Szakmai zaréjelentés ,,A Caterpiller molekuldk szerepe a szaruhartya természetes

immunitasanak kialakitasaban OTKA palyazathoz.

A TEMA HATTERE

A Nod-like receptorok (NLR) (régi elnevezés: Caterpiller molekula csalad) intracellularis
mintdzat felismerd receptorok, melyek patogénekre jellemzd mintdzatokat (PAMP) (pl. LPS,
flagellin, dsRNS) vagy az extracellularis ill. intracellularis kornyezetbdl szarmazo vészjeleket
ismerik fel (azbeszt, hugysavkristalyok, amiloid szemcsek). Mitkddésiik soran legtobbszor
fehérje komplexet alkotnak és kozvetleniil (pl. IL-1B, IL-18) vagy kozvetetten, szignal
transzdukcios utvonalak szabdlyozasa révén befolydsolja mdas citokinek ill. az
immunvalaszban résztvevd egyéb molekuldk (pl. sejtfelszini markerek) kifejezddését. Mara
mar az is vilagossa valt, hogy az NLR tutvonalak més mintazatfelismerd receptorokkal, igy pl.
a Toll-like receptorokkal (TLR) ill. Rig-like helikdzokkal (RLH) is kommunikélnak.

Az NLR csalad intenziv kutatdsok koézéppontjaban all, mely kutatasok folyamatosan és
dinamikusan ndének, ennek ellenére a csaladba tartozd 22 tag koziil meglepden keveset
karakterizaltak eddig. A mar karakterizalt tagokrél azonban kideriilt, hogy mindegyik
kapcsolatba hozhaté valamilyen kronikus gyulladasos-, autoimmun- vagy daganatos

megbetegedéssel (pl. Crohn-betegség, asztma, Alzheimer-kor, mellrak).

I) UV-B sugarzas hatasa az NLR —ek expressziojara human szaruhartya sejtvonalon

Annak ellenére, hogy az NLR csalad kutatasa intenziven ndvekszik, az NLR-eknek a szem- és
a szaruhartya immunfolyamataiban jatszott szerepérdl a mai napig nagyon keveset tudunk: az
ide vonatkoz6 cikkek szama 10-nél kevesebb, s ezeknek nagy része nem human, hanem egér

modellb6l szarmazik.

Eredmények:

Az ide vonatkoz6 eredményeket nemzetkdzi folyoiratban publikdltuk. (Benko et al., Mol.
Vision, 2007). Roviden 0sszefoglalva:

1) Kimutattuk, hogy az inflammaszoma tagok koziil a HCE-T (human corneal epithelial)
sejtvonalban erésebben expresszalodik a Nalp3 szenzor, mint a fotorefraktiv keratektomiabol
(PRK) szarmazdé primer kornedlis epitélsejtekben. Ezzel ellentétben azonban az ASC adaptor

¢s a kaszpaz-1 enzim jelentdsen gyengébben fejezddnek ki a sejtvonalban.



2) Kisérleti eredményeink szerint a HCE-T sejtvonal nem termel IL-1P gyulladasos citokint,
feltételezéseink szerint az ASC adaptor expresszid hianya vagy a kaszpaz-1 enzim nagyon
gyenge expresszidja miatt.

3) Az NLR csalad Nod-alcsaladba tartozo tagjai koziil az NLRCS5 expresszidjat nem sikeriilt
detektalnunk a primer sejtekben, mig a Nod1, Nod2 és NLRX1 expresszioja kozel azonos volt
az altalunk vizsgalt két sejt tipusban.

4) Kimutattuk, hogy HCE-T sejtvonalban a Nalp-alcsalad tagjainak expresszidja UV-B
sugarzast kovetden 6 oOraval csokken, viszont 24 oraval késébb az expresszid visszaall az
eredeti szintre. Ezzel ellentétben, a Nod-alcsalad tagjanak expresszidja mind 6-, mind 24
oraval a sugarzast kovetden jelentdsen csokkent.

5) Western blot technika segitségével kimutattuk a Nod2 miikodését: Nod2-specifikus
agonista hatasara fokozza az IkB foszforilaciojat, igy ez az utvonal megfeleléen milkddik a

HCE-T sejtvonalon.

