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BEVEZETES

1. Pikkelysomor

A pikkelysomor egy igen gyakori borbetegség, mely hozzavetlegesen a populacio
2%-at érinti; leggyakrabban a kaukazusi populacioban fordul eld, azonos aranyban
jelentkezik a ndk ¢és férfiak korében. A pikkelysomor egy immun-mediadlt kronikus
gyulladasos megbetegedés, mely szamos sejt- és molekularis folyamatot érint. A
megbetegedés soran a tiinetek dinamikus valtozast mutatnak, a sulyosbodas és az
enyhiilés fazisai valtakoznak, de a betegség maga élethosszig tart. A pikkelysomor
pathogenezisében mind az 6roklott, mind pedig az adaptiv immunrendszer elemei részt
vesznek; a betegség ¢és szamos komplex jelatviteli molekula halézat kapcsolatat széles
irodalom tamasztja ala. A betegség kialakulasanak oka igen Osszetett, szamos genetikai-
¢s kornyezeti faktor, igy az életmodbol fakadd tényezOk is hozzajarulnak a tiinetek
kialakulaséhoz.

A pikkelysomor leggyakoribb tiinete a kiilonboz6 borteriileteken megjelend, jol
koriilhatarolhato, a bor felszinén kiemelkedd, ovalis, hamlé felszinii voros plakkok. A
tiinetek hatterében a hamsejtek felgyorsult osztédasa €s abnormalis differencialodésa all.
A pikkelysomort nagyfoki morbiditads jellemzi, ezen feliil az érintettek csokkent
¢letminéségrol szamolnak be. A bértiinetek mellett tars-betegségek is megjelenhetnek,
mint példaul iziileti gyulladas, érelmeszesedés, gyulladasos bélbetegség, cukorbetegseg és
depresszio. A betegség jelenleg véglegesen nem gydgyithato, gyogyszeres kezeléssel a
tiineteket enyhithetdek, atmenetileg akar megsziintethetdek.

A pikkelysomoros egyének latszolag egészséges blrteriilete (tlinetmentes bor) eltérd
szoveti homeosztazist mutat az egészséges bOrhoz képest. A tiinetmentes hamban
talalhato keratinocitdk nagyfoku érzékenységet mutatnak a proliferativ szignalokra. Ez a
tulérzékenység alapvetd szerepet jatszik a tlinetek kialakulasaban. Kutatocsoportunk célja
olyan molekuldk azonositasa és jellemzése, melyek a tiinetmentes bér hamsejtjeiben a
normalistol eltérd kifejez6dési mintazatot mutatnak, ezaltal hozzajarulnak a beteg
fenotipus kialakulasahoz; valamint olyan faktorok megismerése, melyek kialakithatjak a
hamsejtek fokozott érzékenységét. Ennek érdekében kutatocsoportunk korabban elvégzett

két nagyskalaju génexpresszios vizsgalatot, melyek sordn azonositasra keriilt egy hosszu,



nem-kodold RNS (ncRNS) molekula, a PRINS (psoriasis susceptibility-related RNA gene
induced by stress), és egy kisméretii fehérje, a CARD18 (caspase recruitment domain
family member 18, Iceberg) molekula; melyek magasabb szintli expressziot mutatnak a

pikkelysomoros tiinetmentes hamban az egészséges hamhoz viszonyitva.

2. Egy tjonnan azonositott hosszi, nem-kodolo RNS: PRINS

A PRINS egy a kutatocsoportunk altal azonositott, 3681 nukleotid hosszi, RNS

polimeraz-11 altal atiroddé hossz, nem-kédolé RNS molekula. A BLAST keresések
alapjan (http://blast.ncbi.nIm.nih.gov/Blast.cgi) a PRINS kifejezddése a féemldsok

