mRNS transzfekcié segitségével elért fotolidz szintézis in vitro
humdn keratinocita monolayeren

(Debreceni Egyetem, Orvos- és Egészségtudomanyi Centrum,
Borgydgyaszati Klinika, Debrecen', Department of Genetics,
Erasmus University Medical Center, Rotterdam’, Department of
Neurosurgery, University of Pennsylvania, Philadelphia®, Depart-
ment of Medicine, University of Pennsylvania, Philadelphia®)

Patogenetikai szempontbdl a bért ér6 egyik legjelentGsebb kor-
nyezeti hatds a napfény ultraibolya sugirzdsa, amelynek biolégiai
hatdsai hulldimhosszt6l fiiggGen eltérGek. Az UVB-sugérzas (280-
320 nm) egyik legjelentGsebb hatisa, hogy a DNS-ben kozvetleniil
elnyelGdve ciklobutén pirimidin dimereket (CPD) indukal. A CPD-
k a legkérosabb és leggyakoribb UVB-okozta DNS-16zidk kozé tar-
toznak. A CPD fotolidz egy igen gyors s fényfligg6 reakciéban ké-
pes kijavitani ezeket a fotoproduktumokat, de ez az enzim hidnyzik
a méhlepényes eml8sokbdl. Jelen tanulményban bemutatunk egy 4j
mRNS-alapi génterdpids médszert, amelynek segitségével funkcio-
nalis fotolidzt szintetizdltunk humén keratinocita sejtekben. A Poto-
rous tridactylus fotolidz génjét kédol6 mRNS-t in vitro transzkrip-
ciéval hoztuk létre. A szekvencia kodon-optimalizédldsdval, vala-
mint az mRNS-be t6rténd nukleozid mdédositdsok, hosszd poly(A)
farok és capl struktira beépitésével magas transzlaciés hatékonysé-
got, és bioldgiai stabilitast értiink el. Az mRINS-t tranziens transz-
fekciéval juttattuk be HaCaT sejtekbe és normél humdén epiderma-
lis keratinocitdkba, amelyekben a kédolt fotolidzt western blot és
immuncitokémia (ICC) segitségével detektdltuk a transzfekciét ko-
vetden kiilonboz6 idGpontokban. Annak vizsgalatdra, hogy a fotoli-
4z funkciondlisan aktiv-e, az mRNS transzfektdlt sejteket 20
mJ/cm® UVB dézisnak tettiik ki, majd rogton fotoreaktivaltunk egy
6réan 4t, vagy s6tétben tartottuk a sejteket. ELISA és ICC médsze-
ek felhaszndldsaval azt figyeltiik meg, hogy a fotoreaktivalt sejtek-
ben a CPD-k szdma 50%-kal csdkkent, a fotolidz aktiviciéjdhoz
sziikséges energiaforrast nélkiiloz6 sejtekhez képest. A fotoreakti-
vécié még a 60 mJ/cm® UVB dézis antiproliferativ hat4sit is szigni-
fikdnsan csokkentette, novelve a sejtek életképességét. A keratino-
citdkba juttatott fotolidzz mRNS megfelel$ lehetGség az UVB-indu-
kalta CPD Iézidk eltdvolitdsdra ezekben a sejtekben, igy terdpids al-
kalmazdsénak megteremtése fontos lépcsdfok lehet a bérdaganatok
megelézésében.

Manczinger Mdté dr’, Virés Andrea dr?, Kemény Lajos dr!
Nagy Istvdn dr?, Lakatos Lordnt dr.':

Candida albicans és PK E6/E7 vaginalis epithelialis sejtvonal
kolcsonhatasanak vizsgalata

(Szegedi Tudoményegyetem, BdrgyGgyészati és Allergolégiai
Klinika, Szeged', BZAKA BAYGEN: Noévénygenomikai,
Humin Biotechnol6giai és Bioenergiai Intézet, Szeged®)

Mind a systemds, mind a lokilis candidiasis egyre gyakrabban
fordul el az primer, szekunder és a terapids kezel€s sordn immun-
szuprimdlt allpotban 1évé betegek szdmdnak novekedésével. A be-
tegség vizsgilatira eddig nem allt rendelkezésiinkre megfelels be-
tegségmodell. Célunk volt egy, a vaginalis candidiasist j61 model-
lez$ rendszerben a betegség kialakulasat vizsgdlni humdn és patho-
gén oldalrél egyarant.