II) Nod-like receptorok human keratinocitakban

Az eredeti munkatervtdl eltéréen a szem szaruhartydja mellett a bor kiilsé rétegét alkotod
sejttipusban, a keratinocitdkban is vizsgaltuk az NLR-ek lehetséges szerepét. Ennek f6 oka az
volt, hogy munkénk soran kideriilt, hogy a HCE-T sejtvonal nem fejezi ki az inflammoszoma
bizonyos tagjait (1. abra), igy funkciondlis vizsgalatokat nem tudunk végezni. Ezért
kiépitettiink a Debreceni Egyetem Borklinikdjaval egy kollaboraciot, melynek keretében
hozzajuthattunk miitétbdl szdrmazd human primer keratinocitakhoz.

Az emberi bdr, hasonldan a szemhez, amellett, hogy fizika hatart képez a kiilvilag és a
belsé kornyezet kézott, immunologiai feladatokat is ellat. Az epidermis legjelentdsebb alkotoi
a keratinocitdk, melyek képesek antigént prezentalni, citokineket és kemokineket termelni.
Irodalombol ismert, hogy UV-B sugéarzas soran, ill. késdi tipust tulérzékenységi reakcidban
az inflammoszomak fontos szerepet jatszanak a hatékony immunvalaszok kialakitasaban. Bar
a keratinocitaknak fontos szerepiik van a primer ¢és az ismétlodo fertézések -elleni
védekezésben, a folyamat hatterében all6 molekularis mechanizmusok, ill. az NLR-ek

lehetséges szerepe még kevéssé tanulmanyozott.



Eredménveink osszefoglalva:
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1. abra. A Nalpl és Nalp3 inflammoszoma felépitése.

1. ELISA modszerrel kimutattuk, hogy a keratinocitdkat kiilonb6zé TLR agonistakkal

kezelve, egyediil a szintetikus dsRNS, poly(I:C) eredményezett IL-1p szekréciot. A TLR

agonista kezelések hatdsara a pro-IL1béta génexpresszidjat szintén csak a poly(I:C) kezelés

indukalta, melyet kvantitativ RT-PCR (Q-PCR) technikaval mutattunk ki (2.4bra).
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2. abra. A pro-IL-1p expresszidja TLR ligandok hatdasdra, Q-PCR technikdval mérve.

2. Kimutattuk, hogy a Nalp1 ill. Nalp3 szenzorok koziil, mig a Nalpl expresszidja egyetlen

altalunk alkalmazott TLR agonista hatidsara sem indukalodott szignifikdnsan, a Nalp3

expresszidja mRNS szinten jelentdsen fokozodott poly(I:C) kezelést kdvetden (3. abra).
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3. abra. A Nalpl és Nalp3 expresszioja TLR ligandok hatdsdra, Q-PCR technikdval mérve.
3. Western-blot modszer segitségével fehérjeszinten is igazoltuk a Q-PCR méréssel kapott

eredményeinket (4. dbra).
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4. abra. A Nalp1 és Nalp3 expresszidja poly(1:C) kezelés hatdsdra, Western blot technikdval.

4. Kimutattuk, hogy a Nalp3-inflammoszoma kaszpaz-1 enzimjének expresszidja, amely az
inaktiv pro-IL-1p aktiv IL-1p3-va torténd hasitasaért felelds, szintén egyediil poly(I:C) kezelés
hatasara indukalodik (5. abra).

300

=

_cé:gzso—

‘g%zoo—

b 5 150

23

§~Z100«.

o
o] []
) S & & A v
§ < & N S > D
N & R\ & & & £
NG > & Y %

R < Qq,é‘

5. abra. A kaszpdz-1 enzim expresszioja TLR ligandok hatdsdra, Q-PCR technikdval mérve.

5. Id6fliggd kezeléseket végezve kimutattuk, hogy a Nalp3 expresszioja génszinten mar korai
idépontban, a kezelést kovetd 2. ordban indukalodik, s az expresszido az idével aranyosan
fokozodik (6. abra). Az adaptor molekuldk vizsgalata soran azt az eredményt kaptuk, hogy az
ASC szintje 24 o6ra alatt alig kétszeresére né poly(I:C) kezelés hatasara (7. abra), mig ez a
kezelés a Cardinal esetében jelentds expresszo fokozodast eredményezett, de csak a késoi

idépontban, ami felveti azt a lehetdséget, hogy ebben az esetben nem a poly(I:C) kozvetlen

hatasa eredményezi a jelenséget.
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6. abra. A Nalpl és Nalp3 expresszioja az ido fiiggvényében poly (I:C) kezelést kiovetéen, Q-PCR

technikaval mérve.
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7. abra. Az ASC és Cardinal expresszidja az idd fiiggvényében poly (1:C) kezelést kovetéen, Q-PCR

technikaval mérve.

