Caracterizacion de la RNasa ZC3H12A /MCPIP1 en psoriasis
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Introduccion y Objetivos

ZC3H12A codifica para una RNasa conocida como MCPIP1, la cual participa en el metabolismo del mRNA y miRNAY2. Se ha descrito que esta sobrexpresada en piel psoriatica, y que recupera niveles
normales tras la resolucion de la psoriasis con los nuevos tratamientos que bloquean la via Th17%%. Sin embargo, el papel de dicha RNasa en la psoriasis es desconocido. Nuestros objetivos son estudiar
como se modula por IL-17A y analizar la distribucion de MCPIP1 en la piel afecta de psoriasis.

Material y Métodos

Para los estudios in vitro, se incubaron queratinocitos humanos normales (NHKs) y/o queratinocitos HaCaT con sobrenadantes condicionados, procedentes de cocultivos® diluidos 1/10 o con citoquinas
recombinantes. Se utilizo el modelo de raton de inflamacion psoriasiforme inducida por imiquimod (IMQ), asi como biopsias cutaneas lesionales procedentes de pacientes con psoriasis (previo
consentimento informado), para los experimentos in vivo. Asimismo, realizamos estudios de expresion génica y proteina mediante qPCR y western blot, respectivamente, y se analizé el patron de
expresion de la proteina con técnicas imunohistoquimicas. Finalmente, se llevo a cabo un analisis por citometria de flujo de suspensiones de células epidérmicas para caracterizar las subpoblaciones

que expresaban MCPIP1.

Resultados

Figura 1. Los sobrenadantes procedentes de cocultivos de linfocitos T CLA+ y células epidérmicas
autologas estimulados con extracto de estreptococo, inducen una mayor expresion de ZC3H12A
en NHKs.

(A) Los cocultivos de linfocitos T CLA+ (CLA+)
con células epidérmicas autélogas (EPI)
estimulados con extracto de estreptococo (SE)
producen una mayor cantidad de citoquinas
proinflamatorias, tales como IL-17A, IFN-y,
TNF-a, IL-6 y IL-8 (Psoriasis n=21; Controles
n=5). (B) Al estimular NHKs con estos
sobrenadantes condicionados (procedentes
del cocultivo CLA+/EPI activados con SE) se
observa un aumento de la expresion de
diferentes genes implicados en psoriasis, entre
los cuales ZC3H12A (a diferencia de la
estimulacion con sobrenadantes procedentes
de otras condiciones de cocultivo: CLA- o sin
estimulacion estreptococica (). (Psoriasis
n=13; Controles n=>5). (C) El incremento neto
de la expresion de ZC3H12A por el cocultivo
condicionado se correlacionaba con el nivel
de ASLOs para cada paciente. Cada punto
representa un paciente.

FIGURA 3. El gen ZC3H12A se expresa en la piel de raton inflamada
por IMQ.

(A) En el modelo de raton con inflamacion psoriasiforme tras la aplicacion de IMQ, se
observo que el gen ZC3H12A estaba marcadamente sobrexpresado, reduciéndose a
valores normales tras la aplicacion de propionato de clobetasol 0,05% en crema,
paralelamente a otros genes implicados en psoriasis. (B) El estudio inmunohistoquimico
de la biopsia cutanea frente ZC3H12A mostro una tincion mas marcada en la zona
de piel inflamada con IMQ respecto al control o tras la aplicacion del corticoide. Escala

grafica = 50 um. El cuadrado amarillo indica la zona ampliada. psoriasis(c).

FIGURA 2. La expresion del gen ZC3H12A y de su proteina MCPIP1 es inducida por IL-17A.

(A) El aumento neto de IL-17A (pero no de IFN-y) que se observa en los sobrenadantes de los cocultivos condicionados
se correlaciond con la expresion de ZC3H12A inducido por dichos sobrenadantes en NHKs.

(B, C) La incubacion de NHKs con IL-17A y/o
IFN-y recombinante humano revel6 que la
sobrexpresion de ZC3H12A era dependiente de
IL-17A, hecho que se confirmé al realizar
experimentos con anticuerpos bloqueantes en
los sobrenadantes de cocultivos (D). Ademas,
la estimulacion de queratinocitos HaCat con IL-
17A evidencié un aumento de la produccion de
la proteina de ZC3H12A (E). Esta I
sobreproduccion de proteina MCPIP1 no se
producia en los queratinocitos HaCAT cuando
eran transfectadas con un plasmido que
expresaba una secuencia silenciadora shRNA
para ZC3H12A (datos no mostrados).

Las lineas discontinuas indican expresion basal. W B i
Volumen final de estimulacién = 300 pl. Los valores II " .
netos corresponden a la diferencia entre los valores - ew e ST
de produccion de citoquinas en condiciones activadas ii e S

por SE y las basales (9). -

Ppp—

FIGURA 4. La expresion de ZC3H12A esta aumentada en piel lesional de pacientes con psoriasis.

(A) El estudio inmunohistoquimico de ZC3H12A en biopsias de piel psoriasica mostré una tincion ampliamente distribuida en los queratinocitos
suprabasales, que es diferente de los controles sanos (tincion limitada a la parte mas alta de la capa granulosa). Escala grafica = 100 pm.

(B) Los estudios de citometria de flujo de suspensiones de células epidérmicas confirmé que en las muestras procedentes de controles sanos, la
subpoblacion MCPIP1+ se encontraba principalmente en los queratinocitos mas diferenciados (KRT10+CD29-), mientras que en muestras de
psoriasis, también los queratinocitos menos diferenciados (KRT10+ CD29+) se marcaban con MCPIP1(b). Al incubar las suspensiones celulares
con IL17A, se detecto un ligero aumento de la subpoblacion MCPIP1+, especialmente en el compartimento KRT10+ CD29+ de las muestras de
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Conclusiones

Los resultados sugieren que MCPIP1 se expresa de forma aberrante en la epidermis psoriatica y que puede estar involucrada en la alteracion de la diferenciacion epidérmica mediada por
IL-17A. Futuros estudios permitiran confirmar si el papel de MCPIP1 es especifico de psoriasis y como participa en los diferentes subtipos clinicos de la enfermedad.
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