RNA-seq vizsgélatot végeztiink, melyhez a mintit a kovetkezd
dllapotokbél vettiik: /. C. albicans sarjadz6, nem pathogén 4llapot-
ban keratinocyta t4ptalajban (0. id6pillanat) 2. C. albicans hifzd,
pathogén 4llapotban keratinocyta téptalajban (3 6ra elteltével) 3. C.
albicans hif4z6, pathogén 4llapotban + PK E6/E7 vaginalis epitheli-
alis sejtek (betegségmodell) 4. PK E6/E7 sejtek 0. iddpillanatban
keratinocyta téptalajban 5. PK E6/E7 sejtek 3h elteltével keratino-
cyta tdptalajban. A mintdkb6l RNS-t izoldltunk, majd RNA-seq
hasznilatdval transzkriptéma analizist végeztiink. A valtozasok
smﬁﬂmﬁonnk meg. A géneket
véltozdsuk alapjdn csoportokba osztottuk és funkciondlisan anno-
taltuk Gket.

C. albicansban a szignifikdnsan viltoz6 gének koziil 1476 sejtek
jelenlétében és azok hidnydban is véltozik, mig 619 és tovibbi 436
genomi 16kusz sejtre specifikus valtozdst mutat. Ezen gének nagy
része alapvetd sejtélettani folyamatokban szerepelnek.

Eredményeink alapjdn a gomba pathogenitdsdhoz nem elég csu-
pén a morfol6giai viltozis, tovabbi 619 gén sejtre specifikus exp-
resszi6-véltozdsa torténik meg a gazda-pathogén interakcid sordn.
Ezek tovibbi vizsgélatdval G pathogenitési faktorok megismerésére
nyilik lehet6ségiink.
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Tovabbi bizonyitékok a bdr barrier funkcidjanak kirosoddsira
transgulatminéz 3 (TGM3) knockout egértorzson
fluorescein-izotiocianattal (FITC) végzett szenzibilizacios
kisérletek sorin
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Sz4imos, a normél bdr barrier funkcié kialakitdsdhoz sziikséges
struktirfehérjét &s enzimet ismeriink, melyek hidnya, vagy abnormis
szerkezete a barrier funkcié sériilésén keresztiil percutan szenzibili-
zdciora hajlamosit.

Kordbban mér igazoltuk, hogy a TGM3 knockout, fluoreszcein-
izotiocianattal (FITC) kezelt egerek esetében nagyobb ardnyban és
mértékben alakul ki FTIC re-expozicidkor fiilvastagodés (,,mouse
ear swelling test”, MEST) ill. kontakt dermatitis, melynek hétteré-
ben nem megfeleld barrier funkcié 4llhat.

Jelen kisérleteinkben a FITC-el tortént szenzibilizdciét ko-
vetden, a drendl6 nyirokcsomoékban az aktivilt CD4, CD25. pozitiv.
T-sejtek ardnyat vizsgdltuk flow-cytometrids analizissel, egytttal
RT-PCR médszerrel /ménﬁkwm:ﬂ:ﬁ;y_ gének
expressziGjat. " -

A FITC-et 24 6réig tart6 epicutan occlusioban alkalmaztuk a ki-
sérlet elsé €és hetedik napjdn, a re-expozicié a 15. napon a fiilek
ecsetelésével tortént, melyet 24, ill. 48 6ra miilva a fiilek vastagsa-
génak mérése, majd hematoxillin-eosin ill. toluidinkék festéssel
végzett szovettani vizsgilata kovetett. A TGM3 knockout egérpopu-
laciéban a MEST értékek szignifikdnsan magasabbak voltak, ezzel
Osszhangbin a gyulladds szovetiani jelei kifejezettebbnek mutatkoz-
tak, mint a vad genotipus esetében.

A FITC-el kezelt TGM3 knockout egerek esetében a drendlé nyi-
rokcsomékban mért aktivalt T-sejtek ardnya szignifikdnsan maga-

@Mmﬁﬁbzcﬁm‘b—ﬂ‘_’w,
IL12, IFN-y, GATA 3, HGPRT housekeeping génhez viszonyitott
expresszidjdban nem mutatkozott kiilonbség a knockout és vad ge-
notipust egerek kézott.