7. Az inflammoszomat alkot6 enzimek expresszidjanak vizsgéalata sordn azt tapasztaltuk, hogy
mig a kaszpdz-1 expresszidja gén szinten mar 2 oOra utan indukalodik és 24 ordig ez
fokozatosan ndvekszik, addig a kaszpaz-5 csak 24 ora elteltével mutat expresszio fokozodast,
ami feltehetéen kozvetett hatds eredménye (8/A. dabra). A kaszpaz-1 expresszidjanak

fokozodasat fehérje szinten Western blot segitségével is kimutattuk (8/B abra).
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8. dbra. A caspase-1 és a caspase-5 enzimek expresszidja. A) Az enzimek expresszidja az ido
fiiggvényében poly (I:C) kezelést kivetéen, Q-PCR technikdval mérve. B) A caspase-1 enzim

expresszioja 24 oras poly(I:C) kezelést kivetoen, Western blot technikat alkalmazva.

8. Fluoreszcens szubsztrat felhasznélasaval kimutattuk, hogy a kaszpaz-1 enzim aktivitasa
jelentdsen fokozddik poly(I:C) kezelés hatasara (9. abra). Kaszpdz-1 specifikus inhibitort (Z-
YVAD-fmk) alkalmazva az IL-1p szekrécioban jelentds csokkentést tapasztaltunk (10. dbra),
ami bizonyitja, hogy a keratinocitdkban a poly(I:C) kezelést kovetd IL-B termelésért a

kaszpaz-1 enzim a felelds. %)
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9. dabra. A caspase-1enzim aktivitas mérése poly(1:C) kezelést kovetden.
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10. abra. Caspase-1 inhibitor hatdsa a poly(1:C) kezelést kovetd citokin termelésre, ELISA mddszerrel mérve.

9. A Nod2 expresszidjat siRNS-sel csendesitve nem valtozott az IL-1B szekrécidja poly(I1:C)
kezelés hatasara a kontroll (scramble) mintdkhoz képest, mig a Nalp3 expresszidjanak
csendesitését kovetden a poly(I:C) kezelést nem okozott akkora IL-1p termelést, mint a
kontroll mintak poly(I:C) kezelése. Jelenleg ezeket a méréseket ismételjiik.

10. El16z6 kisérleteinkben kimutattuk, hogy poly(I:C) kezelést kovetden indukalodik a Nod2
expresszioja, ezért megvizsgaltuk, hogy poly(I:C) kezelést kdvetd Nod2 specifikus ligand
(MDP) kezelés hatasara valtozik-e a keratinocitdk citokin termelése. Eredményeink szerint
poly(I:C)-vel és MDP-vel egyidejiileg kezelve a keratinocitdkat, szinergista médon fokozddik
az IL-6, IL-8 és TNF citokinek termelése (12/A. dbra), valamint indukalodik a -defensin és a

CAMP antimikrobidlis peptidek génjeinek expresszidja (12/B abra).
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12. abra. Poly(I:C) és MDP kizos kezelés hatasa. A) Gyulladdsos citkoinek termelése, ELISA
mdadszerrel mérve. B) Antimikrobidlis peptidek génexpressziojanak indukdlisa, Q-PCR mdédszerrel

mérve.



Jelenleg a kezelések hatasara aktivalodd szignal transzdukciés utvonalakat (NFkB,
p38MAPK) vizsgaljuk Western-blot technikaval. Terveink szerint ezen vizsgalatok utan

eredményeinkbdl kéziratot készitlink publikalas céljara.

III) Nod-like receptorok human limbalis dssejtekbél (LSC) szarmazé kornealis epitél
sejtekben (szaruhartyaban).

Az utdbbi honapokban lehetdségiink nyilt arra, hogy a Debreceni Egyetem Szemkliniké4javal
egyiittmiikddve limbalis Ossejtekbdl differencialtatott szaruhartyan vizsgéljuk a Nod-like
receptorok expresszidjat és mikodését.

