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Bevezetés és irodalmi attekintés

Az emberi test egyik legnagyobb szerve a bor, mely kiemelkedd szerepet tolt
be a szervezetiink védelmében. Osszetett barrier rendszert képezve, az
immunrendszerrel szoros egylittmiikodésben egyarant véd a kornyezetlinkbdl
érkezd kémiai, fizikai/mechanikai ¢és biologiai behatdsokkal szemben.
Munkacsoportunk hosszi évek 6ta foglalkozik a bér (kor)élettani folyamataival,
illetve azzal, hogy a bdrben fellelhetd kiilonbozd sejttipusok hogyan jarulnak
hozz4 a gyulladassal és/vagy viszketéssel jaro korképek kialakulasdhoz vagy
éppen javulasdhoz. Laboratoriumunk kutatdsainak masik alappillére az
endokannabinoid rendszer (ECS) vizsgalata. Az ECS egy Osszetett élettani
szabalyoz6 rendszer, melynek receptorai €s endogén ligandjai a szervezetben
szinte mindenhol, igy a borben is megtalalhatdak. Az ECS ,klasszikus™ tagjai
mellett a bdrben az ionotrop kannabinoid receptorként is funkcionéld tranziens
receptorpotenciali (TRP) ioncsatorna csalad tagjai is jelen vannak. Minthogy a
kozelmultban kimutattuk, hogy a féként Ca?*-ra permeabilis, héérzékeny TRPV1,
-2 ¢és -4 ioncsatorndk kifejezddnek a humdn faggytmirigyek sejtjeiben, az
értekezés alapjaul szolgald egyik publikdcioban a negyedik ,,melegérzékeny”
TRPV csatorna, a TRPV3 kifejezddését és szerepét vizsgaltuk meg human
szebocitakon.

Kisérleteink masodik felében egy, a kannabinoid rendszerhez kozvetleniil
nem kapcsolédd anyag, a klinikai gyakorlatban évtizedek ota biztonsagosan
alkalmazott antidepresszans fluoxetin (FX) hatasait vizsgaltuk human epidermalis
keratinocitdkon, kiilonds tekintettel a molekula lehetséges gyulladasgatlo

hatasaira, illetve a FX borgyogyaszati repozicionalasanak lehetdségére.
A faggyumirigyek és az akne

A faggylimirigyek rendellenes mitkddéséhez leggyakrabban kapcsolhatd
korkép az akne, vagyis a pattanasossag. Patogenezisét tekintve komplex

folyamatrol van sz6, amelynek kialakulasaban négy 6 tényezd vesz részt, melyek
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a szeborrea, vagyis fokozott mennyiségli ¢s megvaltozott mindségli faggya
termelddése, a kivezetdcsd abnormalis keratinizacidja, a patogén Cutibacterium
acnes (korabbi nevén: Propionibacterium acnes) torzsek elszaporodasa a
piloszebaceus egységben, valamint az ezzel parhuzamosan kialakulé koéros
gyulladédsos folyamatok. A fentieck mellett az akne patogenezisében fontos
szerepet jatszanak az androgénhormonok is, hiszen a faggyutermelés fokozodasa
sok esetben Osszefiigg a férfi nemi hormonok tultermelésével. A pattanasok
jellegzetesen az arcon jelennek meg, ugyanakkor gyakoriak a haton és a
mellkason is. Az akne megjelenési formai lehetnek a kiilonféle nem gyulladasos
1éz10k, azaz a nyitott vagy zart komedok (mitesszerek), valamint az altaldban
papuldk, pusztuldk, illetve cisztdk formdjdban jelentkez6 gyulladasos
elvaltozasok. Az akne sikeres kezelése gyakran kiilonb6zd kezelési modok
kombinalt bevetését igényli. A jelenleg elérhet6 leghatékonyabb anti-akne szer az
1zotretinoin; alkalmazisakor azonban sulyos mell¢khatasok (egyebek mellett
teratogenitas) fordulhatnak eld.

Mindezek alapjan érthetd, hogy vilagszerte komoly igény mutatkozik olyan
1) terapias megoldasok azonositasara, amelyek a jelenleg elérhetdnél kedvezdbb
mellékhatasprofil mellett lehetnek képesek hatékonyan enyhiteni az akne

kiilonb6z6 formainak a tiineteit.
A TRP csatornak szerepe a faggyumirigyekben

A TRP csatorndk a bdrben tobbféle sejttipusban tobbek kozt a
keratinocitakban, szenzoros neuronokban, melanocitakban, valamint kiilonb6z6
immunsejtekben is kifejezddnek, €és szerepet jatszanak szamos ¢lettani folyamat
szabalyozasaban. Fontossagukat jol jelzi, hogy egyre tobb bizonyiték all
rendelkezésre arra vonatkozdan, hogy ezen TRP csatornak rendellenes miikddése
olyan betegségek ¢s (kor)allapotok kialakuldsahoz vezethet, mint a kronikus
fajdalom, a viszketés, kiilonféle borgyulladds formak, wvitiligo, alopecia, a

sebgyogyulas zavarai, kiilonb6z6 bordaganatok vagy éppen a barrier karosodésa.



A fentieken til munkacsoportunk az elmult években szamos borélettani
folyamatban vizsgalta a TRP csatornak funkcionalis szerepét. Nemrégiben
kimutattuk, hogy a TRPV3 stimuldcidja az NF-kB utvonalon keresztiil erds
gyulladasos valaszt valt ki human epidermalis keratinocitdkon és szamos
irodalmi, illetve sajat adat szol amellett, hogy a TRPV3 overexpresszidja €s
tulmiikodése az epidermadlis keratinocitdkon jelentésen hozzdjarul az atdpias
dermatitisz (AD) esetén jellemz6 borgyulladas és kinzé viszketés kialakulasahoz.
Bar a fentiek alapjan elmondhato, hogy egyes TRPV csatorndk fontos szerepet
jatszanak a bor, és kozelebbrol a szebocitdk biologiai folyamatainak
szabalyozasaban, a TRPV3-mal kapcsolatban, human faggyimirigyekben
kisérleteink idején még nem alltak rendelkezésre kisérletes adatok. Mindezek
fényében kisérleteink elso feleben arra fokuszaltunk, hogy a borben mar sokrétiien
vizsgalt TRPV3 kifejezddését és szerepét megvizsgaljuk a human szebocitdkon
IS.

A bOr barrier funkcioinak épsége nélkiilozhetetlen a szervezet tiléléshez.
Ennek miikodési zavarai, illetve karosodasa olyan rendkiviill gyakori
betegségekhez vezethet, mint az ekcémakent is ismert AD. Az AD egy rendkiviil
Osszetett korkép, amely szamos kiilonb6z6 klinikai altipusba, valamint tiinet- és
patogenezis szempontjabol differencialt alcsoportokba osztalyozhat6. Kozismert,
hogy az AD tiineteinek kialakulasaban fontos szerepet jatszanak a fizikai-kémiai,
mikrobiologiai és immunologiai barrier zavarai. Egyebek mellett az epidermalis
keratinocitdk differencidlodasanak zavara €s ezaltal a fizikokémiai barrier hibas
mikddése, genetikai hajlam (pl. filaggrin mutaciok) vagy mas tényezOk miatt, a
bér rendellenes lipidtermelése, a borfelszin fokozott pH-ja, a bér mikrobiodta koros
elvaltozasai, valamint a koros Th2/Th22-dominalt immunvalasz mind jelen vannak
AD-ben. Az emlitett folyamatok mellett a kozelmultban fény dertilt arra, hogy a
Toll-like receptor (TLR)-3 expresszidja szintén Osszefiigg az AD tiineteinek
stulyossagaval. A TLR3 aktivacioja nemcsak antimikrobialis peptidek és

kiilonféle citokinek felszabaduldsdhoz vezethet, hanem mas, a bér (kor)élettani



folyamatai szempontjabol fontos, pl. viszketést el6idéz6 medidtorok termelddését
is kivalthatja. Ebbdl a szempontbdl kiemelkedden fontos a fent emlitett,
keratinocitakban expresszalodo TLR3. Eppen ezért vélasztottuk jelen kisérleteink
soran a poliinozin:policitidilsav (p(l:C)) — TLR3 gyulladasos modellt, hiszen a
TLR3-nak szerepe van az AD patogenezisében és a viszketés, valamint a
tiineteket jelentdsen ronto ,,viszketés-vakards ciklus” kialakuldsaban, tovabba
szerepe lehet az AD mellett egyéb viszketéssel jard korképekben is.

A FX egy szelektiv szerotonin visszavételezést gatld (SSRI) farmakon, a
klinikumban évtizedek ota hasznalatos antidepresszans szer. Fontos megemlitent,
hogy ujabb (allatkisérletekben nyert) eredmények alapjan a FX kiilonb6zd
szervekben (igy tobbek kozott a bérben is) szamottevd gyulladdscsokkentd hatast
fejthet ki, viszketéscsillapitdé hatasa lehet, tovabba eldsegiti a mikrodisszektalt
gyulladascsokkentd hatasa a legtobb esetben valdsziniileg fiiggetlen a klasszikus
szerotoninerg jelpalyatol €s inkabb mas jelatviteli utvonalakkal valo kolcsonhatas
révén alakulhat ki. Ilyen Ilehetséges alternativ utvonalak az NLRP3
inflammoszoéma aktivacid, a nitrogén-oxid termelés, illetve a foszfatidilinozitol-
3-kinaz (PI3K) tutvonal gatlésa.

A FX Kklinikai alkalmazdsa soran a tobbi SSRI molekuldhoz képest
kedvezobb biztonsagossagi ¢s mellékhatasprofilt mutat. Emiatt, valamint a
fentiekben emlitett gyulladasgatlo, viszketéscsillapito €s egyéb ,,nem klasszikus”
hatdsok fényében nem meglepd, hogy mar tobb esetben felmeriilt az indikacids
teriiletének Kkiterjesztése, azaz a ,,drug repurposing” gondolata. A fentiekre
figyelemmel jelen vizsgalatainkban a FX lehetséges gyulladasgatld hatdsainak

tovabbi feltarasat tliztiik ki célul human epidermalis keratinocitakon.



