ZARO BESZAMOLO

A jelen palyazatban egy gyakori multifaktorialigokikus gyulladdssal jarosthetegség, a
pikkelysomor kialakulasaban szerepet jatszé immagial mechanizmusokat, valamint érb
homeosztazisdban bekovetéealapved eltérések alapjait vizsgaltuk. A zar6 beszamolét a
palyazatban megadott tematikus bontas szerint teisi el.

I. Abnormalis keratinocita proliferacios és differenciacios szabalyoz6 folyamatok
azonositasa és vizsgalata a pikkelysomords nem tizepidermiszben

I/A. A D-tipusu ciklinek szerepének vizsgalata a katinocitak proliferaciés és
differenciacios folyamataiban

A D-tipusu ciklinek, de kilonésen a D1 ciklin jeléségét a pikkelysomor pathogenezisében
tobb irodalmi adat, koztik kutatdcsoportunk eredyeétis kiemelik (Bel§ és mtsai, 2007;
Sano és mtsai, 2005; Masuda és mtsai, 2002)

Korabbi kisérleteinkben a D tipusu ciklinek mRN &8z kifejezodését csendesitettiik
HaCaT keratinocitakban. Az egyes ciklinek expraganak cstkkenése nem befolyasolta a
ciklin hianydban nagy, multinuklealt sejtek jeldnteneg a sejtkultiraban, amelyek a
propidium jodid alapu sejtciklus analizis szerii8-&2 fazisban akkumulalédtak.

Mindez arra utal, hogy a D tipusu ciklineknek dakius G2-M fazisanak szabalyozasaban is
szerepe van. Az ésen 0sztodo hamsejtekre jellednmarker, az alfa5 integrin és a K1/K10
differenciacios marker kifejézlésében nem talaltunk kulonbséget a kontroll segek
viszonyitva a tébbmagvu sejtekben sem.

A PCR moddszeren alapuléluman Cell Cycle Superarray Kisegitségével 84
proliferacio-, sejtciklus asszocialt gén kozul, attbks és harmas D ciklin specifikus
csendesités soran tobbek kozétt a CDC20 és a Kév kifejeddéseben mutatkozott
szignifikans csokkenés. A Ki67 legnagyobb mennyigéga sejtciklus G2/M fazisdban van
jelen a sejtekben, nagyon széles korben hasznakema sejtek proliferativ statusanak
megitélésére, de funkcidja részleteiben kevéssérism

Eredményeink arra engednek kévetkeztetni, hogy spdert G1-S fazisban betoltott
szabdlyozé szerepik mellett a D ciklinek a Ki67 ggpresszidjdnak szabalyozasan keresztil
részt vesznek a mitdzis szabalyozasaban is.

A fenti adatok ismeretében tovabb vizsgaltuk a RlirciKi67 kapcsolatot, Ki67
csendesitett sejtekben megvizsgaltuk a D tipusdinelk génszini kifejezédését.
Eredményeink alapjan a Ki67 gén mRNS szinten térgpecifikus csendesitését kdseat a
D ciklin gének kifejeddése nem valtozott a kezeletlen kontroll és kohtRINS-sel
transzfektalt sejtekhez viszonyitva. Udiik tehat, hogy a D ciklinek szabalyozzéak a Ki67
geén kifejeddését, de a Ki67 fehérje nem befolyasolja a D mékiexpresszidjat. Ugyanakkor
a Ki67 gén csendesitését kdsart, a D tipusu ciklinek egytittes kiitéséhez has@bérrans
fehérje funkcionalis szerepe a sejtek G2/M fazieaba

A munka jelenfségét a keratinocitak viselkedésének jobb megértésé a Ki67
szerepének tisztazasa adja. A Ki67 fehérje sejtsildn betdltott funkcidjat ezért tovabb
vizsgaltuk egy olyan kisérletben, ahol magas éssalzy Ki67 fehérje szint mellett
a sejtkulturaban, ahol magas Ki67 expresszio nelégeztik el a D ciklinek csendesitését, a
nagy multinuklealt sejtek aranya kozel azonos \at kontroll RNS-sel transzfektélt
kultarakhoz viszonyitva, mig az alacsony Ki67 le@dés mellett tortént a D ciklinek



csendesités soran a multinuklealt sejtek szamaiBk@nsan emelkedett volt. Ez alapjan arra
kovetkeztetink, hogy a magas Ki67 expresszid a Klincicsendesités mellett is
megakadalyozza, hogy kialakuljon a citokinézis rayabiztositva a mitdzis zavartalan
lefolyasat.

