eltérd tagok génexpressziobeli csokkenésével jarul
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hozza a gyulladaskeltd mediatorok erdteljesebb kifejezddéséhez, ezaltal a hatékony
valaszfolyamatok kialakitasahoz.

Azonban a gyulladasos folyamatokat elobb-utobb meg kell sziintetni, hiszen a
hosszu ideig tartd inflammacié kronikussa valva sulyos problémaékat, szovodményeket
okozhat. Normalis esetben a TAM receptorok az IFNAR kozremiikddésével a SOCS
fehérjék expresszidjat eldsegitve a TLR szignalizacids utak gatlasat, ezéltal a gyulladas
csokkenését eredményezik. Megfigyelésiink, miszerint a kiilonb6z6 mikrobialis dgensek
akut, illetve perzisztens jelenlétében a — bérben is jelenlévé — dendritikus sejtek,
makrofagok, keratinocitdk daltal expresszalt TAM receptorok ¢s a gyulladaskeltd
citokinek/kemokinek (sejttipusonként eltérd, ligandfiiggd modon) kifejezédése forditottan
korrelal egymassal, in vivo koriilmények kozott a bor kronikus gyulladasos betegsége, a
pikkelysdmor esetén is beigazolodott. Osszehasonlitva a pikkelysdmords epidermalis bér
1ézios, illetve nem-lézios teriileteit az egészséges emberek epidermiszébdl szadrmazo
mintdkkal elmondhatd, hogy a pikkelysomords 1€zidos mintdkban mindharom TAM
receptornak, valamint a GAS6 ligandnak a génexpresszidja drasztikus mértékben
downregulalt, mellyel szemben a gyulladaskelté gének (CXCLS8, TNF-a, TNFAIP6, stb.)
aktivitdsa szignifikdnsan magasabb. Tovabbi érdekes megfigyelés, hogy a nem-1€ézios
pikkelysomords mintdkban is joval kisebb génkifejezddés tapasztalhatdo a gyulladast
negativan szabalyoz6é TAM receptorok ¢s ligandjuk esetében, habar ezzel parhuzamosan a
gyulladast elésegité citokinek/kemokinek génexpresszidjaban a kontroll mintakhoz képest
nem tapasztalunk emelkedett aktivitast. A TAM-ok és a GAS6 nem-lézids teriileten is
jelenlévé génexpresszidbeli csokkenése nemcsak annak vetiti elére a lehetdségét, hogy az
inflammacidt fékentartd szabdlyozdé mechanizmus hidnya kovetkeztében a gyulladas
mértéke, tehat a 1€zids teriilet nagysaga ndvekedni fog, hanem annak is, hogy barhol -
eddig teljesen intakt borteriileten is - Kialakulhat kronikus gyulladas.

A pikkelysomor, mint kronikus bérgyulladas esetén tett megfigyeléseink inspiraltak
minket arra, hogy tovabbi - példaul a tapcsatornat érintd - gyulladdsos betegségek kapcsan
1s vizsgaljuk a TAM receptorok, valamint ligandjaik gén-, illetve fehérjeszintli
kifejezddését. Eddigi eredményeink azt mutatjak, hogy a gyulladds negativ regulatorainak
megvaltozott kifejez6dése mas kronikus gyulladdsos betegségekkel is Osszefiiggésbe

hozhato.

69



7. OSSZEFOGLALO

A bér a koérokozo mikrobdkkal szembeni hatékony védelem els6 vonala. Az
epitelidlis sejtek — mint félprofessziondlis immunsejtek — szamos mintazatfelismerd
receptort (PRR) expresszalnak, melyek kiillonbozoé patogén-asszocialt molekula mintazatot
(PAMP) ismernek fel. A PRR-ek aktivalasa kiilonb6z6 antimikrobialis peptidek (AMP) és
gyulladaskelté mediatorok szekretalasat beinditva lokalis inflammaciot idéz el6. Azonban
a velesziiletett immunfolyamatok szigorti szabalyozas alatt kell, hogy alljanak, hiszen a
folyamatos aktivacid kronikus gyulladésos borbetegségek kialakuldsahoz vezethet. Mivel a
velesziiletett immunitas transzkripciondlis szabalyozéasarol alkotott eddigi kép még
hianyos, jelen munkaban a bérben lezajlo velesziiletett immunfolyamatok gén-specifikus
kontrollalasaért felelds szabalyozé mechanizmusok azonositasat tliztiik ki célul.