Célkitiizes
A fentiekben részletezett irodalmi adatok €s korabbi eredményeink fényében

a kovetkezo kérdésekre kerestiik a valaszt:

1. Kifejezédik-e a TRPV3 human szebocitakon, és ha igen, milyen
szerepet jatszik a sejtek jellemzO biologiai folyamatainak (pl. faggyulipid-

szintézis), valamint immunfenotipusdnak szabalyozasdban?

2. Miként befolydsolja a FX a humdan epidermalis keratinocitdk

gyulladasos folyamatait, és mi lehet a hatds mechanizmusa?



Anyagok és modszerek

Az S795 human, immortalizalt szebocitak tenyésztése

Az S795 szebocitakat Sebomed® Basal Mediumban tenyésztettiik, melyet
hével inaktivalt magzati szarvasmarha szérummal (FBS), human rekombinans
epidermalis novekedési faktorral és CaCl,-dal, valamint MycoZap™ Plus-CL
antibiotikum készitménnyel egészitettiink ki. Tenyésztés soran a sejteket 5% CO;
tartalmt 37 °C homérsékletli termosztatban tartottuk. A tenyészetek esetleges
Mycoplasma kontaminacidjat rendszeresen ellendriztik MycoAlert™ PLUS
Mycoplasma Detection Kit segitségével, és minden esetben negativ eredményt
kaptunk. A sejtek tenyésztését Dr. Szdantéo Magdolna, Dr. Olah Attila, Galicz

Anita és Volascsekné Toth Kinga Fanni végezte.
A primer normal human epidermalis keratinocitak (NHEK) tenyésztése

A NHEK-kat sebészeti beavatkozason atesett, borgydgyaszatilag egészséges
egyénekbdl izolaltuk. A kisérletekre a Debreceni Egyetem Regiondlis ¢és
Intézményi Kutatasetikai Bizottsaga és a Hajdu-Bihar Megyei Kormanyhivatal
jovahagyasaval (azonositok: 1X-R-052/01396-2/2012, 1F-1647-2/2016, IF-1647-
9/2016, IF-778-5/2017, 61566-5/2021/EUIG, DE RKEB/IKEB 4988-2018), a
Helsinki Deklaracio iranyelveinek betartdsa mellett keriilt sor. A donorok
megfeleld tjekoztatast kovetden irdsos beleegyezésiiket adtdk mintaik kutatasi
céla felhasznalasahoz. A sejteket szérummentes EpiLife tapoldatban
tenyésztettiik, amelyet a keratinocitdk novekedését el6segité HKGS-sel
egészitettiink ki. Az NHEK-kat 37 °C-on, 5% CO,-tartalmu, parasitott 1égkdrben
tenyésztettiik, és a kisérletekhez csak a 4. passzazsszam alatti keratinocitakat
hasznaltuk fel. A sejtek izolalasat és tenyésztését Szabo-Papp Judit, Galicz Anita,
Adam Dorottya, Barotiné Kovics Ménika és Volascsekné Toth Kinga Fanni

veégezte.



A HaCaT keratinocita sejtvonal tenyésztése

A human immortalizalt HaCaT keratinocitakat 37 °C-on, 5% CO,-tartalmq,
parasitott kornyezetben, DMEM tapoldatban tenyésztettiik, amelyet hdinaktivalt
FBS-sel és antibiotikum készitménnyel egészitettiink ki. A tenyészetek esetleges
Mycoplasma kontaminaciojat rendszeresen ellendriztik MycoAlert™ PLUS
Mycoplasma Detection Kit segitségével, és minden esetben negativ eredményt
kaptunk. A sejtek tenyésztését Szabo-Papp Judit, Galicz Anita, Barotané Kovacs
Mbnika, Adém Dorottya, Arany Jozsef és Volascsekné Toth Kinga Fanni végezte.

Immunfluoreszcens jelolés

A sejteket jéghideg acetonban fixaltuk, majd foszfatpufferelt s6oldatban
(PBS) oldott 0,1% Triton-X-100 detergenssel permeabilizaltuk. PBS-sel torténd
mosas és PBS-ben oldott 1%-0s marha szérum albuminnal térténé blokkolast
kovetden a sejteket TRPV3 specifikus elsddleges antitestekkel inkubaltuk 4 °C
hémérsékleten, egy éjszakan at. Fluoreszcens jelolésként a sejteket ezt kovetden
fluoreszcein-izotiocianattal konjugalt masodlagos antitesttel inkubaltuk, majd
magfestésként  4°,6-diamidino-2-fenilindolt  alkalmaztunk. A  TRPV3
expresszidjat Nikon Eclipse E600 fluoreszcens mikroszkdp segitségével
vizsgaltuk. Negativ kontrollként az elsddleges antitest kihagyasaval megfestett
fed6lemezeinket hasznaltuk. Az immunfluoreszcens jeloléseket Dr. Szanto

Magdolna végezte.
A TRPV3 expresszio kimutatasa faggyumirigyekben (immunhisztokémia)

A faggyumirigyek TRPV3 expresszigjat formalin-fixalt, paraffinba agyazott
mintdkban mutattuk ki, melyek a Kenézy Gyula Egyetemi Korhazban (Debrecen)
trichilemmalis (pilaris) cisztaval diagnosztizalt betegek, faggyumirigyben gazdag
bdrtertileteirdl szdrmaztak. A blokkolds utan a szoveti metszeteket specifikus
TRPV3 elleni elsédleges antitesttel inkubaltuk. A csatorna expressziojat HRP-
konjugalt EnVision+ rendszerrel detektaltuk, majd a TRPV3 jelenlétét 3,3°-



diaminobenzidin segitségével tettikk lathatova. A sejtmagokat hematoxilin
segitségével jeloltiik, végezetiil pedig megfeleld feddmédiummal fedtik le a
metszeteket. Negativ kontrollként az elsddleges antitest elhagyaséaval jelolt
metszeteinket alkalmaztuk, mig szoveti pozitiv kontrollként az epidermisz
szolgalt a metszeteken. A TRPV3 expresszigjat a korabban mar emlitett Nikon
Eclipse E600 fluoreszcens mikroszkop (Nikon) segitségével atesd fényben
vizsgaltuk. Az immunhisztokémiai jeloléseket Dr. Pér Agnes és Dr. Kovdcs Ilona

végezte.

RNS tisztitas, reverz transzkripcio és kvantitativ, valos idejii polimeraz

lancreakcio (Q-PCR)

A sejteket 500 ul Trizolate reagenssel vagy TRIzol reagenssel arattuk. A
mintaink RNS tartalmdnak meghatarozésara NanoDrop-1000 spektrofotométert
hasznaltunk. A mintdk RNS tartalménak cDNS-s¢ torténd atirdsara az Ambion™
reverz transzkripcios kitjeit haszndltunk. A Q-PCR reakciokat TagMan assay-
kkel és Gene expression Master Mix-szel végeztilk. Belsé kontrollként a
glicerinaldehid-3-foszfat-dehidrogenaz (GAPDH), a ciklofillin A (PPIA) és a 18S
riboszomalis RNS (RNS45S) génexpresszigjat hasznaltuk fel. A Q-PCR
reakciokat 384 well PCR plate-eken LightCycler® 480 késziilékben végeztiik.
Minden reakciot harom technikai ismétléssel végeztiink. Az egyes gének relativ
expresszidjat a ACT moédszert alkalmazva a belsd kontroll génexpresszidjanak
értékeire normalizalva atlag+=SD formdban adtuk meg. A méréseket Dr. Szanto

Magdolna és Volascsekné Toth Kinga Fanni végezte.
Western blot

A sejteket lizispufferben arattuk, amely protedz inhibitor koktélt és
PhosSTOP reagenst tartalmazott. A proteinkoncentraci6 meghatarozasa BCA
protein assay kit segitségével tortént. A mintakat ezutan natrium-dodecil-szulfat-
poliakrilamid gélelektroforézisnek vetettiik ala. A 10 %-0s Mini Protean TGX

géleket savonként azonos (15 pg vagy 30 pug) mennyiségii fehérjével toltottiik
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meg. A membranokat kisérlet céljatol fliggéen human TRPV3, p-IxBa, illetve p-
p38 MAPK specifikus primer antitestetekkel inkubaltuk egy éjszakan at 4 °C-on.
Maisodlagos ellenanyagként tormaperoxidazzal (HRP) konjugalt, kecskében
termeltetett  ellenanyagot  hasznéltunk. Az  immunreaktiv  savokat
kemilumineszcens SuperSignal™ West Pico PLUS, valamint Femto PLUS
Chemiluminescent Substrate kit segitségével vizualizaltuk KODAK Gel Logic
1500 Imaging System késziilékben. Az egyenld mintafelvitel ellendrzésére
,Joading” kontrollként minden esetben a fentiek szerint eljarva a B-tubulin szintjét
vizsgaltuk meg. A jelek szemikvantitativ denzitometrids elemzését az ImageJ
1.52a szoftver segitségével végeztilk. A western blot kisérleteket Dr. Szanto
Magdolna, Adam Dorottya, Arany Jozsef és Volascsekné Toth Kinga Fanni

végezte.
Az intracellularis lipidtartalom kvantitativ meghatarozasa (Nile Red jelolés)

Az S795 szebocitikat ,black well, clear bottom” 96 lyuku lemezekre
szélesztettiik, majd Nile Red oldattal (1 pg/ml) inkubaltuk 6ket. Fél ora elteltével
FlexStation 3 multimode plate reader segitségével 485 nm-es gerjesztési 565 nm-
es detektaldsi hullamhosszon, ,,well scan” modban, wellenként kilenc ponton
vizsgaltuk meg a fluoreszcencia intenzitasat, mely a neutralis (faggyu-) lipidek
mennyiségével volt aranyos. A Nile Red jeloléseket Dr. Szdanto Magdolna, Dr.