rendjének emberszabastak oOregcsaladjara specifikus, ortolégja a ragcsaldkban nem
mutathato ki. Korabbi kisérleteinkben igazolodott, hogy a PRINS ncRNS magasabb
kifejezddést mutat a pikkelysomords tiinetmentes epidermiszben mind az egészséges,
mind a tiinetes epidermiszhez képest. Ez arra enged kovetkeztetni, hogy a PRINS ttlzott
expresszidja a tlinetmentes epidermiszben a pikkelysomdrre vald hajlam kialakuldsaban
jatszhat szerepet, mintsem a plakkok kialakuldsaban. Az megfigyelt eltérd expresszio
alatamasztja, hogy a keratinocitak tiinetmentes epidermiszben eltérést mutatnak az
egészséges bor hamsejtjeihez képest. A valos-idejii RT-PCR vizsgalataink kimutattak,
hogy kiilonb6z6 stressz-szigndlok, mint példaul UV-sugarzas, virusfertézés (herpes
simplex), €s a transzlacio gatlasa megnovelik a PRINS ncRNS expresszidjat. A PRINS
gén-specifikus csendesitése csokkentette a hamsejtek életképességét a szérum-eheztetetés
soran, a kezeletlen sejtek esetében azonban nem okozott valtozast. Mindez arra utal, hogy
a PRINS ncRNS szabalyoz6 funkcioval bir, védo szerepet tolt be a karos hatdsoknak
kitett sejtek esetében. Az irodalombol ismert, hogy a hosszi ncRNS-ek képesek a
fehérjékkel specifikusan kapcsolodni, ily médon szabalyozva szamos sejtfolyamatot. Az
esetleges PRINS ncRNS interakcios partnerek azonositisa céljabol in vitro kotodési
vizsgalat kertilt elvégzésre. A kisérlet eredménye szerint a PRNIS ncRNS direkt fizikai
kapcsolatot képes kialakitani a nucleophosmin (NPM, B23) fehérjével. Ezen interakcid
kimutathaté volt mind HaCaT, mind pedig normédl humdn epidermalis keratinocita
(NHEK) lizatumban. Ezt kovetéen kutatdocsoportunk a fehérje emelkedett szintii
kifejez6dését mutatta ki pikkelysomorben.

A NPM egy tobbfunkcios, a sejtmagvacskaban elhelyezkedd foszfoprotein. Ismert,
hogy alapvetd szerepet tolt be a sejtosztodas pozitiv szabalyozasdban, az mRNS-ek érési

folyamatéaban, ezen feliil az emlds sejtek DNS-karosodast kdvetd stresszvalaszaban, ahol


http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi

a DNS-repairt €és az apoptozis gatldsat szabalyozza. Szamos kisérlet soran kimutattak,
hogy fibroblasztokban ¢és tumor sejtekben UV-sugarzas hatasara az alapvetfen a
sejtmagvacskaban lokalizal6d6 NPM fehérje a magplazmaba vandorol. Az irodalom arr6l
is beszamol, hogy a NPM szamos szerepet tolthet be, aktualis funkcidja a fehérje sejten

beliili elhelyezkedésének fiiggvénye.

3. Inflammaszéma-medialt folyamatok pikkelysomorben

Hossza ideje ismert, hogy a velesziiletett immunrendszer hibas szabalyozasa fontos
szerepet tolt be a pikkelysomor kialakulasdban. Az inflammaszoémak és gyulladasos
caspase-ok a velesziiletett immunrendszer részét képzik, kontakt hiperszenzitivitasban és
pikkelysomorben is leirtdk potencialis indukalo-, illetve szabdlyoz6 szerepiiket a bérben
zajlo gyulladasos folyamatokban. Az inflammaszomak a citoplazmdban elhelyezkedd
multiprotein komplexek, melyek tartalmaznak valamilyen mintazat felismeré receptort,
mely képes felismerni a szervezetbe jutd pathogéneket és a szervezetben keletkezo karos
szignalokat egyarant és a mintazat felismerését kovetéen az inflammaszoéma aktivaciod
természetes immunvalaszt indukdl. Az inflammaszomék aktivaljak a caspase-1 molekulat,
mely az IL-1B és IL-18 gyulladasos citokinek érését és elvalasztasat szabalyozza. Jol
ismert, hogy az |IL-1B és IL-18 fontos szerepet t6lt be a pikkelysomor
pathomechanizmusdban, nevezetesen, medialjdk az immunsejtek hédmba valo
besziirddését és stimulaljak a hamsejtek osztdédasat. A gyulladt borteriileteken észlelt
emelkedett 1L-1 citokint legnagyobb részben a keratinocita sejtek valasztjak el.