Eredményeinket egy kéziratban foglaltuk 6ssze, pijeénleg biralat alatt van.

I/B. A neurophilin-1 (NRP) szerepének vizsgalata Admsejtekben

Az NRP1 fehérjail korabbi adatok alapjan mar ismert volt, hogy aGHe (vascular
endothelial growth factor) és a SEMA (semaforimg)usill tirozin-kinaz receptorok ko-
receptora, mely fontos szerepet jatszik kulonfétddigai folyamatokban; angiogenezis, axon
guidance, sejtvandorlas, életképesség, invazié n(CH¥05; Kolodkin, 1997). Ezen
folyamatok szabalyozasa soran kulonféle jelatvitedikkal niikbdhet egyutt (Wang, 2008).
Arra vonatkozéan, hogy milyen szerepe lehet kepatthkban azonban korabban nem
rendelkeztink adatokkal.

Munkank soran ezért céluliztik ki az NRP1 gén kifejédésének és szerepének
vizsgalatain vitro tenyésztett hamsejtekben, és kulonféldbbtegségek kialakulasa soran.

Ehhez ebszor a neurophilin-1 (NRP1) gén expresszidjanakifpracio és differenciacio
flggését vizsgéltuk kulonféle keratinocita modedindszerekben: szinkronizalt HaCaT
sejtekben, illetve magas kalcium koncentracio lathsdifferencialoddé normal human
keratinocitdkban (NHEK).

Valos ideji RT-PCR kisérleteink eredményei szerint az NRP1 késjezbdése az
osztddé hamsejtekben a legmagasabb iszidts a keratinocitdk differenciaciéjanak
elérehaladtaval nagymértékben csokken.

Ezt koveben immunhisztokémiai vizsgalatokat végeztink, mekyrsoran az NRP1
fehérje kifejeddését és festiési mintazatat vizsgaltuk hiperproliferativrbetegségekben
(pikkelysémor, basalioma és laphdm carcinoma). Atakiban az NRP1 mellett az ismert
proliferacios marker, a Ki67 festését is elvégeztitedményeink alapjan az NRP1
mindharom vizsgalt d&rbetegségben a Ki67 proliferacios markerhez hasahdazatot adva,
feltétezheten a hiperproliferaldo hamsejtekben féj@att ki legmagasabb szinten. A
pikkelysomor esetében mar a betegek makroszképikagaszségesneknt, tlinetmenetes
borében is fokozott kifejeideést talaltunk, mely a plakkok terlletén tovabb l&euett.

A fenti eredményeink alapjan élsent sikerllt igazolni az NRP1 szerepét a kerattékc

proliferacios folyamataiban, mely adatokat kozlegidn foglaltunk 6ssz@Nagy N, Farkas K,
Bacsa S, Nemeth IB, Bata-Csorgo Z, et al. (2013PNRctivates NFB Signaling Pathway and Initiates
Proliferation in Keratinocytes. Int J Genomic Med102. c)

Il. A pikkelysdbmor immunszabalyozasa

lI/A. In vitro rendszer fejlesztése szdvetspecifika hatasok modellezésére az effektor és a
regulatoros T sejtek fejlbdése és mikddése soran egészseges és pikkelysomaorébn

A regulatoros T sejtek szerepe igen nagy jédggel bir a kilonféle autoimmun és
gyulladassal jaré korképek kialakulasdban (Maloymdsai, 2001; Baecher-Allan és mtsai,
2004). Korabbi munkank sordn megmutattuk, hogy &kgysomoros CD4+CD25+
regulatoros T sejtek (Treg) funkciondlisan neiikiidnek megfelélen (Sugiyama, Gyulai és
mtsai, 2005).

Célunk volt egy olyarin vitro rendszer felallitdsa, amely segitségével képessdiihk
megvizsgalni a érben lezajlé komplex immunoldgiai folyamatok koziTreg sejteket ériat
kérdéseket. Ehhez egészséges Onkéntédsékt psoriasisos betegéktszarmazd periférias



vérsl T sejteket izolaltunk, illetve normél és psorsas human keratinocytakat szeparaltunk.
A T sejtekldl tovabbi Iépésekkel effektor (CD4+CD25-), illetveszabalyozo
(CD4+CD25+CD127-) Treg sejteket izolaltunk.