Oldh Attila és Volascsekné Toth Kinga Fanni végezte.
Az életképesség vizsgalata (MTT-asssay)

A sejtek feliiliszojanak eltavolitasa utan 0,5 mg/ml végkoncentracioja, PBS-
ben oldott MTT oldatot mértiink a sejtekhez. Ezzel az oldattal 37 °C-on 3 6rén
keresztiil inkubaltuk a sejteket, majd az oldat eltavolitasat kovetden a kristalyokat
feloldottuk, az abszorbanciat 565 nm-en a mar emlitett FlexStation 3 készulékkel
mértiik le. A FX hat4sainak vizsgélatakor a kiértékelés némileg kiilonbozott. Ezen
kisérletek soran a plate-ek iires welljeiben is mértiink abszorbanciat, és ezen

wellek értékeinek atlagat hattérnek tekintve rendre kivontuk az 6sszes tobbi well
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esetén mért abszorbancia értékekbdl. Ezutan a hattérrel korrigalt értékeket az
oldoszerrel kezelt kontrollra normaltuk, és a GraphPad Prism 9.3.1 (471) szoftver
,hon-linear curve fitting” funkcidja segitségével a kapott értékekre gorbét
illesztettiink. A sejtek életképességének vizsgalatat Dr. Szdnto Magdolna, Dr.
Olah Attila és Volascsekné Toth Kinga Fanni végezte.

A sejtszam vizsgalata (CyQUANT-assay)

Az epidermalis keratinocitdkat ,black well, clear bottom™ 96 Iyukua
lemezekre szélesztettiik 5.000 sejt/well sejtszammal, majd elvegeztik a
kezeléseket. A gyartd protokolljat kovetve a fluoreszcencia intenzitdsat
FlexStation 3 késziilek segitségével 480 nm-es gerjesztési €s 520 nm-es
detektalasi hullamhosszt alkalmazva, ,,well scan” modban, wellenként kilenc
ponton mértik le. A CyQUANT-assay-t Arany Jozsef, Adim Dorottya és
Volascsekné Toth Kinga Fanni végezte.

Fluo-4 AM-alapu fluoreszcens Ca?*-mérés

A szebocitakat fekete falu, atlatszo alja, 96 well lemezekre szélesztettiik, a
méréseket pedig Hank oldatban végeztiikk. Azokban az esetekben, amikor a
kezeldanyagok hatdsait nominalisan Ca?*-mentes Hank oldatban vizsgaltuk, a
Hank oldatba a CaCl; helyett ekvimolaris mennyiségli extra gliikéz keriilt. A
mérést a FlexStation 3 késziilek segitségével ,,FLEX mode”-ban végeztiik 37 °C-
on. A fluoreszcencia intenzitasat folyamatosan kovettik nyomon, 490 nm-es
gerjesztési és 520 nm-es detektalasi hullamhosszokat alkalmazva. A Fluo-4 AM-
alapt fluoreszcens Ca?*-méréseket Dr. Szdnté Magdolna, Dr. Oldh Attila és

Volascsekné Toth Kinga Fanni végezte.
Szelektiv géncsendesités (siRNS transzfekcio)

Az siRNS transzfekciora Opti-MEM® médiumban Lipofectamine RNA;Max
reagens segitségével keriilt sor. Kontrollként ,,Stealth RNA; Negative Control
Med GC” duplaszald RNS konstruktot (,,scrambled RNA construct” [SCR])
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alkalmaztunk. A csendesités hatékonysagat western blot és Q-PCR segitségével
ellendriztiik. A szelektiv géncsendesitést Dr. Szanto Magdolna és Volascsekné

Toth Kinga Fanni végezte.
Citokin array

A sejtek feliiluszojat ,,Proteome Profiler Human XL Cytokine Array Kit”
segitségével vizsgaltuk meg a gyarto protokollja szerint. A jelek szemikvantitativ
denzitometriai elemzését ImageJ 1.52a szoftverrel végeztik. Az eredmények
kiértékelésekor az egyes membranokon talalhatd negativ kontrollok atlagat
hattérjelintenzitasnak tekintettiik, és kivontuk a nyers értékekbdl. Ezutan az egyes
molekuldk két-két technikai ismétlésének atlagait a kontroll tenyészet esetén
kapott adatokkal normalizaltuk, €s a p(I:C)-kezelés hatdsara bekovetkezd >1,5-
szeres valtozast tekintettilk relevans hatasnak. A kisérletet Volascsekné Toth

Kinga Fanni végezte.
A citokinek felszabadulasanak vizsgalata (ELISA)

Az IL-1a, IL-1pB, IL-6, IL-8 és TNF-a citokinek torténd felszabaduldsanak
vizsgalatat OptEIA™ Set Human ELISA kitek segitségével a gyart6 altal ajanlott
protokollt kovetve Dr. Szanto Magdolna és Volascsekné Toth Kinga Fanni

végezte.
Az endotelin-felszabadulas vizsgalata (pan-endotelin ELISA)

A feliiluszok endotelintartalmat ,,Endothelin Pan Specific DuoSet ELISA”
kit segitségével hataroztuk meg, a gyartd altal ajanlott protokollt kovetve. A
kisérleteket Dr. Olah Attila, Adam Dorottya és Volascsekné Toth Kinga Fanni

végezte.

rrrrrr

Az SZ95 szebocitakat Nile Red oldattal jeloltiik. Ezt kdvetden a sejteket

learattuk, és aramlasi citometriai vizsgalatnak vetettiik ala Oket, 488 nm
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gerjesztélézert alkalmazva. A mérés sordn a Nile Red fluoreszcens jelét és a
granulaltsaggal korrelald oldalra szérast (side scatter) egyidejlileg detektaltuk, a
kapott adatokat pedig FlowJo szoftver segitségével értékeltiik ki. A kisérletet és
az eredmények elemzését Volascsekne Toth Kinga Fanni, Pénzes Zsofia és Dr.

Szollosi Attila Gabor végezte.
MitoSOX Red jelolés

A sejteket elséként 5 uM MitoSOX Red szuperoxid indikatorral toltottiik,
melyet szérummentes, elomelegitett médiumban oldottunk. Ezt kdvetden a
sejteket haromszor mostuk a keratinocitdk tenyésztése soran alkalmazott
médiummal (DMEM), majd a jelzett modon kezeltiik dket. A 30 perces, 37 °C-
on torténd inkubaciot kovetden a fluoreszcenciat 510 nm-es gerjesztési €s 580
nm-es emisszids hulliamhosszon mértiik a FlexStation 3 késziilék segitségével
,well scan” lizemmoddban. A hattérjel (ugyanazon a lemezen 1év6 fel nem toltott
sejteken mért jel) kivonasat kovetden e meérések atlagat egy adatpontként
abrazoltuk relativ fluoreszcencia egységben. A kisérletet és az eredmények

kiértékelését Dr. Olah Attila és Volascsekne Toth Kinga Fanni végezte.
RNA-Seq modszer

A HaCaT keratinocitakat a megfeleld kezeléseket kovetden 24 ora elteltével
gyljtottiik. Az mRNS-szekvenalast [llumina szekvenald platformon végeztiink. A
konyvtarkészitési folyamat sordn olyan mintakat hasznaltunk fel, amelyek RNS
integritasi szama (RIN értéke) >7 volt. A nyers szekvenalasi adatokat (fastq) a
HISAT?2 algoritmus segitségével a GRCh38 human referencia genom verziojahoz
igazitottuk, és BAM fajlokat készitettiink. A tovabbi elemzést a StrandNGS
szoftverrel végeztik (www.strand-ngs.com). A BAM-fajlokat a DESeq
szoftverbe importaltuk, a normalizalashoz a DESeq algoritmust hasznaltuk.
Moderalt T-tesztet hasznaltunk a kezelések soran differencialisan expresszal6do
gének meghatarozasara. A jelatviteli tvonalak elemzését a g:Profiler (verzio:

e109 eg56 pl17 1d3191d) segitségével végeztiik a honlapon megadott protokollt
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kovetve az ,,Ordered query” funkcidt, €s a ,,GO:molekuléris funkci6d” adatbazisat
hasznalva. Az RNA-Seg-elemzés nyers adatai az NCBI SRA adatbazisaban
érhetok el (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/bioproject/1022043).

Az RNS mintakat 7oth Kinga Fanni készitette el6. A szekvenalast Dr.
Poliska Szilard végezte. Az adatok kiértékelését Dr. Poliska Szilard, Dr. Oldh
Attila és Volascsekné Toth Kinga Fanni végezte.

BioMAP® Diversity PLUS® profil analizis

A BioMAP® Diversity PLUS® panel a vizsgalni kivant anyagok
biologiaiaktivitas-profiljanak a feltérképezésére szolgal. A vizsgélat soran az
szervezet kiilonbozd szervrendszereit reprezentdld, primer sejtekbdl dsszeallitott
modellrendszerben. Az egyes modellrendszerekben elére meghatarozott, standard
kiserletes veégpontokra gyakorolt hatasok Osszessége megadja az adott anyag
kiilonb6z6 koncentracioira jellemzd aktivitasprofilt, amit a kisérlet végeztével
Osszevetnek a cég adatbdzisaban talalhatdo anyagok aktivitasprofiljaival, majd
(megfeleld matematikai elemzés segitségével) megallapitjdk a hasonldsag
mértékét. A BioMAP technolégidt a US10018621B2, US9734282B2,
US8697387B2, US8467970B2, US8019551B2, US7912651B2, US7908089B2,
US7266458B2, US6763307B2 ¢és US6656695B2 szabadalmak védik. A

kisérleteket és az elemzést Dr. Jennifer |. Drake és Dr. Alison O’ Mahony végezte.
Molekularis dokkolas (molekulamodellezés)

A GDCO0941-PI3K komplex kristalyszerkezetét (PDB 1ID: 3DBS)
kollaboracios partneriink a Protein Data Bank adatbazisbol szerezte be. Az
analizis a PyMOL 1.7.5.0 az AutoDockTools (ADT) és az MGLTools 1.5.7191
szoftverek segitségével tortént. A FX 3D strukttrafajlja a National Biotechnology
Information Center PubChem Compound adatbazisabol szarmazott, és minden
szimulaciora egy ASUS GL502V munkadllomason kertilt sor. A szimulacidkat