A TGM3 knockout, FITC-cel kezelt egerek nyirokcsoméiban ta-
pasztalt, emelkedett aktivalt T-sejt populécié ardny megerdsiti a ko-
rdbban MEST, ill. hisztolégiai vizsgélatok sordn észlelteket, a kife-
jezettebb gyulladis kirosodott barrier funkcidt jelez.

A fenti adatok tovabbi bizonyitékot szolgéltatnak azon feltétele-
zéstink igazoldsdra, hogy a funkcionélisan intakt b8r barrier kialaku-
ldsdhoz ezen egértorzs esetében az epidermdlis t amindz

(TGM3) is kulcsfontossagg. o el de’ VW\GQ,
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Szegedi Andrea dr."%:
Myeloid dendritikus sejtek szerepének vizsgalata az atopids
dermatitisre jellemzg effektor T sejt polarizacié kialakitdsaban
(Debreceni Egyetem, Orvos- és Egészségtudomdnyi Centrum,
Borgy6gyészati Klinika, Debrecen’,
Borgydgyaszati Allergolégiai Tanszék, Debrecen?,
Biofizikai és Sejtbioldgiai Intézet, Debrecen®)

Az atopids dermatitis (AD) egy krénikus, gyulladdsos bérbeteg-
ség, mely a fejlett orszdgokban egyre novekvs gyakorisdggal van
jelen. A betegségre a bdrben akut fizisban, a periférids vérben
mind akut és krénikus fazisban Th2 dominancia jellemz8. Emellett
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a Th17 és Th22 sejtek szerepét is felvetik, bir az erre vonatkozd
irodalmi adatok ellentmonddsosak. A dendritikus sejtek (DC) fel-
szini kostimulaciés molekuldik és az dltaluk termelt citokinek ré-
vén jelentGsen befolyédsoljak a kialakul6 effektor T sejt (Thl, Th2,
Th17, Th22) vélasz mindségét vagy adott koriilmények kozott a
tolerancia kialakuldsdt. Mivel AD-ben az egyenstly Th2 irinyba
tol6dik el, azt kivantuk megvizsgalni, hogy a periférids vérben ke-
ring6 myeloid DC-knek milyen szerepe van az effektor T sejtek
polarizéicidjiban.

Periférids vérbdl mdigneses beadek segitségével szepardltunk

, CD1c(BDCA1)* myeloid DC-ket, majd Staphylococcus enterotoxin
B (SEB) és thymic. strom@y_ﬂ_l@mﬁ,ln (TSLP) egyiittes alkalma-
“zéséval 48 6raig s zokat. Az érett DC-k citokintermelését
lézer pdsztizé citométerrel mértiik. Bzzel egy id6ben az érett DC-
ket egyiitt tenyésztettik autolég CD4TCD45RA™ naiv T sejtekkel,
majd 5 nap milva mértiik az aktivalt T sejtek proliferaciéjit és cito-
kin termelését dramlési citometridval.

Eredményeink szerint a periférids vérben keringé myeloid DC-k
MMQM%;W a stimuldldssat-esak Kisebb
mértékben fokozhatd S betegekben a DC-k IL-12 termelése
csOkker az egészséges kontrollokhoz képest. Az\msztést
kovetben a stimuldlt DC-kel aktivalt T sejtek proliferdcidja kifeje-
zett mind AD-ben, mind a kontrollokban, A T sejtek-polarizdcidja
AD-ben Th2/Th22 irdnyt mutat, az egészséges donorok Thl irdnyu
polarizicidjaval szemben.