A citoplazméban taldlhato szabad DNS, mint arté szignal, képes kivaltani a
természetes immunvalaszt. A DNS-szenzort tartalmazo AIM2 (absence in melanoma 2)
inflammaszéma esetében agonistaként szolgdl mind a szervezetbdl-, mind a
pathogénekbdl szdrmazd citoszolikus dupla szalod DNS (cdsDNS). Egy kutatocsoport
nemrégiben emelkedett cdsDNS-r6l és AIM2 kifejezddésrél szamolt be a pikkelysdmoros
tinetes hamban, ¢és feltételeztek, hogy a koéros mennyiségli cdsDNS és AIM2

Egy korabbi széles spektruml génexpresszids vizsgalat soran Osszehasonlitottuk az
egeészséges ¢s pikkelysomords tiinetmentes epidermiszt. A vizsgélat soran azonositasra
keriilt a CARD18 molekula, mely a COP (CARD only protein) fehérjecsalad tagja;

egyetlen CARD domainbdl all, mely nagyfoka szekvencia hasonloésagot mutat a caspase-



1 CARD domainjével. A CARDI18 fehérje, mint ,,decoy” molekula, képes mddositani az
inflammaszoma aktivaciot oly modon, hogy direkt hozzakapcsolédik a caspase-1
fehérjéhez, meggatolva aktivacigjat és ezen keresztiil az IL-1B és IL-18 érését és
elvalasztasat. A CARD18-1dl leirtak, hogy kifejezddése LPS és TNF hatasara emelkedik
THP-1 monocitdkban; valamint, hogy a CARD18 hatékonyan csokkentette az LPS vagy
TNF indukalt IL-1B elvalasztast. Ezen adatok azt sugalljak, hogy a CARDI18 egy negativ

visszacsatolasi utvonal része.



CELKITUZESEK

1. Célul tiztiik ki a PRINS ncRNS fizikai és funkcionalis jellemzését, valamint a

PRINS ncRNS és a nucleophosmin (NPM) fehérje interakcid szerepének vizsgalatat

A PRINS ncRNS szoveti- és sejtszintli eloszlasanak vizsgalata kiilonb6z6 human

szOvetmintaban

A NPM primer keratinocita sejten beliili elhelyezkedésének vizsgalata kontroll

kortilmények kozott és UV-sugdrzas hatasara

A PRINS ncRNS génspecifikus csendesités hatdsanak vizsgalata a NPM

crer

2. Célunk volt a CARDI18 molekula jellemzése és funkciondlis vizsgalata primer

keratinocitakban és human bdrben

A CARDI18 kifejezédésének tanulméanyozéasa kontroll koriilmények kozott és
T-sejt limfokin indukci6 hatdsara egészséges és pikkelysomords tiinetmentes

epidermiszben

A CARDI18 szoveti kifejezddésének ¢€s eloszlasdnak monitorozasa kezeletlen
koriilmények kozott és enyhe sériilést kovetéen (tape stripping =

ragasztoszalagos hamfosztas) egészséges €s pikkelysomords borben

A CARDIS8 sejtszintli kifejezOdésének vizsgéalata spontan differencialodo

human keratinocitdkban

Az inflammaszoéma szignalizacioban részt vevé molekuldk sejtszintli

kifejezOdésének vizsgalata dupla szala DNS kezelés hatasara

A CARDI18 génspecifikus csendesitésének hatdsa a keratinocitdk természetes

immunfolyamataira



ANYAGOK ES MODSZEREK

- Az organotipikus kultara elkészitéséhez ,,shave” (vékonybOr) biopszia vétel tortént 5
pikkelysomoros €s 5 egészséges onkéntestol