Dr. Yesid A. Ramirez végezte.
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PI3K aktivitas assay

A PI3K aktivitas mérését a PI3K-Glo™ Class I Profiling Kit segitségével
végeztiik, a gyarto utasitasai szerint. A lumineszcenciat FlexStation 3 multimode
reader segitségével hataroztuk meg, mig néhany eldkisérlet esetében a mérés az
Envision® 2105 Multimode Plate Reader segitségével tortént. A hattér értékkel
torténd korrekciot kovetden az eredményeket a 100%-nak tekintett oldoszer
kontroll szazalékdban fejeztiik ki. A kiugrd értékeket a ROUT modszerrel
azonositottuk. A kisérleteket €s az elemzést Arany Jozsef, Dr. Szollosi Attila

Gabor ¢s Dr. Olah Attila végezte.
Statisztikai analizis

Az adatokat a szebocitdkon végzett kisérletek esetén IBM SPSS Statistics
23.0, valamint OriginPro 9, mig a FX hatasainak vizsgalatakor GraphPad Prism
9.3.1 segitségével elemeztiik és abrazoltuk. A TRPV3 szebocitdkon torténd
vizsgalatakor kétoldall, parositatlan t-tesztet (paros Osszehasonlitas), valamint
egyutas ANOVA-t, majd pedig Dunnett (egy kontrollcsoporttal torténd
Osszevetés), illetve Bonferroni (t6bbszorés Osszehasonlitas) post hoc tesztet
végeztiink. A FX keratinocitakon kifejtett biologiai hatdsainak vizsgalata soran az
adatok eloszlasat Anderson-Darling vagy Shapiro-Wilk tesztekkel vizsgaltuk.
Normal eloszlés esetén kétoldalu, parositatlan t-tesztet (paros 6sszehasonlitasok)
vagy egyutas ANOVA-t, majd Sidak-féle post hoc tesztet végeztiink (t5bbszords
Osszehasonlitasok) alkalmaztuk, mig nem normal eloszlas esetén kétoldali Mann-
Whitney tesztet (paros Osszehasonlitasok), illetve Kruskal-Wallis-tesztet, majd
Dunn-féle post hoc tesztet (tobbszords 0sszehasonlitasok) végeztiink. Minden
esetben a P<0,05 értékeket tekintettiink szignifikans kiilonbségnek. A statisztikai
analizist ¢s az abrak elkészitését Volascsekné Toth Kinga Fanni, Dr. Szanto

Magdolna, Dr. Toth Istvan Balazs és Dr. Olah Attila végezte.
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Eredmények
A TRPV3 jelen van human faggyumirigyeken

Els6ként immunhisztokémiai analizis segitségével kimutattuk, hogy a
TRPV3 nemcsak az epidermiszben, hanem a faggyimirigyekben is kifejezddik.
Eredményeink szerint rdadasul a perifériasan elhelyezkedd, differencidlatlan
sejtek erdsebb immunpozitivitdst mutattak, mint a centrdlisan elhelyezkedd,
differencialtabb sejtek, ami arra engedett kovetkeztetni, hogy a TRPV3 szerepet

jatszhat a szebocitak érési folyamatainak szabalyozasaban.

A TRPV3 a faggyumirigyeken tapasztalthoz hasonlo kifejezodési mintazatot

mutat human SZ95 szebocitakon

Tekintettel arra, hogy a kordbban emlitettek szerint a human faggytimirigyek
vizsgalatara nem all rendelkezésre megfeleld allatmodell, a primer szebocitak
vizsgalata pedig jelentds objektiv nehézségekbe itkozik, kisérleteinket az SZ95
szebocita  sejtvonal  felhasznalasaval  folytattuk, melyek a human
faggyamirigysejtek széleskorben hasznalt modelljei. Megallapitottuk, hogy a
szebocitak mind fehérje, mind mRNS szinten kifejezik a TRPV3-at; az
ioncsatorna expresszidja rdadasul az immunhisztokémiai festések soran nyert
eredményekkel Osszhangban a poszt-konfluens, differencialt tenyészetekben
alacsonyabbnak adddott, mint a gyorsan proliferaldé pre-konfluens sejtkultarak

eseteén.
A TRPV3 aktivacioja Ca**-jelet indukal SZ95 szebocitakon

Az expressziés mintdzat leirdsa utan funkciondlis méréseket végeztiink a
TRPV3 biologiai szerepének feltarasara. Amit arr6l mar sz6 esett, korabbi
kutatdsaink soran azt talaltuk, hogy a human epidermalis keratinocitdkon a
TRPV3 funkcionalisan aktiv forméaban, azaz domindnsan Ca®*-ra permeabilis
ioncsatornaként expresszalodik. Igy jelen kisérleteink soran is arra torekedtiink,

hogy megvizsgaljuk a TRPV3 egy szintetikus (2-aminoetoxidifenil-borat [2-
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APB]) ¢és egy novényi eredetii (karvakrol) aktivatoranak a hatdsait human
szebocitdkon. A TRPV3 aktivatorok a keratinocitdkon tapasztaltakhoz hasonléan
a szebocitdk esetében is jelentds intracellularis Ca?*-koncentracio-emelkedést
eredményeztek. A Ca?*-jel ugyanakkor szinte teljesen megsziint az altalanos TRP
csatorna gatlo ruténium voros jelenlétében, mig a sejteken szintén funkcionalisan
expresszaloddo és a TRPV3-hoz szerkezetileg hasonld6 TRPV1 és TRPV4
ioncsatornak szelektiv antagonistai (az AMG9810, illetve a HC067047) nem
befolyasoltak a kialakult Ca?*-jeleket.

Mivel sajnélatos modon kisérleteink idején szelektiv TRPV3 aktivatorok €s
antagonistak kereskedelmi forgalomban nem voltak elérhet6ek, ezért a 2-APB és
a karvakrol hatdsainak TRPV3-specificitdsait RNS interferencia alapt szelektiv
»géncsendesités”-sel 1s megvizsgaltuk. Amint arr6l mar az ,,Anyagok ¢é&s
modszerek™ fejezetben sz6 esett, a szebocitakat a TRPV3 mRNS-¢ét celzo kis
interferdld RNS-sel (siRNS) transzfektaltuk, mely azt eredményezte, hogy a
csatorna mRNS ¢€s fehérje szintll expresszioja a transzfekciot kovetd 2. napra
jelentds mértékben csokkent a non-sense RNS-sel (,,scrambled”; SCR)

transzfektalt sejtek esetében detektalhatohoz keépest.

Habar a modszer nem volt képes teljesen megsziintetni a TRPV3
kifejezOdését, funkcionalis méréseink soran azt tapasztaltuk, hogy a
»geéncsendesitett” sejteken szignifikdnsan csokkent az agonistdk 4ltal kivaltott
Ca®* jelek amplitudoja és a jelek felszalld szaranak meredeksége is. Mindez azt
jelenti, hogy a 2-APB és a karvakrol Ca?'-homeosztazisra gyakorolt hatdsait

human szebocitakon nagy valosziniiséggel dontéen a TRPV3 kozvetiti.

A TRPV3 agonistak koncentraciofiiggé modon csokkentik a szebocitak

¢letképességét

A kovetkezokben arra voltunk kivancsiak, hogy a TRPV3 farmakologiai
aktivacioja miként befolydsolja a szebocitak jellemzd biologiai folyamatait.

Els6ként a TRPV3 aktivatorok €letképességre gyakorolt hatasat vizsgaltuk meg.
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Eredményeink szerint az aktividtorok magasabb koncentracioban 24 0ras
kezelések alkalmaval csokkentették az ¢€losejt-szamot, alacsonyabb, de még
egyértelmii Ca®'-jelet indukaldé koncentraciokban azonban nem befolyasoltak
szignifikansan. Mindezek alapjan a kovetkezd kisérletekben ezen hatékony, de
nem citotoxikus koncentraciok (2-APB: 150 uM; karvakrol: 500 uM) bioldgiai

hatasait vizsgaltuk tovabb.
A TRPV3-medialt Ca?" jelatvitel gatolja a faggyulipid-termelést

Amint arrdl a kordbbiakban mar sz6 esett, a TRPV3-hoz nagymértékben
hasonl6 TRPV1 ¢és TRPV4 ioncsatorndk aktivacidja jelentésen csokkenti a
kiilonboz6 lipogén agensek (pl. arachidonsav [AA]) altal indukalt faggyulipid-
termelést human szebocitakon, ezért kivancsiak voltunk arra is, hogy a TRPV3
hogyan befolyasolja a sejtek lipidszintézisét. Ennek vizsgélatara a 2-APB és a
karvakrol fentebb meghatarozott nem citotoxikus, de egyértelmii Ca*-jelet okozo
koncentracioit alkalmazva aktivaltuk a TRPV3 csatornat. A kezelések jelentdsen
csokkentették az AA-val indukalt faggyulipid-szintézist a non-sense RNS-sel
transzfektalt (scr) sejtek esetén, mig a TRPV3 ,géncsendesitett” sejteken
szignifikdnsan kisebb hatast valtottak ki. Megfigyeltiik azt is, hogy az AA kis, de
szignifikdns mértékben hatdsosabbnak bizonyult a TRPV3 ,géncsendesitését”
kovetden, ami alapjan feltételezhetd, hogy a csatorna alap aktivitasa is negativan

szabalyozza az AA-indukalt lipogenezist.