Az alprojekthez kapcsoloddan ékent az effektor (CD4+CD25-) illetve szabalyozdé
(CD4+CD25+CD127-) T sejtek interleukin-1 receptapreesszidjanak jellemzését végeztik
el, feltételezve, hogy ezen strukturak kdzpontreyzet jatszanak adb komplex gyulladasos
folyamatainak iranyitasaban.

Az egészseéges €és pikkelysomoros CD4+ T sejtekelsgihi ILIR1 és IL1R2
expresszidjat aramlasi citométerrel hatadroztuk megnagneses alapu negativ szelekciét
kovetben a CD4+ populacion beldl elkilonitettik a naivmamoria, valamint a Treg
szubpopulacidit CD45R0O és CD25 jeldléseket alkalma? sejteket két napon keresztil
aktivaltuk IL-2 jelenlétében anti-CD3/CD28 gybtngy8kgitségével. Az aktivalt CD4+ T
sejtekben a szubpopulaciok elkulonitésére a CD4BR@ARP fehérjéket jeloltik meg, a
sejtfelszini GARP kifejedés aktivalt Treg sejtekre jellefWang és mtsai, 2009). A Treg
sejtekben az aktivaciot koven igen nagymértékben emelkedett az ILIR1 és aR2L1
pozitiv sejtek aranya mind a pikkelysémoros, miadegészséges mintakban. A receptorok
expresszidjanak intenzitdsanak o0sszehasonlitdsélvégeztik, amelyhez a pozitiv sejtek
fluoreszcencia intenzitasat vettik alapul. A fuokdlis IL1R1 fehérje sejtfelszini
kifejezddésének intenzitdsa szignifikansan magasabb \kielyisomoros Treg sejtekben az
egészséges Treg-hez képest (P<0,05). Pikkelysonaegsben az aktivaciot kovitn nem
figyeltink meg valtozast a pozitiv sejtek fluoremzcia intenzitdsdban. Egészséges Treg
sejtekben jeledsen emelkedett az IL1IR1 expresszid intenzitdsa kiixaaiot koéveben
(P<0,05). A decoy IL1R2 intenzitdsa hasonldéan wéithp de a megfigyelt kilonbség nem
bizonyult szignifikansnak.

Ezzel parhuzamosan periférias vérmintakafijtgytink egészséges onkénteskkés
pikkelysomorés betegedt abbol a ceélbol, hogy a véb szeparalt Treg sejteken
0sszehasonlitsuk az IL-2, a TRz IL-10 és a FOXP3 gének expresszidjanak valtizé-
1B kezelés hatasara.

A rendelkezésiinkre all6 aramlasi citométerrel végdeeg szeparalads soran nem
jutottunk megfelédd mennyiséf sejthez a valés idéj PCR vizsgalatokhoz. Anti-CD25
konjugalt magneses gyongyokkel nagymértékben dtigita Treg populaciot, amely ugyan
elmarad a kivant tisztasagtdl (40-70% CD25 maggsazitiv sejtek aranya), azonban
0sszehasonlitva a CD25-, Treg sejteket nem tart@nmaintdkkal jeleris kulonbség volt
kimérhet a nyugvd Treg sejtekre jelleiZOXP3 mRNS szifit kifejezodésében. A Treg
dusitott sejteket két napon keresztll aktivaltuk nl IL-2 jelenlétében anti-CD3/CD28
gyongyokkel (ACT). Az aktivalt sejtek egyik felétO Ing/ml IL-13 citokinnel kezeltik
(ACT/IL1). Kontrollként nem aktivalt mintakat is 28géltunk, amelyet csak IL-2 citokinnel
kezeltink. Két nap elteltével a sejtékliotal RNS-t izolaltunk majd cDNS szintézist
koveen valods iddj PCR segitségével mértik meg a FOXP3, TGFB, IL-A.€0 gének
kifejezodését. Egészséges szemeélygkim=3) szarmazo Treg sejtekben a FOXP3 mRNS
szintje az aktivalas hataséra jetesgn ritt (4-14-szeres emelkedés). AZ IB-kezelés mellett
tovabbi igen kismértdk nem jelenis emelkedés volt megfigyelliet A TGFB gén
kifejezédése nem valtozott az aktivacié hatdséara, illetygikedonor esetén a kontrollhoz
képest 30,99%-ra (ACT) és 23,65%-ra (ACT/IL1) c=ikk Az IL-2 gén kifejeddése
nagymertéld indukcidt mutatott aktivalast kovien, az IL-B kezelés mellett tovabbi 2,98-
szoros emelkedés jelentkezett az ACT-hoz képestlILA) gén kifejeddését nem tudtuk
kimutatni sem a kontroll, sem az aktivalt mintdkbazonban IL-g hatasara az esetek
tobbségében kismértékben indukalédott a géen expégass Pikkelysémoros betegekb
szarmazé sejtekben a FOXP3 és az IL-2 gének kifégsse hasonldéan alakult az aktivacioé és
az IL-1B hatasara, ugyanakkor az IL-2 esetében az egészskwgg-hez képest joval