1. Eredményeink szerint a limbalis 6ssejtekbdl differencialtatott (LSC) mintak NLR
expresszidja Osszevethetd modon hasonlit a photorefractive ceratectomia-bol (PRK) szdrmazo

mintdk NLR expressziojaval.
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13. abra. NLR-ek alapexpresszidjanak osszehasonlitisa HCE-T sejtvonalban, limbadlis Jssejtbol
differencidalodott cornealis epitél sejthen (LSC) ill. photorefractive keratectomiabol szarmazo

sejtekben, Q-PCR mdodszerrel mérve.



2. Ismert, hogy a szemfertézések leggyakoribb bakteridlis korokozoja, a Pseudomonas
aeruginosa L-1beta termelést indukal fert6z¢és soran. Annak kideritésére, hogy az NLR csalad
tagjainak a szerepiik lehet-e a szaruhartya fertézést koveté immunfolyamatokban, a Debreceni
Egyetem Mikrobioldgia Intézetével kollaboracioban beallitottuk az LSC sejtekbdl szarmazd
epitélsejtek Ps. aeruginosa-val torténd fertézését. ELISA modszer felhasznalasaval kapott
eredményeink szerint az in vitro fertézott sejtek jelentds mennyiségli IL-1B citokint
termelnek. Irodalmi adatok szerint a makrofagok ¢és dendritikus sejtek Ps. aeruginosa-val
torténd fertdzése sordn az NLR csaladba tartoz6 IPAF-inflammoszoéma koézvetiti az IL-1f3
termelést. Q-PCR technikéval vizsgdlva LSC és PRK mintdkban azonban nem tudtuk
detektalni az IPAF expresszidjat (pozitiv kontrollként makrofag sejteket hasznaltunk). Ez
felveti azt a lehetdséget, hogy szaruhartya sejtekben a Ps. aeruginosa fert6zés soran
tapasztalhatd IL-1f termelésért mas, feltételezésiink szerint a Nalp3-inflammoszoma felelds.
Annak kideritésére, hogy a Nalp3 szerepet jatszik-e a fertézés sordn tapasztalt IL-1f
termelésben, a Nalp3 siRNS-sel torténd csendesitését tervezziik. Jelenleg ennek a modszernek
a beallitasat végezziik.

3. A baktériummal torténd fert6zés soran szamos TLR aktivalodik egyszerre, ezért annak
kideritésére, hogy melyik TLR ligand aktivalas indukalja gén szinten a pro-1L-1f3
expresszigjat, TLR specifikus ligandokkal egyenként kezeltilk az LSC eredetli epitél sejtet
(14. abra).
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14. abra. Pro-IL-1p génexpresszioja TLR ligandkezelést kovetden, Q-PCR technikdval mérve.

Eredményeink szerint a bakterialis strukturakra jellemz6 Pam3 (TLR1/2), FSL-1 (TLR2/6) és
flagellin (TLRY) szignifikansan fokozta a pro-IL-1p génexpresszidjat, mig a HKLM (TLR2),
poly(I:C) (TLR3) és LPS (TLR4) nincs hatassal (14. abra). Erdekes modon azonban ezek a

kezelések onmagukban nem eredményeztek IL-1P citokin szekrécidt. Ez azt jelenti, hogy a



szaruhartya sejtekben, hasonldan az irodalomban szdmos esetben publikalt megfigyeléshez, az
IL-1B citokin szekréciojahoz 2 szignal sziikséges: 1. szignal: indukélja a pro-IL-1f3
génexpresszidjat, 2. szignal: Osszedll az inflammoszoma, aktivalodik a kaszpaz-1 és hasitja az

inaktiv pro-IL-1B—t aktiv IL-1B-va, ami azutan szekretalodik a sejtbol.

Eredményeinket dsszefoglalva azt mondhatjuk, hogy mind a primer keratinocitakban, mind a
primer szaruhartya sejtekben kifejezédnek a Nalp3 inflammoszoma alegységei €s a komplex
bizonyos kezelések hatasara aktivalhato. Fontos megfigyelésiink ugyanakkor az, hogy annak
ellenére, hogy mindkét epitél tipus testfelszini epitél, a TLR ligand kezelések hatdséra jelent6s
eltéréseket tapasztaltunk a két sejttipus aktivalasaban. Ennek egyik lehetséges magyarazata,
hogy a szem szaruhartydjanak védekezését és immunfolyamatainak mitkodését egy konnyfilm

1s segiti, ami a bornél hianyzik.