Fontos megjegyezni, hogy a TRPV3 agonistdk hatdsa nem korlatozodott az
AA-val indukalt lipidszintézisre. Az aktivatorok hasonlé6 modon gatoltdk az AA-
¢tol (PKCo aktivacid) eltérdé mechanizmussal haté endokannabinoid AEA (CB;
¢s ERK1/2 MAPK aktivacio) és a linolsav-tesztoszteron kombinéacié (PPAR
aktivacio) lipogén hatésait, emellett pedig valamelyest csokkentették a nem
transzfektalt szebocitdk bazalis faggytlipid-termelését is. Mindezek alapjan a
TRPV3 a faggyulipid-termelés egy potens negativ regulatora, aktivatorai pedig (a

TRPV4 aktivatoraihoz hasonloan) univerzalis liposztatikus hatast valtanak ki.
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A TRPV3 agonista karvakrol ruténium vorossel kivédhetdo modon csokkenti
az AA-val indukalt lipidszintézist

A fenti eredményekkel Osszhangban aramlasi citometria segitségével
megallapitottuk azt is, hogy a karvakrol (bar nem befolyasolta a sejtek
granulaltsagat sem kontroll koriilmények kozott, sem pedig AA-kezelést
kovetden) szelektiven gatolta az AA 4ltal indukalt sejten beliili lipidakkumulaciot,
melyet az altalanos TRP csatorna gatlészer ruténium vorés képes volt
megakadalyozni, Ujfent megerdsitve, hogy valoban egy TRPV csatorna

(legvalészinlibben a TRPV3) kozvetitheti az emlitett a hatast.

A faggyulipid-szintézist pozitivan szabalyozo PPARy és NRIP1 mRNS-szintii

expresszioja karvakrol kezelés hatasara csokken

A jelenség molekuldris hatterét kutatva tovabbi kisérleteink soran
megvizsgaltuk a faggyulipid-termelés fontos pozitiv regulatorainak, a
peroxiszoma proliferator-aktivalta receptor (PPAR)-y-nak és a ,,nuclear receptor
interacting protein” (NRIP)-1-nek az mRNS szintii kifejezodését. Kimutattuk,
hogy a karvakrol képes mindkét molekula mRNS szintli expressziojat
csokkenteni, igy feltételezhetd, hogy a TRPV3 aktivatorok liposztatikus
hatdsanak kialakuldsaban a PPARy és az NRIP1 down-regulécidja is szerepet

jatszhat.

A karvakrol (részben TRPV3-fiiggo modon) fokozza egyes gyulladasos

citokinek kifejezodését és felszabadulasat

A lipidtermelés mellett a faggyumirigyek hozzajarulnak a bor
immunfolyamatainak szabdlyozasahoz is, a TRPV3 aktivaciojarol pedig ismert,
hogy epidermalis keratinocitak esetén jelentds gyulladasos valasz kialakulasahoz
vezet, fokozott kifejezddése €s koros aktivitasa pedig szerepet jatszik az AD-re
jellemzd borgyulladas kialakuldsaban. A fentieket szamitasba véve a TRPV3
szebocitakon  jatszott szerepét feltdr6  kisérleteink  zardakkordjaként

megvizsgaltuk a TRPV3 aktivacio SZ95 szebocitdk immunfenotipusara gyakorolt
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hatasat is. Eredményeink azt mutattdk, hogy a TRPV3 agonista karvakrol (500
uM) 6 oras kezelést kovetden egyértelmiien fokozta szdmos gyulladasos citokin
transzkripcigjat, mig — érdekes modon - a 2-APB 150 uM-os koncentracidoban

alkalmazva hatastalannak bizonyult.

A Kkarvakrol gyulladasos valaszt indukalo hatasa dontéen TRPV3-fiiggo

modon alakul ki

Annak eldontésére, hogy a karvakrol gyulladasos valaszt kivalté hatasa
TRPV3 specifikusan alakult-e ki, kisérleteinket TRPV3-csendesitett SZ95
szebocitakon 1s megismételtiik. Azt tapasztaltuk, hogy a TRPV3 szelektiv
»geéncsendesitése” az IL-1B, az IL-6, az IL-8 ¢és a TNF-a esetén jelentdsen
csokkentette a karvakrol gyulladast indukald hatasat, ami ismét azt tamasztotta
ala, hogy a TRPV3 részt vesz a karvakrol hatasainak kozvetitésében. Erdekes

modon ugyanakkor a géncsendesités nem befolydsolta az IL-1a karvakrol-

crr

A TRPV3 szelektiv ,,géncsendesitése” jelentésen csokkenti tobb gyulladasos

citokin karvakrol-indukalta felszabadulasat

Végezetiil eredményeink transzlacios relevancidjanak ndvelésére azt is
megvizsgaltuk, hogy miként befolyasolja a karvakrol a gyulladdsos citokinek
felszabaduldsat. mRNS szinten nyert eredményeinkkel jo6 Osszhangban azt
tapasztaltuk, hogy a TRPV3 szelektiv ,,géncsendesitése” ugyan nem befolyésolta
az IL-1a szintjét a sejtek feliiliszojadban, de jelentdsen csokkentette az IL-1p3, az
IL-6 ¢s az IL-8 felszabadulasat, mig a TNF-a koncentracioja detekcids kiiszob
alattinak adddott (nem publikalt megfigyelés). Mindezek alapjan a TRPV3
valoban fontos (de nagy valdszinliséggel nem kizardlagos) szerepet jatszik a

karvakrol gyulladasos valaszt indukal6 hatasanak kialakitasadban.
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14 nM-os koncentracioig a FX a citotoxicitas veszélye nélkiil alkalmazhato

human keratinocitakon

A FX hatésait vizsgalo kisérleteink elsé 1épéseként meg szerettilk volna
hatdrozni azt a legmagasabb FX-koncentraciot, amely 24 oras kezelés soran nem
gyakorol karos hatast a keratinocitak ¢életképességére. A keratinocitakat tobbféle
FX-koncentraciéval (100 uM-ig) teszteltiik. A megfeleld gorbeillesztés azt
mutatta, hogy a 24 6rés kezelések soran a FX félcitotoxikus koncentracidja ~25,43
uM volt, mig a legmagasabb koncentracio, amely nem csokkentette a jel

intenzitasat az oldoszer kontroll szintje ala, 14 uM volt.

14 pM-ig a FX nem csokkenti a HaCaT Kkeratinocitak sejtszamat a 24 oras

kezelések soran, mig 100 pM-nal citotoxikus hatast fejt ki

Ezt kovetden, hogy kizarjuk annak lehetdségét, hogy a FX 14 puM-os
koncentracidban citotoxikus hatdst valt ki, egy masik moddszerrel, az un.
CyQUANT-assay segitségével is megvizsgaltuk a sejtszamra gyakorolt hatast. Ez
a vizsgalat megerdsitette, hogy 14 uM-ig a FX nem befolyasolta a sejtek szamat
a 24 oras kezelések soran az oldoszerrel kezelt kontrollcsoporthoz képest, mig
100 pM-os alkalmazas esetén jelentdsen csokkentette azt. [gy arra a
kovetkeztetésre jutottunk, hogy a FX 14 uM-os koncentracidban a citotoxicitas
kockazata nélkiil alkalmazhato a tervezett rovid (3 oras) és kozéptava (24 6ras)

kisérleteinkben.

A FX jelentosen csokkenti tobb gyulladasos citokin p(I:C) altal indukalt up-

regulaciojat human epidermalis keratinocitakon

A kovetkezdkben a FX feltételezett gyulladascsokkentd hatasat vizsgaltuk
meg egy altalunk korabban optimalizalt gyulladasos modellrendszerben. A TLR3
aktivator p(I:C)-t 20 pg/ml-es koncentracioban alkalmazva megéllapitottuk, hogy
varakozasainknak megfelelden a p(I:C) a 3 oOras kezelések sordn jelentdsen

megnovelte szamos gyulladasos citokin (IL-1a, IL-1pB, IL-6 és IL-8) mMRNS-
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expressziojat. Ezeket a hatasokat az IL-1a, az IL-1p és az IL-8 esetén a FX (14
uM) egyidejii alkalmazasa képes volt szignifikansan csokkenteni, mig az IL-6

esetén a valtozas nem érte el a statisztikailag szignifikans mértéket (P=0,1615).

A FX mérsékeli a p(1:C) gyulladasos mediatorok felszabadulasara gyakorolt

hatasat

Mivel génexpresszios kisérleteink arra engedtek kovetkeztetni, hogy a
vizsgalt FX koncentraci6 hatékonyan enyhitheti a p(I:C) 4altal kivaltott
gyulladasos  valaszt, kovetkezd I1épesként fehérje szinten folytattuk
vizsgalatunkat. Ennek soran elsOként citokin array-t végeztiink. Az array
eredményei azt mutattdk, hogy a 20 pg/ml p(I:C)-vel végzett 3 6rés kezelés 13
molekula felszabadulasat novelte, mig 4 molekulaét csokkentette (relevansnak a
>1,5%-es valtozast tekintettilk), a FX (14 puM) egyiittes adagolasa pedig
valamennyi esetben mérsékelte a valtozas mértékét. Mindez arra utalt, hogy a FX
MRNS-szinten  észlelt gyullad4dsgéatld hatdsa a  citokinek/kemokinek

felszabadulasanak szintjén is megnyilvanulhat.