Osszefoglalva a kapott eredményeket elmondhatjuk, hogy az altalunk felallitott in
vitro kisérleti modell alkalmas az akut és perzisztens mikrobafert6zés gén-specifikus
kontrollalasaért felelds szabalyoz6 mechanizmusok tanulmanyozasara.

Ennek kapcsan megallapitottuk, hogy a velesziiletett immunrendszer
félprofesszionalis immunsejtjeiként szamon tartott keratinocitdk S. aureus-eredetii PGN-
nel valo egyszeri, illetve ismételt talalkozasa eltéré modon valtoztatja meg a gyulladaskeltd
citokinek/kemokinek, valamint antimikrobialis peptidek génexpressziés mintazatat. Amig
az ismételt PGN indukcio a gyulladaskeltd mediatorok (pl. IL-6, CXCLS8) expresszidjat
nem befolyasolja — amely megfigyelés alapjan nem-tolerizalhato géneknek tekinthetok —,
addig az antimikrobidlis peptidek (pl. DEFB4, CAMP) kifejez6dését meggatolja - igy ezek
tolerizalhato gének. Ez a nem-tolerizalhatoltolerizalhato fenotipus azonban hiszton
deacetilaz gitldé (TSA) elokezeléssel megvaltoztathaté: a gyulladaskeltd mediatorok
elcsendesitheték, az AMP-ek viszont reaktivalhatok.

A kisérleti modellt ezutan arra hasznaltuk, hogy megallapitsuk az epigenetikai
faktoroknak (pl. hiszton acetilacio), mikroRNS expresszionak, valamit negativ szabalyozo
molekuldknak a velesziiletett immunitds szabalyozédsadban betoltott szerepét. Ehhez elsd
1épésben a hiszton fehérjék globalis acetilacids szintjeit vizsgaltuk. Megallapitottuk, hogy a
PGN akut és perzisztens jelenléte kiilonb6z6 modon befolyasolja a H3 és H4 hisztonok
valtozasok — melyek moddosithatjak a gén-specifikus szabalyozé mechanizmusokat — a

velesziiletett immunrendszer tolerizalhatosaganak egyik magyarazataul szolgalnak.
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Keratinocitakban az akut és perzisztens PGN indukcio — mikroRNS-szinti —
poszttranszkripcionalis hatasat tanulmanyozva arra az elséként altalunk tett megfigyelésre
jutottunk, hogy expressziojukat tekintve a miR-146a ¢s a miR-155 nem-tolerizalhato
miRNS-ek; ezzel szemben a keratinocita-specifikus miR-203 expresszidja tolerizdlhato
fenotipust mutat. Megallapitottuk tovabba, hogy modelliinkben a miR-203, valamint
targetjeinek (p63, SOCS3) expresszidja ellentétes mintdzatot mutat, ezzel megerdsitettiik a
miR-203-nak a p63 és SOCS3 targetek poszttranszkripcionalis szabalyozasaban betoltott
direkt szerepét.

A velesziiletett immunfolyamatokban a gyulladaskeltd mediatorok kifejezodését
negativan szabalyozdé TAM receptorcsaldd expresszidjat vizsgalva megallapitottuk, hogy
kiilonb6zé mikrobidlis agensekkel vald indukciot kdvetdéen szdmos sejttipusban (pl.
dendritikus sejtek, monocitdk, vaginalis epitél sejtek, keratinocitdk) megvaltozik ezen
receptorok kifejezodése. Megallapitottuk, hogy a TAM-ok megvaltozott expresszidja —
mely sejt-, illetve mikroba-specifitast mutat — jol korrelal a pro- és anti-inflammatérikus
mediatorok génkifejezddésével: a TAM-ok expressziojanak csokkenése minden esetben a
gyulladaskeltd fehérjék (pl. TNF-a, IL-6) megemelkedett kifejezddésével parosul.