* Immunhisztokémiai festések alapjaul 2 egészséges onkéntes és 2 pikkelysomords egyén
mintdja szolgalt. A ,tape stripping” vizsgalatokhoz tovabbi 2 egészséges és 2
pikkelysomords onkéntes mintajat hasznaltuk fel. Festések soran kecskében termelt
poliklonalis anti-CARDI18 elsddleges ellenanyagot, biotinilalt masodlagos ellenanyagot,
extravidin peroxidazt és AEC el6hivast alkalmaztunk paraffinba 4gyazott metszeteken.

- Human immortalizalt keratinocita sejtvonalat (HPV-KER) és normal human epidermalis
keratinocita (NHEK) sejteket hasznaltunk a keratinocitak sejtbiologiai folyamatainak in
vitro modellezésére.

+ T-sejt limfokin kezelés: 0.3 ng/ml IL-3, 1 ng/ml granulocita makrofag kolonia-stimulald
faktor (GM-CSF) és 1 ng/ml IFN-y egyiittes alkalmazasa

- Inflammaszoéma aktivacié: 5 ng/ml tumor nekrozis faktor-a (TNF-a) és 5 ng/ml
interferon-y  (IFN-y) el6kezelés, majd 1ug/ml polydeoxyadenylic acid—
polydeoxythymidylic acid dupla szald homopolimer (poly(dA:dT)) transzfekcio

* UV-B kezelés: PBS-ben 1év0 sejtek sugarazasa; 40 mJ/cm?, 312 nm

* In situ hibridizacio: Digoxigenin-jelolt LNA mRNS proba alkalmazasa PRINS és
scrambled kontroll szekvenciara. Hat pikkelysomoros és tiz egészséges Onkéntes
mintdn, valamint két szoveti chipen vizsgaltuk a PRINS nem-kdodold RNS kifejezodéseét

* Valos idejii RT-PCR vizsgalatok: totdl RNS izolalast kovetéen CDNS-t szintetizaltunk 1
ng RNS-bdl. A PCR kisérletek soran az Univerzélis Proba konyvtar (UPL), vagy Cy5-
jelolt probat hasznaltunk. Minden vizsgalt gén esetében 18S riboszomalis RNS-re
normalizaltunk. Relativ mRNS expressziot AACt modszerrel szamoltunk. Statisztikai
analizis soran egy oldali t probat szamoltunk, a kiilonbségeket P < 0.05 értéknél
tekintettiik szignifikansnak.

- Immunfluoreszcens festés: egérben termelt monoklonalis anti-NPM (1:500) és
kecskében termelt poliklondlis anti-CARDI18 (1:250) elsddleges ellenanyagokat,
valamint anti-egér Alexa Fluor 546 kecske IgG (1:500) és anti-kecske Alexa Fluor 546
szamar 1gG (1:500) masodlagos ellenanyagokat alkalmaztunk. A sejtmagok festése
DAPI-val (1:100) tortént. A NPM sejten beliili elhelyezkedésének szemikvantitativ

analizise metszetenként 25 mez06 leszamolasaval tortént.
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* Génspecifikus csendesités: a PRINS nem-kodolé RNS expresszidjanak csendesitése
vektor-alapi modszerrel tortént; HPV-Ker sejtek tranziens transzfektalasa soran in vivo
pSilencer™ 2.1-U6 hygro vektort alkalmaztunk. A CARD18 csendesités siRNA duplex
transzfekciés modszerrel tortént NHEK sejtekben.