magasabb mMRNS szintet detektaltunk mar a kontroikaami tovabb @tt aktivacidé hatasara.
A TGFB gén expreszidjaban az egészseges Tregeelt@ben emelkedést figyeltink meg az
aktivacio hatéaséra, erre az IB-hiem volt hatdssal.

A fenti eredményeinket egy kozleményben foglaltukszie, amely a Mediators of

Inflammation c. lapban jelent meBebes A, Kovacs-Solyom F, Prihoda J, Kui R, Kentérgyulai R:
Interleukin-1 receptors are differentially expredsa normal and psoriatic T cells. Mediators Inflam(2014)
2014:47262%

lI/B. Az egyes TL1A (TNFSF15) izoformak, és a DR3 TNFRSF25) receptor
kifejezédésének, és a pikkelysomor patogenezisében betdfélentéségének vizsgalata

A TL1A (TNFSF15) gén a TNF szupercsalad egy jol agntagja, receptora a DR3
(TNFRSF25) molekula, amely pedig a TNF receptopsrcsaladba tartozik. Irodalmi adatok
alapjan ismert, hogy a DR3/TL1A rendszer fontosreyaet jatszik kulonféle krénikus
gyulladasos betegségek, mint pl. a Crohn betegssiggenezise soran, a kéros Thl
immunpolariz&cio létrejottében (Wen, 2003). Emelieindkét faktor aberrans kifejgdését
igazoltak rheumatoid arthritisben is, valamint a PROkusz duplikacidja az 1-es
kromoszOoman is gyakrabban fordub elgyanebben a betegségben (Osawa, 2004).

Valos ideji PCR kisérletekre alkalmas primer szetteket teivdzta TL1A molekula
harom izoformajanak specifikus detektaldsara. A AM®8 és TL1A/174 izoformék
expressziQja alig volt detektalhatd a pozitiv kohtendotél sejtvonalakbol izolalt mintakon.
Irodalmi adatok alapjan aéfizoforma, a TL1A/251 kifejgmésének van fizioldgiai
jelentbsége (Mick és mtsai, 2010), ezért a masik két rmoddb a tovabbiakban nem
vizsgaltuk.

Pikkelysomoros betegek tlinetes és tiinetmergtesibtain, valamint imiquimoddal kezelt
egerek pikkelysomorhdéz hasonld tlneteket mutatérérb fluoreszcens és normal
immunhisztokémiai médszerrel detektaltuk a TL1Alawaint receptora a DR3 kifejédését.
Fluoreszcens immunfestés segitségével kimutatiklad fehérje nagymeértékexpressziojat
pikkelysémoros tiinetes és tiinetmentes dermiszlg@gszséges személyekréhsl szarmazo
mintdkban a TL1A fehérje alig kimutathaté mértéklvam jelen. A pikkelysdmords tinetes
epidermiszben és dermiszben a DR3 receptor szaejten skifejeddik. Morfoldgiajuk
alapjan ezek a sejtek kilénféle immunsejtek lehetrpélddul limfocitdk, makrofagok,
dendritikus sejtek.

A CD3/DR3 markerekkel végzett késtimmunfluoreszcens jeldléssel megmutattuk, hogy
a T-limfocitdkon (CD3 pozitiv sejteken) csak nagykismértékben, vagy egyaltalan nem
detektalhaté a DR3 receptor a pikkelysomoros lézdhen az epidermiszhez kozeli
régiokban, itt leginkabb antigén prezentald seftg&zték ki a fehérjét. A dermisz mélyebb
rétegeiben elhelyezkédoként CD4 pozitiv helper T sejteébéllé sejtcsoportokban elszértan
megtalalhaté CD3/DR3 kel pozitiv T sejt.