Mocsai Gdbor, Nagy Georgina, Gdspdr Krisztidn dr.,

Szegedi Andrea dr.:

Barrier funkcidk vizsgalata atopids dermatitisben
(Debreceni Egyetem Orvos és Egészségtudoményi Centrum,
Bérgy6gydszati Klinika, Brgyogydszati Allergol6giai Tanszék,
Debrecen)

A bér elszarusod6 hamja olyan barriert képez, amely képes
egyrészt megakaddlyozni a kiilvildg szervezetre kdros allergénjei-
nek, mikrobédinak és toxikus vegyiileteinek bejutisét a szervezet-
be, mésrészt gitolja a folyadék és elektrolit elveszitését. Ez a
fizikokémiai gét az epidermis stratum corneuménak alsé sejtsorai-
ra lokalizdlédik és magdban foglalja mind a keratinocytdkat, a k6-
zottiik 1étrejovs sejtkapesolatokat, mind pedig lipid természet( in-
tercelluldris anyagokat. Badrmelyik komponens kiesése/funkci6-
vesztése kdrosan befolydsolja a barriert, amely késébb onger-
jeszt8 médon tovabb romolhat. J6 példa erre az atopids dermatitis,
melynek kialakuldsdban mind a genetikai (filaggrin mutécid),
mind a komyezeti hatdsok (tisztdlkodasi szerek, allergének, stb.)
révén létrejott barrier kdrosoddsok jelentSs szerepet jatszanak.

A bemutatésra keriilS vizsgdlat f6 célja kiilonbozd silyossdgi ato-
pids dermatitisben szenvedd betegek sziirése a filaggrin gén két leg-
gyakoribb muticidjéra (R501X, 2282del4) nézve. Emellett bizonyos
nemzetkozileg is elfogadott barrier funkcié vizsgalatokat végeztiink
a betegeken, mint a bdr hidrataltsdgdnak, faggydtermelésének és
transzepidermilis vizvesztésének mérése, valamint a bdr mikrocir-
kuldciénak vizsgalata laser-doppler scanninggel. Eredményeink sze-
rint a klinikai tiinetek silyossdga, a genetikai mutaciék megléte és a
barrier funkciék kdrosoddsinak foka dsszefiiggést mutat atopids der-
matitises betegeken.

Rézsa David, Boros Gdbor, Emri Eszter, Miko Edit, Nagy Georgina,
Emri Gabriella dr., Remenyik Eva dr.:

Humaén bér in vivo transzfektilasanak lehetdségei

(Debreceni Egyetem, Orvos és Egészségtudomanyi Centrum,
Borgyo6gyaszati Klinika, Debrecen)

A transzfekci6s technikdk fejlédésével €s a génterdpia térh6di-
tasdval kivdnatossd vilt a béron keresztiil térténé genetikai anyag
bejuttatdsa. DNS bejuttatisdval lehetségessé vdlik kiilonbozs
bérbetegségek kezelése, DNS vakcinéci6, valamint a keringésbe
juttatva egyéb szisztémds betegségek kezelése is. A {8 nehézséget
a bor barrier funkcidja jelenti; bar dllatmodelleken mér sok méd-
szer leirdsra keriilt, igazdn j6 metodika kidolgozdsa még nem si-
keriilt. A transzfekciés technikdkat tobbféleképpen is csoportosit-

hatjuk. Egyrészt elkiilonithetiink virdlis és nem virdlis médszere-
ket, melyek koziil a biztonsdgosabb nem virdlis technikdk terjed-
nek. Ezek kozott elkiilonithetiink kémiai és fizikai mddszereket. A
kémiai médszerek kiilonféle vegyiiletekkel torténé kezeléssel
teszik a bor str. corneumadt atjarhatovd, vagy keriillik meg azt
(pl. liposzémadk), a fizikai médszerek ugyanezt a str. corneum
fizikai roncsoldsdval érik el (pl. génpuska, elektroporacid).
A génterdpia szempontjab6l olyan médszerek kidolgozésa sziiksé-
ges, melyekkel nukleinsavak bejuttatisa lehetséges, méghozzd
dgy, hogy a hatds lehetSleg hosszi tdvi legyen, és ne okozzon a
paciensnek kellemetlenséget. A stabil RNS molekuldk létre-
hozisédnak kidolgozdsdval lehetévé vilt a mellékhatds-mentes,
gyors €s nagy hatékonysdgi transzlacié. Az eldadasban bemuta-
tdsra keriil az in vivo béron keresztiili transzfekciés technikak
fejlédése, valamint az ezen a teriileten elért néhdny sajit eredmé-
nyiink.

J6kai Hajnalka dr.', Szakonyi Jézsef dr.!, Barna Gabor dr?,

Kontdr Orsolya dr!, Kdrpdti Sarolta dr.', Holl6 Péter dr.:

A cutan lymphocytaasszocidlt antigén prognosztikai szerepe
psoriasis TNF-alpha gitl6 kezelésében

(Semmelweis Egyetem, Bor- Nemikdrtani és B6ronkoldgiai Klinika,
Budapest', Semmelweis Egyetem, . Patholégiai Intézet,

Budapest?)