+ IL-1P szekrécid mérése: a sejtek feliiliszojat vizsgaltuk ELISA modszerrel
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EREDMENYEK

1. A PRINS ncRNS valtozatos szoveti és sejtszintil elrendezodést mutat

A PRINS nem-kodolé RNS expressziojanak részletes szoveti analizise soran ISH
technikat alkalmaztunk szoveti chipen, mely 13 kiilonb6z6 human szovetet tartalmazott
egyetlen metszeten. A sejtszintli PRINS eloszlast Gigyszintén nyomon kovettik NHEK
sejtekben. Az eredmények nagyfoku varianciat mutattak a kiilonb6z6 mintakban: erds
festodés lathatd a tiid6-, nyirokcsomod-, bél-, méh- €s hereszovetben, amig a kis-, és
nagyagyszovetben nem tapasztaltunk festddést. Enyhe mértékii PRINS kifejezddés
mutatkozott a vese-, gyomor-, hugyhodlyag és emlészovetben.

A boérszovetben, azon beliil pedig a hamban igen magas PRINS expressziot tapasztaltunk,
ahol nem volt eltérés a kiilonbozé sejtrétegekben. A PRINS dermadlis expresszidja nem,
vagy csak kis mértékben volt detektalhato. Az in vitro keratinocitak festése soran erds
nukleolaris és perinukledris festddés igazolodott egy enyhébb homogén citoplazmas
jelolodés kiséretében.

Tovabbi Osszehasonlito ISH festést végeztiink egészséges (n=10) és pikkelysomoros
(n=6) béron, és enyhe expresszio emelkedést tapasztaltunk a pikkelysomoros tiinetes és

tiinetmentes epidermiszben az egészséges epidermiszhez képest.

2. A PRINS ncRNS modosité hatasa a NPM UV-induklalt sejten beliili
elhelyezkedésére

Korabbiakban Szegedi Krisztina azonositotta a nucleophosmin (NPM) fehérjét, mint a
PRINS interakcios partnerét. A NPM els6sorban a magvacskaban helyezkedik el,
azonban citotoxikus és genotoxikus anyagok hatasara lokalizaciés valtozdson megy
keresztiil. Fibroblasztokban és tumor sejtekben leirtdk a NPM UV-sugéarzas hatasara
torténd, magvacskabol magplazmaba val6 vandorlasat.

Immuncitologiai mddszert alkalmaztunk annak érdekében, hogy megvizsgaljuk, vajon a
HPV-Ker és NHEK sejtekben megfigyelhetd-e a NPM intracellularis transzlokéacioja UV-
sugarzast kovetden. Eredményeink azt mutattdk, hogy mar 3 o6raval a sugarazast kovetden
a NPM fehérje bizonyos mértékben a magvacskabol a magplazméaba vandorolt; a
legnagyobb mennyiségli magplazmas NPM jelolodés 12 és 24 oraval volt detektalhato az
UV-kezelést kovetéen. A NPM intracellularis transzlokacio tranziensnek mutatkozott, 48

oraval az UV besugarazas utan a NPM fehérje visszavandorolt a magvacskaba.
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Annak eldontésére, hogy a PRINS ncRNS-nek van-e barmilyen hatisa a NPM sejten
beliili elhelyezkedésére, génspecifikusan csendesitettik a PRINS génexpressziot
kezeletlen koriilmények kozt tenyésztett €s UV-sugarzasnak kitett HPV-Ker sejtekben. A
PRINS csendesitett HPV-Ker sejteket a ,,scrambled” szekvenciaval transzfektalt kontroll
sejtekkel hasonlitottuk 0Ossze. Kezeletlen koriilmények kozott a NPM  foként a
magvacskaban helyezkedett ¢l mind a PRINS csendesitett, mind pedig a ,,scrambled”
kontroll sejtekben. Az UV-sugarazott sejtek esetében a kontroll szekvenciaval
transzfektalt sejtekben nagyon hasonlé NPM intracellularis mintdzatot tapasztaltunk, mint
koradbban a nem transzfektalt HPV-Ker sejtek esetében. A PRINS csendesitett sejtekben
csokkent NPM transzlokacié volt megfigyelheté az UV-sugarzas hatasara. Az
immuncitologiai eredmények validalasa szemikvantitativ analizissel tortént, mely soran
minden minta esetében 25 latdbmezdében szamoltuk meg a sejteket és kiilonitettiik el az
alapjan, hogy a NPM hol helyezkedik el sejten beliil. A szamitasok megerdsitették azt az
eredményt, miszerint a PRINS csendesitése akadalyozza a NPM intracellularis

transzlokaciojat az UV-kezelt sejtekben.