Annak érdekében, hogy az in vitro modellben tett megallapitasokat in vivo is
teszteljiik, megvizsgaltuk a TAM receptorcsalad kifejezddését pikkelysdmorben.
Megallapitottuk, hogy a modellben tapasztaltakhoz hasonléan a TAM-ok kifejezddése az
epidermiszben jelent6sen lecsokken. Fontos megfigyelésiink, hogy ez a génexpresszios
csokkenés a pikkelysomoros betegek nemcsak tlinetes, hanem tiinetmentes epidermiszére
is jellemzd. A gyulladas folyamatat negativan szabalyozo receptorok és ligandjuk csokkent
kifejez6déséhez a gyulladaskeltd mediadtorok (pl. TNF-a, CXCLS8) szignifikdnsan
megemelkedett szintje tarsul, utalva a borben lezajlé immunfolyamatokban a TAM

receptorok lehetséges kulcsfontossagii szerepére.
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8. SUMMARY

The skin represents the first line of defence against invading microorganisms.
Epithelial cells, considered as semi-professional immune cells, express a series of receptors
known as Pattern Recognition Receptors (PRRs), which recognize distinct pathogen-
associated molecular patterns (PAMPs). Activation of PRRs induces the secretion of
different antimicrobial peptides (AMPs) and proinflammatory mediators resulting in local
inflammation. Importantly, innate immunity must be properly controlled, as its continuous
activation leads to the development of chronic inflammatory skin diseases. Yet, our
knowledge regarding transcriptional regulation of innate immunity is still fragmentary.
Thus, the aim of this study was the identification of regulatory mechanisms responsible for
gene-specific control of skin innate immunity.

First, we found in our in vitro experimental model, that the gene expression profile
of different proinflammatory cytokines/chemokines and AMPs is differently altered when
keratinocytes are treated with Staphylococcus aureus-derived peptidoglycan (PGN) once
or repeatedly. The expression of cytokines/chemokines (e.g. IL-6, CXCL8) remains
unchanged upon PGN re-stimulation — therefore these genes are considered non-tolerizable
—; In contrast, repeated PGN treatment significantly decreases AMP expression (e.g.
DEFB4, CAMP) - these genes are considered tolerizable. However this non-
tolerizable/tolerizable phenotype is altered when Trichostatin A (TSA), a specific histone
deacetylase (HDAC) inhibitor pretreatment is applied: the expression of proinflammatory
mediators is silenced and AMPs are reactivated.

These observations prompted us to investigate the role of epigenetic factors (e.g.
histone acetylation), microRNAs (miRNAs), and negative regulatory molecules in the
regulation of innate immunity by using our in vitro model. In order to identify mechanisms
underlying non-tolerizable/tolerizable phenotype, first we examined the global level of
histone acetylation, a modification associated with transcriptional activation. We found
that acute or persistent PGN treatments influence the acetylation levels of H3 and H4
histone proteins in different manner. These global epigenetic changes — which can
specifically modify the gene expression — are presumabely responsible for the tolerization
of innate immune system.

Investigating the posttranscriptional effect of acute and persistent PGN induction in

keratinocytes we found that miR-146a and miR-155 are non-tolerizable miRNAs; however
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the Kkeratinocyte-specific miR-203 shows tolerizable phenotype. Furthermore, the
expression profiles of miR-203 and its target proteins (p63, SOCS3) change in opposite
directions, showing the immediate role of miR-203 in the posttranscription of its targets.

Studying the expression profile of TAM receptor family, which is a negative
regulator of inflammation in innate immune processes, we found that the expression of
these receptors changes in several cell types (e.g. dendritic cells, monocytes, vaginal
epithelial cells, keratinocytes) as a response to treatment with different microbial agents.
Our data are showing that the cell- and microbe-specific expression of TAMs negatively
correlates with the gene expression profile of pro- and anti-inflammatory mediators: in
parallel with the downregulation of TAM expression the expression of proinflammatory
genes (e.g. TNF-a, IL-6) are upregulated.

In order to test our observations made in the in vitro experimental model, we
studied the expression profile of TAM receptor family in vivo in samples from psoriatic
patients. We found that the expression of TAM receptors remarkably decreases in
epidermis. Importantly, this downregulated gene expression is present both in lesional and
non-lesional epidermis of psoriatic patients. Furthermore, downregulated expression of
TAMs and their ligand (GAS6) associates with significant upregulation of
proinflammatory mediators (e.g. TNF-a, CXCLB8), showing the possibility of regulatory

key role of TAM receptors in skin immune processes.
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