A FX jelentésen csokkenti a p(I:C) altal indukalt IL-8 felszabadulast (24 oras

kezelések)

Ezen eredményeinket megerdsitendd a keratinocitak feliiliszojat 3 és 24 oras
kezeléseket kovetden tovabb vizsgaltuk, hogy nyomon kovessiik a mar
rendelkezésre allo citokin készlet gyulladasos stimulus altal kivaltott korai
felszabadulasat (3 6ra), valamint a de novo szintetizalt citokinek szekréciojat (24
ora). Q-PCR-ral nyert adatainkkal Osszhangban azt talaltuk, hogy bar a FX
csokkenteni latszott az IL-6 p(l:C)-indukalt felszabadulasat, a hatas egyik vizsgalt
idépontban sem érte el a statisztikailag szignifikdns mértéket, 24 6ras kezelések

esetén azonban szignifikansan csokkentette az IL-8 felszabadulésat.
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A FX immortalizalt (HaCaT) és primer human epidermalis keratinocitakon
egyarant kivédi a viszketést kozvetitd endotelinek p(I:C) altal indukalta

felszabadulasat

Miutan kimutattuk, hogy a FX gyulladdsgatlo hatast fejthet ki
modellrendszeriinkben, célunk az volt, hogy tovabb vizsgaljuk feltételezett
jotékony hatasait. Mint fentebb emlitettiik, a viszketés a borgyogyaszati dllapotok
sz¢éles skaldjanak egyik leggyakoribb tlinete, és a kiilonb6zé pruritogének
felszabaditasan keresztiil az epidermalis keratinocitak fontos szerepet jatszanak a
Kialakulasaban. Irodalmi adatok alapjan a kiilonféle endotelinek (és kiilondsen is
az endotelin-1) kulcsfontossagi  keratinocita-eredeti  viszketést eldsegitd
mediatorok. Az endotelin-1 kifejez6dése raadasul az AD-ben szenvedd betegek
tiineteket mutatd borteriiletének epidermiszében up-regulalédik és plazmaszintje
nemcsak a betegség stilyosbodasa soran volt emelkedett AD-ben, hanem pozitiv
korrelaciét mutatott a tiinetek stlyossagaval is. Mivel a TLR3-r61 nemrégiben
kidertilt, hogy szamos viszketéssel jard borbetegséghen up-regulalodik, és p(I1:C)
altali aktivalasa nagymértékben fokozta az endotelin-felszabaduldst a primer
human epidermalis keratinocitakbol, azt kivantuk megvizsgalni, hogy a FX
miként befolyasolja ezt a folyamatot. Ennek soran eldszor pan-endotelin ELISA
kit segitségével egy elOkisérletben kimutattuk, hogy az endotelinek
felszabaduldsa a primer epidermdlis keratinocitdkhoz hasonléan HaCaT
keratinocitakban is 24 6ras, 20 ug/ml p(I:C) kezelés hatasara novekedik meg a
legnagyobb mértékben. Késdbbi kisérleteinkben a 24 oras kezelések soran 20
ug/ml p(I:C) kezeléseket alkalmaztunk a keratinocitakon. Megallapitottuk, hogy
a FX (14 uM) egyiittes alkalmazasa szinte teljesen kivédi a p(I:C)-indukalt
endotelin-felszabadulast HaCaT keratinocitakon, valamint 6t kiilonbdz6 donortol
szdrmazd primer humén epidermalis keratinocitakon egyarant. Adataink tehat

amellett szolnak, hogy a FX nemcsak gyulladdscsokkentd hatassal birhat, hanem
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képes lehet bizonyos viszketéstipusok enyhitésére is, hatdsai pedig valoszintileg

donorfiiggetlen médon alakulnak ki.

A FX nem befolyasolja a p38 és az IkBa p(I:C)-indukalt foszforilacigjat, és a
reaktiv oxigéngyokok mitokondrialis termelésének (mtROS) emelkedését

sem akadalyozza meg

A TLR3 stimulalésa az NF-«kB utvonal aktivalasahoz vezethet az IkBa gétlo
szabalyozo foszforiladcidjan (és ezaltal inaktivaladsan) keresztiil, tovabba a TLR3
a p38 mitogén-aktivalt protein kinaz (MAPK) utvonalat is aktivalhatja. Egy
korabbi kisérletben 6sszehasonlitottuk a 10, 20, 30 és 60 perces p(l:C)-kezelés
(20 pg/ml) hatasait. Adataink azt mutattak, hogy a p(I:C) 60 perc utan indukalta
a legerdteljesebben az [kBa €s a p38 foszforilacidjat (Western blot; nem publikalt
adatok). Ezért a tovabbi kisérleteinkben ugy dontéttiink, hogy 60 perces
kezeléseket alkalmazunk. Eredményeink azt mutattak, hogy a FX (14 uM)
egyiittes adasa nem befolyasolta az IxkBa vagy a p38 p(l:C)-indukalt
foszforilaciojat (Western blot), ami arra utal, hogy a gyulladascsokkentd hatasa
az NF-xB vagy a p38 MAPK aktivitassal valo kozvetlen kdlcsonhatas nélkiil
alakulhat ki.

Az NF-«xB ¢és a p38 MAPK utvonalakra gyakorolt hatdsai mellett a TLR3
aktivaldsa a reaktiv oxigéngyokok mitokondrialis termelését is ndvelheti
(mtROS). Bar a FX egyiittes alkalmazédsa csokkenteni latszott a p(I:C) altal
indukalt mtROS termelést (MitoSOX Red jelolés; 30 perces kezelések), a

kiilonbség nem érte el a statisztikailag szignifikans szintet (P=0,142).

A 14 pM-ban alkalmazott FX és a PI3K-gatlo GDC0941 biologiaiaktivitas-

profilja figyelemre mélté hasonlésagot mutat

A fenti harom, legvaldszinilibb jelpélya részvételének kizarasa utan a lehetd
leginkdbb elfogulatlan vizsgalomoddszert keresve kollaboracids partnereink a
BioMAP® Diversity PLUS® panel segitségével 12 kiilonboz human primer sejt

alapt rendszerben eldre definidlt és optimalizalt végpontok segitségével
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térképezték fel a FX kiilonb6z6 koncentracioinak aktivitasprofijait, majd a kapott
eredményeket Osszehasonlitottdk az adatbéazisban szereplé mas vegyiiletek
hatdsaival. Ez az elemzés kimutatta, hogy 14 uM-os koncentracidban alkalmazva
a FX-t, annak aktivitasi profilja rendkiviili hasonlésagot mutatott a PI3K-utvonal
jol ismert inhibitoranak, a 370 nM-os koncentracioban alkalmazott, ,,pictilisib”-

ként is ismert GDC0941-nek az aktivitasi profiljaval.

Figyelemremélto, hogy bar a FX szelektiv szerotonin visszavételezést gatld
szerként ismert, amely elsOsorban a szerotonin tonus emelésevel hat, a szerotonin
nem szerepelt a legjobb talalatok kozott (s6t, a 14 uM FX-t a 90 pM-ban
alkalmazott szerotoninnal Gsszehasonlitva a Pearson-féle korrelacios egyiitthato
minddssze 0,354 volt), ami arra utal, hogy az altalunk vizsgalt gyulladascsokkentd
koncentracidban a FX nagy valdsziniiséggel nem a ,.klasszikus™ szerotoninerg
jelatvitelen keresztiil fejti ki hatasat. Ezt az adatok klaszterelemzése is
megerdsitette, hiszen az analizis sordn egyértelmiivé valt, hogy mig a FX
alacsonyabb (520 és 1600 nM) koncentracidi a magasabb FX dozisoktdl tavolabb
(és egyszersmind a szerotoninhoz kozelebb) klaszterezddtek, a magasabb (4,7 és
14 uM) koncentracioi kiilon klasztert alkottak, amely nagy hasonldésagot mutatott
a GDC0941 kiilonbozo koncentracidinak hatdsaival. Mindezek alapjan a 14 pM-
ban alkalmazott FX gyulladascsokkentd és pruritogén mediatorok felszabadulésat
csokkentd hatdsa valosziniileg nem a szerotoninerg jelatviteli rendszerben ismert,
klasszikus célpontjaira gyakorolt hatasainak koszonhetéen, hanem a pro-

inflammatorikus PI3K jelatvitel kozvetlen vagy kozvetett gatlasa kdvetkeztében
alakul Ki.

Ismert, hogy a PI3K a gyulladasos folyamatok egyik fontos iranyitoja. Egyes
adatok alapjan a FX in vivo gatolhatja a PI3K foszforilacigjat (és ezaltal
aktivaciojat) diabéteszes patkadnyokban és egér BV-2 mikroglia sejtekben, mig
masok a PI3K aktivitasara gyakorolt koncentracio- €s idotartamfiiggd, kozvetett,

kétfazisu hatasrdl szamoltak be. Ennek megfeleléen az, hogy a FX biologiai
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hatasainak kozvetitésében a PI3K-kaszkad aktivitasanak valtozasai (is) szerepet

jatszhatnak, nem tekinthetd példanélkiilinek a szakirodalomban.

A GDC0941 utanozza a FX gyulladascsokkento és endotelin felszabadulast
gatlo hatasat

A kovetkezOkben arra voltunk kivancsiak, hogy a FX kedvezd hatasait a
hamsejtek esetén kivalthatja-e a PI3K gatlasa, ezért a biologiaiaktivitas-profil
tekintetében legnagyobb hasonlosdgot mutatdé molekula, a GDC0941
gyulladasos modelliinkben. Megallapitottuk, hogy 370 nM-os koncentracioban
alkalmazva a GDC0941 szinte tokéletesen utdnozza a FX bioldgiai hatésait
human keratinocitakban. A FX-hez (14 uM) hasonléan a GDC0941 is gatolta az
IL-1a, az IL-1P és az IL-8 p(l:C)-indukalt fokozott kifejez6dését, de (ismét csak
a FX-hez hasonl6an) nem volt szignifikdns hatasa az [L.-6 MRNS-expressziojara.
Mindemellett 24 6ras kezelések alkalmaval hatékonyan csokkentette az IL-6, az
IL-8 és az endotelinek a p(I:C) altal indukalt felszabadulasat is. Ezek az adatok
azt sugalljak, hogy a 14 uM-ban alkalmazott FX jotékony gyulladascsokkentd és
pruritogén-felszabadulast gatlé hatdsat valéban kozvetitheti a PI3K utvonal

gatlasa human epidermadlis keratinocitakon.