3. A CARD18 génkifejezédésének vizsgalata keratinocitaikban és bérben
Kutatocsoportunk a kézelmultban elvégzett egy cDNS microarray vizsgéalatot, mely soran
61 gén keriilt azonositasra, tobbek kozott a CARDIS, mint eltér6 mértékben
expresszalodo transzkriptek az egészséges és pikkelysomords tiinetmentes borben. A
CARDI18 egy negativ szabalyozé molekula, az inflammaszéma aktivaciot gatolja oly
modon, hogy kozvetlenlil hozzékapcsolodik a pro-caspase-1 molekuldhoz és
végeredménykeént az IL-1f elvéalasztast csokkenti. A ¢cDNS microarray validalasa soran
valds idejli RT-PCR analizist végeztiink, melynek eredménye szerint a CARDI18 relativ
nagymértékben fejezddik ki a pikkelysomords tiinetmentes bérben (kétszeres mennyiség
az egészséges mintakhoz képest), de az expresszido nem volt tovabb indukalhaté T-sejt
limfokin kezelés hatasara. Ezzel szemben az egészséges borben tapasztalt relativ alacsony
CARDI18 kifejezddés 1,65-szeresére ndvekedett a kezelést kovetden.

A CARDI18 sejtszintli jellemzése soran megvizsgaltuk a molekula mRNS és fehérje
kifejezodését spontan differencialodd keratinocitakban. Az in vitro génexpresszios
vizsgalat soran alacsony szinti CARDI8 mRNS expressziot tapasztaltunk az
intenzivebben osztddd sejtek esetében, mely kifejez6dés folyamatosan emelkedett a
differencidci6é eldrehaladtaval (43,2-szeres emelkedés a 0-ik napos mintdhoz képest).

Immunfluoreszcens modszer alkalmazasaval nyomon kovettik a CARDI18 fehérje
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kifejezodését a fent emlitett sejteken. A 0-4 napos mintdkban enyhe, majd a 6-10 napos
mintakban fokozatosan er6s6dé citoplazmas festédés volt detektalhatd. A 10 napos
kovetési idoben végzett vizsgalatok alapjan a fehérje szintii eredményeink jol korrelaltak
az mRNS szintli eredményekkel.

A CARDI18 fehérje szintii kifejezodésének dsszehasonlitdsat immunhisztokémiai modszer
alkalmazasaval végeztilk egészséges és pikkelysomoros bérben. A CARD18 minden
altalunk vizsgéalt mintaban epidermisz specifikus festddést mutatott, azon belil a
hamsejtek citoplazmajaban volt talalhatd. Festéseink alapjan elmondhatd, hogy a
pikkelysomords tiinetes és tiinetmentes epidermiszben erdésebb CARDI18 kifejezddés
tapasztaltunk az egészséges epidermiszhez képest. Az epidermisz rétegei kozott nem
lattunk kiilonbséget. Ezen eredmények megerdsitik a kordbbi organotipikus chip kisérlet
validalasa soran végzett valds idejii RT-PCR eredményeinket.

Az irodalombdl ismert, hogy a pikkelysomords tiinetmentes epidermisz keratinocitainak
alap osztodasi képessége nem kiilonbozik az egészséges bor Kkeratinociaitol,
mindazonaltal a mechanikai stressz hatasara (TS, ,tape stripping”) adott proliferativ
valasz eltér a két bortipusban: a tiinetmentes epidermisz keratinocitdi szignifikansan
magasabb osztddasi készséget mutatnak az egészséges epidermisz hamsejtjeihez képest.
Megvizsgaltuk a CARDI18 fehérje kifejezddését egészséges és pikkelysomoros bérben
kezeletlen koriilmények kozott, valamint 24 és 48 oraval a ,.tape stripping”-et kovetden.
Minden vizsgalt mintdban észlelhetd volt egy bizonyos mértékiit CARDI8 expresszio
emelkedés, azonban az emelkedés mértéke eltérést mutatott a kiilonboz6 bérmintakban. A
pikkelysomords tlinetmentes epidermiszben kisebb mértékli fehérje indukciot
detektaltunk, szemben az egészséges €s pikkelysomords tlinetes epidermisszel, ahol

erdteljesebb CARD18 indukcio kovette a mechanikai beavatkozast.