Kimutattuk, hogy a tenyésztett normdl huméan kecaitdk szolubilis forméban
szekretaljak a TL1A citokint az extracellularis i€y ezt azonban TN#citokinnel valo
kezelés nem befolyasolta.

Ismert, hogy a TL1A molekulaval kapcsolatba hokéttképek, valamint a pikkelysémaor
kialakuldsa soran zajlé patogén folyamatok kdzok Basonlosag figyelhétmeg, ezért a
TL1A gén 6t egynukleotidos polimorfizmusanak (SNi)sgalatat kezdtik, melyekrmar
korabban megmutattak, hogy gyulladasos bélbetegsaaggzociaciét mutatnak (Picornell,
2007).

Munkank soran arra a kérdésre kerestink valasgy ad’NFSF15 kivalasztott SNP-inek
(rs3810936, rs6478108, rs6478109, rs7848647, rglB3HEs ezek specialis kombinacioinak



(haplotipus) szerepe van-e a pikkelysomor és axzitistpsoriatica betegségekre valé hajlam
kialakitasaban.

Ehhez 219 pikkelysomords, 105 arthritis psoriatibéseg, és 200 egészséges kontroll
DNS mintajanak felhasznalasaval meghataroztuk agoétcioban az egyének genotipusat
specifikus TagMan probak alkalmazdsaval PCR alagalsaerrel. A kapott eredmények
alapjan harom haplotipust (A,B,C) azonositottunkjdraz egyes SNP-k alléljainak, illetve a
haplotipusok éifordulési gyakorisagat vizsgaltuk a kulonBasoportokban.

Eredményeink arra utalnak, hogy az rs6478109 SNRett@i kockazati tényéz
(p=0,005), mig a C haplotipus \edyenetikai faktorként szerepelhet a pikkelysémor
kialakulasdban. Adatainkat kdzleményben foglaltisz&é, melyet a Human Immunology

cimi lapban k6zoltlinkképiro L, Széll M, Kovéacs L, Keszthelyi P, Kemgén@yulai R. Genetic risk and
protective factors of TNFSF15 gene variants detkating single nucleotide polymorphisms in Hungasiavith
psoriasis and psoriatic arthritis. Hum Immunol. 20Eeb;75(2):159-62. doi: 10.1016/j.humimm.2013.06.)

I1l. A pikkelysdomor molekularis patogenezisének visgalata

HI/A. A pikkelysoméros tinetmentes borben emelkedett kifejefidést mutatd PRINS
nem-koédold6 RNS (ncRNS) gén szerepének vizsgalatas énterakcids partnereinek
azonositasa a keratinocitak apoptotikus folyamataién

A PRINS ncRNS geént egy 2000-ben készitett ,difféedndisplay” kisérlet soran
azonositottuk, melyben az egészséges és pikkelyé8mdinetmentes epidermisz
génexpresszidés mintazatat hasonlitottuk 0ssze. bbowazsgalataink soran megmutattuk,
hogy a PRINS mRNS molekula fontos szerepet jatszikeratinocitak stresszvélaszban
(Sonkoly, 2005). Expresszidja azonban nem korlaibzérre a sejttipusra, hiszen szamos
mas egyeb szdvetben sikerllt igazolni a jelenlétét.

Tovabbi vizsgalataink soran célunk a PRINS kifégixsének részletes jellemzése, és a
sejtekben betdltott funkcidjanak, valamint intelidkopartnereinek azonositasa volt.

Ehhez részletesen elemeztik a PRINS expresszid@aH sejtekben és normal human
keratinocitdkban is, valamint megmutattuk, hogyaencRNS feltehéen nem az NF-kappaB
jelatviteli ut tagjaként vesz részt a kulonféle silnoxak hatasara indulo cellularis

stresszvalasz szabalyozasaban. Ezen eredménykizketéeny form4jaban is megjelentettik
(Bari L, Bacsa S, Sonkoly E, Bata-Csérgo Z, Keménpobozy A, Széll M. Comparison of stress-induced
PRINS gene expression in normal human Kkeratinocgted HaCaT cells. Arch Dermatol Res. 2011

Dec;303(10):745-52. doi: 10.1007/s00403-011-1162-8.