Az in silico molekularis dokkolasi adatok azt sugalljak, hogy a GDC0941 és
a FX elfoglalhatjak ugyanazt a kotohelyet a PI3K-on

Mint azt fentebb emlitettiik, szdmos irodalmi adat utal arra, hogy a FX képes
lehet modulalni a PI3K ttvonal aktivitasat. Legjobb tudomésunk szerint azonban
arra vonatkozdan kisérleteinket megelézéen nem volt irodalmi adat, hogy ezt a
hatast a FX kozvetleniil a PI3K enzimekhez kapcsolodva, vagy kozvetetten (azaz
mas, a PI3K hatisaval interferdlva) fejti-e ki. A GDC0941 ¢és a FX
aktivitasprofiljai kozotti figyelemre méltdé hasonlosagok, valamint a GDC0941
human keratinocitdk citokin- és endotelin termelésére gyakorolt hatsardl szolo

adataink alapjan felmertilt, hogy a GDC0941-hez hasonloan esetleg a kelléen
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magas koncentracidban alkalmazott FX is gatolhatja kozvetleniil a PI3K-t. A
feltételezett kozvetlen kolcsonhatas vizsgalatdhoz elsdként kollaboracids
partneriink in silico molekularis kotédésvizsgalatot végzett, hogy kideriiljon, a FX
képes lehet-e a GDCO0941-hez hasonléan a PI3K ATP-k6t6 helyéhez kotddni.

A megfeleléen optimalizalt dokkolasi protokoll kovetkezetesen reprodukalta
itélt pozicio csak 0,81 A-mel kiilonbozott a kisérletileg megfigyelt helyzettl. A
modellezés soran emellett sikeriilt a kotddést kozvetitd kulcsfontossagu
hidrogénkoteseket is reprodukalni a GDC0941 és az enzim megfeleld oldallancai
(D841, Y867, V882 és K802) kozott. A FX lehetséges kotodését vizsgalva az
analizis kimutatta, hogy a FX képes lehet a GDC0941-hez nagyon hasonlé moédon
kotddni a PI3K enzim ATP-koté zsebéhez, és hidrogénkotéseket kialakitani két
olyan oldallanccal (D841 ¢és Y867), amelyekhez a GDC0941 is kotédik. A
molekulamodellezés tanusaga szerint emellett a FX (trifluor-metil) benzol- és
fenil-csoportjai részben kitoltik a W812, 1831, 1881, F961 és 1963 oldallancok
altal meghatarozott hidrofob részt, amelyet kisérletes eredmények szerint a
GDCO0941 hidrofob tienopirimidin magja foglal el a kotddés soran. Bar a fentiek
alapjan a FX nagy valoszinliséggel valoban képes a GDC0941 kotOhelyét
elfoglalni a PI3K enzimen, fontos megjegyezni, hogy a modellezés segitségével
meghatarozott kotési energiaja alacsonyabb volt, mint a GDC0941-¢ (FX: -8,05
kcal/mol; GDC0941: -10,62 kcal/mol). A kiilonbség nagy valoszintiséggel a FX

kisebb méretének koszonheto.

A FX kisebb gatlast gyakorol a PI3K aktivitasara sejtmentes enzimaktivitast

méro teszt soran

A kovetkezOkben, megvizsgaltuk, hogy egy sejtmentes vizsgalat soran az FX
képes-e kozvetleniil gatolni a PI3K aktivitasat. Bar az FX magas koncentracioja
szignifikansan gatolni tudta a PI3K aktivitasat, a megfigyelt gatlas sokkal
gyengébb volt, mint a GDC0941 esetében. Adataink tehat amellett szolnak, hogy
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bar kelléen magas koncentracidoban a FX kozvetleniil gatolja a PI3K aktivitasat,
viszont gyulladascsokkentd hatasat valosziniileg a PI3K kozvetett befolydsolasan
keresztiil és nem a PI3K enzim kozvetlen gatlasa révén alakitja ki a human

keratinocitakban.

A FX jelentosen modositja a p(I:C) altal Kkialakitott génexpresszios

mintazatot

Végiil, hogy mélyebb betekintést nyerjiink a FX human keratinocitakra
gyakorolt  gyulladascsokkenté  hatdsanak  természetébe, RNS-mintakat
gyljtottiink 24 oras p(I:C)-vel (20 pug/ml), p(I:C)+FX (14 uM) kombinaciéval
vagy megfeleld oldoszerekkel torténd kezelést kovetéen. A fékomponens-
elemzés kimutatta, hogy a FX egyiittes alkalmazasa a p(I:C)-kezelt kultirakhoz
képest egy kiilonallo klasztert eredményezett, ami arra utal, hogy a FX-nek
jelentds hatasa lehet a humdn keratinocitdk p(I:C)-indukalt transzkripcios
valaszara. Ezekkel az eredményekkel tokéletes 0sszhangban a szignifikdnsan up-
regulalt (>1,5-szeres valtozas; P<0,05; p(I:C) vs. kontroll) géneket felhasznalva a
g:Profiler toolset segitségével végzett utvonal-elemzés azt mutatta, hogy a
varakozasoknak megfelelden a p(I:C)-kezelés a gyulladéassal kapcsolatos
GO:molekularis funkcio kifejezések dusulasdhoz vezetett (pl. ,,citokin aktivitas”,
»citokin receptor kotddés”, ,kemokin aktivitas”, ,,CXCR kemokin receptor
kotédés” vagy ,.kemokin receptor kotddés”). Fontos, hogy a FX Aaltal
szignifikansan (>1,5-szeres valtozas; P<0,05) down-regulalt gének eclemzése
(p(I:C)+FX vs. p(I:C)) nagyon hasonl6 eredményeket hozott (,,CXCR kemokin
receptor kotddés”, ,.kemokin aktivitas” vagy ,.kemokin receptor kotddés™;), ami
arra utal, hogy a FX valoban képes lehet enyhiteni a p(I:C) gyulladasos hatasat.

A differencialisan expresszalt gének” elemzése tovabba kimutatta, hogy a FX

képes volt megsziintetni szdmos kulcsfontossagu gyulladdsos molekula és

* A differencidltan expresszdléodo gének listdja megtaldlhaté a disszertacié alapjdul szolgdlé kozlemény
, Supplementary” adatai kozott; a listak készitéséhez felhasznalt nyers adatok pedig szabadon bongészhetok az
NCBI SRA adatbazisban (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/bioproject/1022043).
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nélkill, a FX egyidejii alkalmazasa csokkentette az IL-6, az IL-8 (CXCLS), a
GROa (mas néven CXCL1), a CXCLS5 (méas néven ENA-78), az interferon alfa
indukalhat6 fehérje 6 (IFI6, mas néven GI1P3), az o0szteoprotegerin
(TNFRSF11B), tovabba az interleukin-1 receptor 2-es tipusanak (IL1R2)
expressziojat, és up-regulalta az egyes rendszerekben inkabb immunszuppressziv
CXCL17-et. Osszességében ezek az adatok hatarozottan amellett szolnak, hogy a
FX jelentds gyulladdscsokkentd hatast fejthet ki a humdn epidermalis

keratinocitakon.
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Diszkusszio

Kordbbi vizsgalataink soran munkacsoportunk igazolta, hogy a TRPV3 a
human hajndvekedés fontos negativ regulatora, €s kimutattuk azt is, hogy a
TRPV3 aktivicigja gyulladdsos valaszt valt ki human epidermalis
keratinocitdkon, mig mdsok a szaraz boérhoz tarsuldo viszketésben betoltott
szerepérdl szamoltak be. A megfigyelt gyulladasos tiinetek és a lipidbarrier zavara
arra utalt, hogy a TRPV3 tilmiikddés altal kivaltott gyulladasos boérbetegségek
kialakuldsaban a keratinocitakon kiviil mas TRPV3-at expresszald, borben
talalhato sejtek is részt vehetnek. EbbOl kiindulva a disszertacio alapjaul szolgalo
egyik tanulményban megvizsgaltuk a TRPV3 kifejez0dését €s szerepét a bor
professzionalis lipidtermeld sejtjein, a szebocitakon.

Az immunhisztokémiai festés kimutatta, hogy az epidermalis
keratinocitdkhoz hasonléan a human faggyimirigyekben is expresszalddik a
TRPV3, és a periférias, differencialatlan sejtek erdsebb immunpozitivitast
mutatnak, mint a centrdlisan elhelyezkedd termindlisan differencialt sejtek.
Kimutattuk azt is, hogy a TRPV3 fehérje és mRNS szinten is jelen van a human
faggyamirigybdl szarmazo SZ95 szebocitakon is. Megfigyeltiik tovabba, hogy
(immunhisztokémidval nyert eredményeinkkel Osszhangban) a TRPV3
expresszidja csokken a posztkonfluens, differencialtabb kultirakban az erdsen
proliferal6 prekonfluens kultirdkhoz képest.

A TRPV3 szerepének funkcionalis vizsgalatakor megallapitottuk, hogy a
szintetikus TRPV3-aktivator 2-APB, valamint a novényi eredetii karvakrol az
intracellularis Ca®* koncentracid jelentds emelkedését idézte el6 human
szebocitdkon. A kivaltott Ca®* jelek gyakorlatilag megsziintek az altalanos TRP-
csatorna blokkolo6 ruténium voros jelenlétében, de nem befolyasolta Oket sem az
AMGI810, sem a HC067047, amelyek a szebocitdk altal szintén kifejezett és a
TRPV3-mal nagyfokt szerkezeti rokonsagot mutat6 TRPV1, illetve TRPV4
csatornak szelektiv antagonistai. Ezek az eredmények arra utaltak, hogy a TRPV3

funkciondlisan aktiv formaban fejez6dik ki a human szebocitdkban, azonban,
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mivel kereskedelmi forgalomban elérheté specifikus TRPV3 aktivatorok és
antagonistdk nem alltak rendelkezésiinkre, ugy dontéttiink, hogy siRNS-
transzfekcio segitségével vizsgaljuk meg a TRPV3 expresszid csokkentésének
hatasat. A szebocitdk transzfekcidja a csatorna expressziojanak részleges, de
jelentds csokkenését eredményezte a ,,scrambled” RNS-transzfektalt (kontroll)
sejtekhez képest, valamint jelentdsen csokkentette az agonistak altal kivaltott Ca?*
jelek amplitadojat és az emelkedés sebességét. Mindezen eredmények
meggy6zden igazoltak, hogy az alkalmazott aktivatorok valdban aktivaljak a
TRPV3-at humén szebocitdkon.