4. A CARD18 szabalyozo szerepe a sejtszintii gyulladasos folyamatokban

A keratinocita sejtek az immunrendszer részét képzik, képesek érzékelni a karos ingereket
¢s valaszreakcioként immunvalaszt kivaltani. A keratinocita immunvalasz soran
gyulladdsos szignal tutvonalak aktivalédnak, ami inflammaszéma komponensek
kifejezddését és gyulladasos citokinek elvalasztasat eredményezi.

Annak eldontésére, vajon mely sejtszintli folyamatokban vesz részt a CARDIS, illetve,
hogy milyen médon jatszik szerepet a CARD18 a pikkelysomor pathomechanizmuséban,
kisérleteink soran a hamsejteket olyan faktorokkal kezeltiik, melyek kapcsolatba hozhatok
a pikkelysomorrel. A duplaszala DNS-r6l ismert, hogy képes aktivalni az AIM2
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inflammaszomat-, és koros mértékben van jelen a pikkelysomoros —gyulladt
epidermiszben. A citoszolikus szabad DNS modellezésére szintetikus dupla szala DNS
analog molekuldt (poly(dA:dT)) transzfektadltunk a hamsejtekbe, ami szignifikdns
emelkedést eredményezett az IL-1p elvalasztasban (50 pg/ml), valamint az AIM2 (200-
szoros emelkedés) és caspase-1 (3-5-szoros emelkedés) expresszioban, de a kezelés a
CARDI18 kifejezddésére nem volt hatéssal.

Ezt kovetéen egy robosztusabb gyulladasos valaszt indukald kisérleti felallast
alkalmaztunk, ami IFN-y és TNF-a eldkezelésbdl és poly(dA:dT) transzfekciobdl allt. Az
IFN-y noveli az AIM2 génexpressziojat, a TNF-o pedig a pro-IL-1B transzkripciojat
medidlja. A fent emlitett citokinekrdl jol ismert, hogy koérosan magas mennyiségben
vannak jelen pikkelysomorben. A kombinalt kezelés fokozottabb emelkedést
eredményezett mind az IL-1B elvéalasztasban (100 pg/ml), mind pedig az AIM2 (250-
szeres emelkedés) és caspase-1 (13-szoros emelkedés) expresszioban. Ezen felil a
kombinalt kezelés a CARD18 kifejez6dését is indukalta (6-szoros emelkedés).

Tovabb vizsgalva a CARDI18 gyulladdsos folyamatokban bet6ltott hatasat, a kombinalt
kezelést megel6zéen (24 oraval az IFN-y és TNF-a kezelés el6tt) génspecifikusan
csendesitettik a CARDI18 molekuldt siRNS modszerrel. A kisérlet sordn 50%-0s
hatékonysaggal csendesedett a CARD18. A CARDI18 csendesités hatasara szignifikansan
csokkent az AIM2 és caspase-1 génexpresszio. A CARDI8 csendesités hatasat vizsgalva
elvalasztasa szignifikdnsan megnétt a csendesitett sejtekben.

Vizsgalati eredmények arra utalnak, hogy a CARD18 részt vesz a sejtszintli gyulladasos
folyamatok finom-hangolasaban, illetve - hasonldéan a specifikus immunsejtekben

tapasztaltakhoz — az inflammaszoma negativ szabalyozojaként funkcional.
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OSSZEFOGLALAS

Munkam soran két molekula, a PRINS nem-kédolé RNS és a CARDI18 jellemzdit és
funkcigjat vizsgaltam. Kutatécsoportunk mindkét molekularol bizonyitotta korabban,
hogy eltérd kifejez0dést mutat az egészséges €s pikkelysomords borben, vélhetden részt
vesznek a hamsejtek stressz valaszanak kialakitasaban és szerepet jatszhatnak a
pikkelysomor kialakulasaban.