Ezt kbveben olyan gének azonositasat végeztik, melyek a $Ribdabalyozasa alatt
allhatnak. Ehhez génspecifikus csendesitését udgekteLa sejtekben, majd cDNS
microarray vizsgalatokban olyan géneket kerestimk]yek kifejeddése megvaltozott a
kontroll sejtekhez viszonyitva. Az egyik ilyen gé&kna G1P3 bizonyult, mely egy anti-
apoptotikus hatasu interferon indukalta faktor. AR3 pikkelysomdrben betdltott szerepét

célzd kisérleteink eredményeit kdzleményben fogkakbssze(Szegedi K, Sonkoly E, Nagy N,
Németh IB, Bata-Csoérgo Z, Kemény L, Dobozy A, $éllhe anti-apoptotic protein G1P3 is overexpresise
psoriasis and regulated by the non-coding RNA, FRIEXxp Dermatol. 2010 Mar;19(3):269-78. doi:

10.1111/j.1600-0625.2010.01066.x.)

Késsbb olyan molekulédkat is kerestiink, melyek fizikgileépesek kdlcsdnhatasba lépni a
PRINS RNS-sel. Ribonukleoprotein inzolalé kit seggévelin vitro kisérletekben MALDI-
TOF modszerrel azonositottuk a nucleophosmin (NRMgrjét, mely egy olyan nuklearis
foszfoprotein, mely folyamatosan a citoplazma ésepmag kozott mozog. Ezt koden
célunk annak tanulmanyozasa volt, hogy vajon a NBhérje stresszindukalt intracellularis
eloszlasat szabalyozza-e a PRINS ncRNS. siRNS ragdt20rtéi csendesitést kouin
kilénb6d technikakkal (NPM-GFP fuzios fehérje vandorlasanddétektdlas és NPM



immunhisztokémia) kovettik, hogy a PRINS gén exgmiéganak csdokkenése befolyasolja—e
az NPM sejtmagvacskabol sejtmagba, ill. citoplazantistérd migraciéjat HaCaT és HPV-
KER sejtekben. Ezek a kisérleteink egymast nteg@reredményeket szolgaltattak: a PRINS
nem-kodold RNS kifejgidésének csendesitése visszatartd (retencios) dlat@dsaz NPM
fehérje UV-indukciéra bekovetkézmagvacskabdl a magplazméba, majd azt K@éreta
citoplazmaba tortén vandorlasara. Ezzel egyértdiem bizonyitottnak tekintjik, hogy a
PRINS nem-kédol6 RNS nem csupan fizikai, de funkélis kapcsolatban is all a sejtek
stressz valaszaban alap¥etzerepet bet@tNPM fehérjével. Eredményeinket kbzleményben
0sszesitettlikszegedi K, Goblos A, Bacsa S, Antal M, NémetBaBa-Csorg Z, Kemény L, Dobozy A, Széll
M. Expression and Functional Studies on the Nongp&NA, PRINS. Int J Mol Sci. 2012 Dec 21;14(1):285
doi: 10.3390/ijms14010205.)

Nemzetkodzi egyuttitkédésben (Karolinska Institute, Stockholm, Svédagyzsikeresen
beallitottuk a PRINS ncRN#®& situ hibridizaciojanak médszerét is laboratériumunkiiaren
vizsgalataink eredményei igazoltak a valos d§T-PCR kisérletekben kapott PRINS
kifejezédési mintazatokat. Ezt kovietn egészséges egyének mintait tartalmazo6 szovpti ch
en vizsgaltuk a PRINS expresszidjat. Légebb fesidést a bél-, ér-, here-, méh-, nyirok-,
és tudszovetben talaltunk, ezzel szemben a kis-, és gggyavetben nem detektaltunk
festbdést. Az epidermiszben és izolalt keratinocitdkismbveti- és sejtfestést kdven
egyarant kifejezett nukleolaris és perinuklearistigést, illetve homogén citoplazmas
eloszlast detektaltunk.

l1I/B. Az egészséges és pikkelysémords tinetmentbérben eltéré kifejezodést mutato
gének és fehérjék azonositasa é€s vizsgalata.