A TNF-alpha gitl6k a silyos psoriasisban szenvedS betegek je-
lentSs részénél nagy terdpids hatékonységgal alkalmazott biol6giai
vélaszmddosité szerek. Ennek ellenére a betegek nem elhanyagolha-
t6 hanyad4nal hosszitdvi kezelés sordn a bértiinetek, iziileti pana-
szok markéns relapszusa tapasztalhat6. A terdpia tartés hatékonysé-
gét hitelesen elSrevetiteni képes, kénnyen vizsgalhat6 klinikai/labo-
ratériumi/genetikai markerre vonatkozéan egyelére nem dll rendel-
kezésre adat az irodalomban.

A cutan lymphocytaasszoc1élt antigén (CLA) a bérbe vandorl6 T-
lymphoc sejtfelszini, szovetspemflkus homlng-molekulajaként
fontos szerepet iG]t be a psoriasis patho ében.

Vizsgélatunk els6dleges céljaként a CLA prognoszt1ka1 jelentdsé-
gével kapcsolatos kordbbi eredményeink bsvitését, nagyobb vizsgalt
beteganyag adataival torténé alatdmasztésat tdiztiik ki.

38, siilyos krénikus plakkos psoriasisban szenvedd piciensiinkt6l
periférids vérmintat gydjtottiink a TNF-alpha gdtlé biolégiai terdpia
megkezdése elbtt, majd a kezelés kezdetétdl szamitott 2 és 6 hét el-
teltével. A vérmintdkb6l dramléscitometriai médszer segitségével
hatéroztuk meg a kering6 lymphocytdk, valamint a CD3+CD4+ és
CD3+CD8+ T-lymphocyta szubpopuldciék CLA-expressziGjat. A

“kitnduldsiértékeket 5 egészséges kontroll mért expresszios adataival
hasonlitottuk 6ssze. A CLA+ lymphocytdk szdménak alakuldsit a
klinikai éllapotot tiikr6z8, meghatdrozott idSpontokban (kezelés
el6tt, 2. és 6. hét, 3. és 6. hénap) regisztralt PASI pontértékkel vetet-
tiikk ossze.

Mind a 38 betegnél jelent6s PASI-csokkenést (dtlag 80%) talél-
tunk a terdpia 6. hetének végén. Az utdnkovetési periédusban (6. hé-
nap vége) nyert adatok alapjin azonban a betegeket klinikai 4llapo-
tuk valtozasét tekintve két csoportra tudtuk osztani: javuls (32/38)
és visszaesS (romld) (6/38) csoport. A két csoport kezdeti CLA-exp-
ressziojanak vonatkozdsdban szignifikdnsan magasabb értékeket de-
tektdltunk a késGbbiekben visszaesést mutaié betegeknél. (CLA+
lymphocyta-szdm a teljes kering6 sejtpopuldci6hoz viszonyitva
-CLA tot%-: p=0,013617; CLA+ lymphocyta-szdm a kerings
lymphocytdkhoz viszonyitva -CLA lymph%-: p=0,042639;
CLA+CD3+CD4+ T-lymphocyta-szdm a teljes kerings sejtpopuld-
ci6hoz viszonyitva -CLA CD4+ Tlymph%-: p=0,033745;
CLA+CD3+CD8+ T-lymphocyta-szam a teljes kering$ sejtpopulé-
ci6hoz viszonyitva -CLA CD8+ Tlymph%-: p=0,042345). A terdpia
kezdetétSl szdmitott 6 hetes vizsgdlati id6szakban szignifikdnsan
_ndvekvs expresszids ratat észleltiink a javulé csoportban (CLA tot%
p=0,000019), mig szignifikdnsan csékkendt a visszaesSknél (CLA
tot% p=0,042607).

A kapott eredmények megerGsitik feltevésiinket, miszerint a
CLA a psoriasisban alkalmazott biol6giai terdpia hossziitdvi ered-
ményességének hiteles, konnyen mérhetd prognosztikai markeréiil
szolgalhat.
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