A PRINS ncRNS-rél ismert, hogy a pikkelysomords tlinetmentes bdérben jelentsen
emelkedett kifejez0dést mutat, és szamos stressz-faktor (széruméheztetés, mikrobialis
agensek, UV-sugarazas) képes indukdlni sejtszintli expresszidjat. Munkdm soran
tizenharom kiilonb6z6 szovetmintaban vizsgaltam a PRINS kifejez6dését in situ
hibridizaciés technikaval. Eredményeink szerint a festési mintazat igen eltérd a
kiilonboz6 szoveti mintakban, raadasul a bér esetében szovet-specifikus kifejezodést
detektaltunk a PRINS esetében: az epidermiszben erds festddés volt lathaté szemben a
dermisszel, ahol legfeljebb enyhe PRINS expresszid mutatkozott. Ezt kdvetden az
egészséges ¢és pikkelysomoros borszovetet hasonlitottuk Ossze, és azt tapasztaltuk, hogy a
PRINS kifejezddés enyhe emelkedést mutat a pikkelysomoros tiinetes €s tiinetmentes
epidermiszben az egészséges mintakhoz képest. Kutatocsoportunk egy korabbi analizise
soran azonositasra keriilt a NPM fehérje, mint a PRINS ncRNS interakcios partnere.
Megvizsgaltuk a NPM sejten beliili elhelyezkedésének alakuldst UV-sugarazas hatasara,
¢és azt tapasztaltuk, hogy UV hatdsara a fehérje a sejtmagvacskabdl a magplazmaba
vandorol. Az UV-kezelt keratinocitdkban a PRINS génspecifikus csendesitése
fizikailag, de funkcionalisan is kotddik a NPM fehérjéhez €és szerepet jatszik a NPM-
medialt cellularis stressz-valaszban.

A CARD18 egy negativ szabalyozo molekula, mely kozvetleniil kotodik a caspase-1-hez,
akadéalyozza annak aktivalodasat, ily modon gatolja az inflammaszoma aktivaciojat. A
keratinocitakban zajlo, pikkelysomorrel kapcsolatba hozhaté molekuldris mechanizmusok
vizsgalata soran kimutattuk, hogy a CARD18 eltér kifejezddést és valaszkészséget mutat
a pikkelysomoros tiinetmentes epidermiszben az egészséges mintdkhoz képest. Az
egészséges borben tapasztalt alacsony CARDI18 kifejez6dés megemelkedett gyulladasos
stimulusok (T-sejt limfokin kezelés, tape stripping) hatasara, ezzel szemben a tiinetmentes
epidermiszben magasabb alapkifejez0dést detektaltunk, amely nem, vagy csak kis

mértékben volt indukalhato gyulladast indukald noxak hatasara.
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A sejtszintli gyulladasos folyamatok vizsgalata soran a pikkelysomdrrel kapcsolatba
hozhaté szignalok megnovelték inflammaszéma komponensek (AIM2, caspase-1) és
CARDI18 expresszidjat, valamint serkentették a sejtek IL-1B elvalasztasat. Ezen feliil a
citoszolikus DNS-kezelt sejtekben a CARDI18 génspecifikus csendesitése az IL-1B
szekrécio novekedését és csokkent AIM2 és caspase-1 mRNS expressziot eredményezett,
utalva a CARDI8 negativ szabalyozasban betoltott szerepére a sejtszintli gyulladésos
folyamatokban. A CARDI18 eltérd szabalyozdsa az egészséges ¢€s pikkelysomoros
epidermiszben hozzajarulhat a betegségre vald hajlam kialakulasaban, tovabba in vitro
eredményeink arra engednek kovetkeztetni, hogy a CARDI8 részt vesz a keratinocitdk

természetes immunvalaszanak finomhangol4saban.
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