Munkacsoportunk korabbi vizsgalatai alapjan ismett, hogy a pikkelysomords betegek
CD4+ T sejtjei olyan limfokineket termelnek, melykikozzakin vitro korilmanyek kozott a
pikkelysomorés betegek tlinetmentesérmbintaibdl szeparalt bazalis keratinocitak
megfigyelhed. Neutralizalo ellenanyagokkal végzett kisérletekbreegmutattuk, hogy a fenti
hatdsok kialakitdsaban az IRN-GM-CSF és IL-3 limfokinek jatszhatnak szerepettéB
Csorgh, 1995). Kisérleteink soran azt is megfigyeltikgh@gyes gének, példaul a PRINS
kifejezédése eltér modon valtozik a fenti 3 T-limfokinnel torténkezelés hatasara
egeszséges, és pikkelysémoros tunetmentebolb szarmazd keratinocitdkban. Mig az
elébbiekben a PRINS bazdlis kifefelése alacsony volt és nem valtozott a kezelés dratéds
addig a betegek tinetmentesdisl szarmazoé sejtekben a magasabb kezdeti expreszanbs
markéans csokkenést mutatott. Mindez arra is utagyha betegek drve inherens eltéréseket
mutat az egészséges egyénekeével 6sszehasonlitva.

A fentiek alapjan kisérleteinkben célunk a pikkélygros tiinetmentes és az egészséges
epidermiszben a PRINS-hez hasonléan T-limfokin kezehatasara eli@rkifejezodés-
valtozast mutatd gének azonositdsa volt, melyekrepeé jatszhatnak a betegség
patogenezisében.

Ehhez 4-4 egészséges és pikkelysémoros fiatalttéréitmentes dréldl vettiink biopszia
mintakat, melyek8l in vitro organotipikus kultirakat hoztunk létre. Ezek egfgléet T-sejt
limfokinekkel kezeltik, majd a kezeletlen és a kiementakat cDNS microarray modszerrel
hasonlitottuk 6ssze.

Az adatok kiértékelése utan 57 ismert gént, €és Eh nsmeretlen transzkriptumot
azonositottunk, melyek elt€kifejezodés-valtozast szenvedtek a limfokin kezelés haaasar
Ezt koveten a cDNS microarray adatok validalasa érdekébevaldgztott gének
kifejezédését PCR alapu mddszerekkel az eredeti mintaknadizaéisaval, valaminh vitro



keratinocita proliferaciés és differenciacios mdeldben is elemeztiik. Megallapitottuk, hogy
a PCR validalas eredményei jo korrelaciot mutadtakip vizsgalatok eredményeivel.

Ezt kdveben az azonositott géneket részlatesilico analizisét kezdtik, illetve néhény, a
pikkelysomor patogenezise szempontjabdl fontos @&etében kisérletes munkat is
végeztink. Megallapitottuk, hogy az 57 annotalt génil 11-nek a szerepét mar leirtak a
betegség patogenezisében. A kisérleti felallasafdassagai miatt azt is feltételeztik, hogy
az altalunk azonositott gének a tlnetek kialakulidisakorai lépései soran jatszhatnak
szerepet.

Az azonositott gének o©sszefluggéseit bioinformatikedbdszerekkel (GO analizis a
DAVID szoftver alkalmazaséaval, valamint Ingenuityatipvay analizis) vizsgaltuk.
Eredményeink alapjan az azonositott gének két hthidzvoltak rendezhétk. Mig az egyik
fontos szerepet jatszik a sejtmorfologia, de@s, és sejthalal folyamataiban, addig a masik
feladata a kismolekulak, valamint lipidek metabolisanak szabalyozasa.

Mivel az eredeti kisérleteink 4 egészséges és Kelyikomoros fiatal ferfi bevonasaval
készlltek, a vizsgalt elemszdmok ndvelése érdeki@bétro kisérleteinket tovabbi 4-4 donor
bevonasaval is megismételtik. Ezeken a mintakarottéh, valés idéj RT-PCR mddszerrel
csak a korabban kijelolésre kerllt gének alapsziifiejezodésének, valamint a kezelések
hatasara bekovetkéz kifejezodés-valtozasok kulonbségeit elemeztik. Eredményeink
igazoltak a kordbbi medfigyeléseinket, melyek artaltak, hogy pikkelysémoros betegek
tinetmentes drében szamos olyan gén kifejese inherensen magasabb sz{pl. IL-1A,
IL-1B, IL-23A), melyek szerepet jatszhatnak a kii@e kilss kornyezeti hatdsokra indulo
abnormalis T-sejt differenciacids folyamatok kidtakdban. Mindez azt is felvetette, hogy
ezen geének finomszabdlyozasdnak felborulasa a Ip#tadrre hajlamos egyének
keratinocitaiban a betegség kialakulasanak kopagidéinek tekinthéek.

A cDNS microarray kisérletek soran kordbban bicimfatikai médszerek alkalmazésaval
részletes funkcionalis analizist is végeztink. Ekns@ran megallapitottuk, hogy az 57 gén
kozott 3 olyan is taladlhaté (SFRS18, LUC7L3, PPI@Eglyek szerepet jatszanak az mRNS
molekulak érési folyamataiban, ezen belll az adtévnsplicing szabalyozasabalm. vitro
keratinocita proliferacios és differenciacios modehdszerekben, szinkronizalt immortalizalt
keratinocita kultarak (HaCaT, HPV-KER) alkalmazésamegmutattuk, hogy a harom gén
MRNS és fehérje szintszabalyozdsa nagy hasonlésagot mutat, annak mdlehégy
egymastal tavol, mas-mas kromoszomakon helyezkedhdkz arra utal, hogy kifejédésik
szabalyozasaban hasonl6 jelatviteli folyamatoletit transzkripcids faktorok jatszhatnak
szerepet.

Korabbi eredményeink alapjan ismert, hogy a piké@hgoros tlinetmentes epidermiszben
a fibronektin egy specialis, EDA-domént tartalman&ofétalis formaja van jelen, mely a gén
alternativ splicing folyamatai soran képik. Megmutattuk, hogy a PPIG és a LUC7L3
gének csendesitése eredményeképpen a keratin@eitakb EDA+/EDA- alternativ splice
variansok aranya eltolédik. Ezek az eredmények aranak, hogy a betegeligben az
MRNS molekulak érési folyamatainak zavarai is h@zpéhatnak a pikkelysomor

kialakulasdhoz. A cDNS microarray kisérletek ereayeé kdzleményben foglaltuk 6ssze
(Szabo K, Bata-Cso#gZ, Dallos A, Bebes A, Francziszti L, Dobozy A, &eynl, Széll M.Regulatory networks
contributing to psoriasis susceptibility. Acta DeMenereol. 2014 Jul;94(4):380-5. doi: 10.2340/00935%-
1708.).

A fenti chip kisérletek, ill. az azok eredményeajzold validalasok rairanyitottdk a
figyelminket az IL-23A molekulara pikkelysomdrbéthhez a molekulahoz ill. receptorahoz
kapcsolédboan hazai egyutikbdésben kerllt vizsgalatra az IL-23 receptor makek
polimorfizmusainak szerepe kulon@mmunmedialt human betegségekben. A vizsgalatokat
a Pécsi Tudomanyegyetem Prof. Dr. Melegh Béla aidalyitott Orvosi Genetikai Intézete
vezette, munkacsoportunk a klinikailag jol karaid@&it pikkelysomoros betegcsoport
adataival, valamint az o©Onkéntesek vénas @drélzolalt genomi DNS gfjtemény



rendelkezésre bocséatdsaval jarult hozz4 ezekhezghittmikodés eredményeképpen két
kozlemény sziletett. Az egyik kozleményben azt agfiggelésinket kozoltik, hogy a
magyar populaciéban az IL23R gén polimorfizmusaikkelysomorrel asszocialtak, de az
immunglobulin A nefropatiaval nersafrany E, Szell M, Csongei V, Jaromi L, SipekySgabo T,

Kemeny L, Nagy J, Melegh B. Polymorphisms of tiBR_gene are associated with psoriasis but not with
immunoglobulin A nephropathy in a Hungarian popigat Inflammation. 2011 Dec;34(6):603-8. doi:

10.1007/s10753-010-9268-2.,mig az ezt kdvétkdzleményben azt a megallapitast tettiik, hogy
hogy ulcerativ colitis-ban eli®r IL23R haplotipusok jarulnak hozza a betegség
kialakuldasdhoz, mint Crohn betegségben és pikkelgsben(Safrany E, Szabo M, Szell M, Kemeny

L, Sumegi K, Melegh BI, Magyari L, Matyas P, Figdy Weber A, Tulassay Z, Melegh B. Difference of
interleukin-23 receptor gene haplotype variantsiicerative colitis compared to Crohn's disease padriasis.

Inflamm Res. 2013 Feb;62(2):195-200. doi: 10.100004.1-012-0566-z.)