A kovetkezOkben az aktivatorok bioldgiai hatasait vettiik gorcsO ala.
Megallapitottuk, hogy magasabb koncentracidkban (2-APB: 200 uM; karvakrol:
1000 uM) alkalmazva 24 o6ra alatt jelentdsen csokkentették az €10 sejtek szamat,
de alacsonyabb koncentracioik (2-APB: 150 uM; karvakrol: 500 uM), amelyek
még mindig képesek voltak Ca?* jeleket kivaltani, nem befolyasoltak a szebocitak
¢letképességeét.

Mivel a faggyulipidek alapvetden hozzajarulnak az epidermalis
barrierfunkciok miikodéséhez, a TRPV3-hoz szerkezetileg nagyon hasonlo
TRPV1 és TRPV4 esetén pedig munkacsoportunk a kordbbiakban azt talilta,
hogy azok a faggyulipid-termelés potens negativ reguldtorai, a kovetkezOkben
megvizsgaltuk a TRPV3 lipidszintézisre gyakorolt hatasat is. A TRPV3 aktivalasa
a 2-APB és a karvakrol nem citotoxikus koncentracioival jelentésen csokkentette
a lipidszintézist az AA 4ltal indukalt differencialodas soran a kontrollként
hasznalt, ,,scrambled” RNS-transzfektalt sejtek esetén. A TRPV3 agonistdk
hatdsa ugyanakkor szignifikansan csokkent a TRPV3-at célz6 siRNS-sel
transzfektalt sejtekben. Megfigyeltiik azt is, hogy az AA kis, de szignifikdns
mértékben hatasosabb lipogénnek bizonyult TRPV3-csendesitett sejteken, ami
arra enged kovetkeztetni, hogy a TRPV3 alap aktivitdsa szintén negativan
befolydsolja az AA Altal indukalt faggyulipid-szintézist. Fontos megjegyezni,
hogy a TRPV3 agonistak hatdsa nem korlatozdédott az AA altal indukalt
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lipidszintézisre. Az agonistdk szintén gatoltak az endokannabinoid anandamid,
valamint a linolsav és tesztoszteron kombinécidjadnak lipogén hatdsat, tovabba
kissé csokkentették a nem transzfektalt szebocitdk bazalis faggyulipid-szintézisét
is. Mindezek alapjan a TRPV3-medialt Ca?*-influx (més intracellularis Ca®*-
koncentraciét noveld beavatkozdsokhoz hasonldan) liposztatikus hatdsunak
bizonyult human szebocitakon.

A jelenséget aramlasi citometria segitségével tovabb vizsgalva érdekes
modon azt tapasztaltuk, hogy a karvakrol nem volt hatassal a sejtek (altaldban
differenciacioval korrelalo) granulaltsagara, sem kontroll koriilmeények kozott,
sem pedig AA-kezelést kovetden, viszont szelektiven gatolta a lipidek AA-
indukalta felhalmozddasat. Ez utobbi hatas riaddsul ruténium vordssel
kivédhetonek, azaz TRPV csatorna altal medidltnak bizonyult. Veégezetiil
kimutattuk azt is, hogy a karvakrol képes volt a faggyulipid-termelés két fontos
pozitiv regulatoranak, a PPARy-nak ¢és az NRIPl-nek az expressziojat
csokkenteni, igy feltételezhetd, hogy a hatdsa (legalabb részben) ezen

A lipidszintézisen til a faggyamirigysejtek jelentds szerepet toltenek be a
bér immunologiai folyamatainak szabalyozasaban is, a TRPV3-rél pedig ismert,
hogy hamsejteken jelentdsen fokozza a gyulladdsos citokinek termelését és
felszabadulasat. Ebbdl kiindulva a TRPV3 hatésait feltérképezd kisérleteink
zardakkordjaként megvizsgaltuk, hogy a TRPV3 aktivacidja miként befolyasolja
egyes gyulladasos citokinek expressziojat és felszabadulasat. Eredményeink
egyértelmiien azt mutattak, hogy a TRPV3 agonista karvakrol 6 6ran beliil szamos
gyulladdsos citokin transzkripcidjat fokozta szignifikansan, érdekes modon
ugyanakkor az emlitett iddintervallumon beliil a 2-ABP hatastalannak bizonyult.
A karvakrol TRPV3 specificitasanak igazolasara az emlitett kisérletet TRPV3-
csendesitett SZ95 szebocitakon is elvégeztiik, és az aktivator hatdsanak jelentds
(bar nem teljes) csokkenését tapasztaltuk a kontrollként hasznalt ,,scrambled”

RNS-sel transzfektalt sejtekhez képest. Mindezek alapjan a TRPV3 aktivacioja a
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hamsejtek esetén tapasztaltakhoz hasonldan szebocitdkon is gyulladasos valaszt
valthat ki.

Eredményeink 0Osszességében arra utalnak, hogy a szebocitdk részt
vehetnek a TRPV3 hiperaktivitassal 0Osszefliggd, borszarazsaghoz tarsuld
gyulladasos borbetegségek patogenezisében. Adataink alapjan a TRPV3 nemcsak
a faggyulipid-szintézis kordbban nem ismert, negativ szabalyozodja, de kifejezett
gyulladasos valaszt is képes kivaltani a sejteken, igy farmakoldgiai gatlasa
(elméletileg) jotékony hatast lehet a fenti bérbetegségek kezelésében.

A disszertaci6 alapjaul szolgald masodik cikk kozéppontjaban egy széles
korben hasznalt antidepresszans, a szelektiv szerotonin visszavétel gatlok
csaladjaba tartozd FX 4ll. A FX egy biztonsagosan alkalmazhat6 szer, melyrdl
ismert, hogy bizonyos modellekben gyulladascsokkentd, viszketéscsillapito,
sebgyogyulast eldsegitdé és AD-ellenes hatast is képes kifejteni. A fentiek
fényében nem meglepd, hogy lehetséges 11 indikdcioként szdmos betegseég €s
korallapot mertilt fel az utobbi idOben, a jelen tanulmany keretein beliil pedig a
feltételezett jotékony hatdsainak tovabbi vizsgélatat tliztiik ki célul human
epidermalis keratinocitak felhasznalasaval.

Megallapitottuk, hogy a FX nem citotoxikus koncentracioja (14 uM) képes
volt jelentésen csokkenteni tobb gyulladasos citokin (IL-1a, IL-1B és IL-
érte el a statisztikailag szignifikans mértéket (Q-PCR). A FX mindezek mellett
jelentdés mértékben csokkentette az IL-8 p(I:C) altal indukalt felszabadulasat
(ELISA; 24 oras kezelések), amely a bér gyulladasos folyamatainak
kulcsfontossagu szabalyozoja, és amelyet biomarkerként is hasznélnak a terapias
hatékonysag nyomon kovetésére AD-ben.

A viszketés szdmos gyulladasos borbetegség, koztiik az AD egyik vezetd
tiinete, a ,,viszketés-vakar6zas ciklus”-r6l pedig ismert, hogy hozzajarul ezen
betegségek patogeneziséhez, ezért kovetkezd 1épésként vizsgalatainkat a

keratinocita eredetii viszketés-mediator endotelinekre is ki kivantuk terjeszteni.
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Az endotelin-1-r6l ismert, hogy nemcsak az AD-s betegek 1ézionalis
epidermiszében mutat emelkedést, hanem plazmaszintje a tiinetek stilyossagaval
is korrelal. Fontos megjegyezni, hogy az endotelinek felszabadulasa (egyebek
mellett) a TLR3 jelatvitel altal regulalt folyamat. A TLR3 aktivalasan keresztiil a
p(I:C) megnovelte a primer human epidermalis keratinocitdkbol torténd
endotelin-1 felszabadulast; a TLR3 expresszidja pedig szignifikansan megnott
tobb viszketéssel jard borbetegségben (példaul AD-ben, prurigo nodularisban és
pikkelysomorben) a tiineteket mutato teriilet epidermiszében. Mivel a p(I1:C)-
kezelés a human epidermalis keratinocitakban a TLR3 expressziojat is fokozta,
feltételezhetd, hogy a TLR3, valamint a patologids TLR3-szignalok altal kivaltott
keratinocita-eredetii endotelin-felszabadulas jelentds mértékben hozzajarulhat a
viszketés-vakarozas ciklus kialakulasahoz.

A fentiek fényében kiilonosen jelentds, hogy eredményeink szerint a FX
fent emlitett jelentds gyulladascsokkentd koncentracioja (14 uM) képes volt
szinte teljesen kivédeni a p(I:C) altal indukalt endotelin-felszabadulast HaCaT
keratinocitdkban, valamint primer human epidermadlis keratinocitdkban egyarant.
Ezek az adatok Osszességében arra utalnak, hogy megfeleld topikalis
formulaciokban alkalmazva a FX a jovOben egy hatékony gyulladdscsokkentd és
viszketést csillapito szer lehet.

Itt fontos megjegyezni, hogy a rendelkezésre allo igen kevés bizonyiték
szerint a FX koncentracioja a bérben kevesebb, mint fele (kb. 41%-a) lehet a
plazmakoncentracionak. gy figyelembe véve a FX szokéasos plazmaszintjét
(~0,4-2 uM), nagyon valoszintitlennek tiinik, hogy szisztémasan alkalmazva, nem
citotoxikus doézisban is elég magas koncentracidt érhetiink el a bérben. Ezzel
szemben a 14 pM-os koncentracido konnyen elérhetd lenne a megfeleld topikalis
formulaciok alkalmazéasaval. Az ilyen korlatozott, lokélisan alkalmazott FX
valoszinilileg nem vezetne relevans szisztémas FX expoziciohoz és ezaltal

szisztémas (mellék)hatasokhoz sem.
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Ezutén a fent emlitett jotékony hatdsok mechanizmusat kivantuk feltarni.
Itt érdemes megemliteni, hogy a FX vizsgdlatunk soran hasznalt
tesztkoncentracioja (14 uM) joval magasabb, mint az altala gatolt szerotonin
transzporter (SLC6A4) esetében mutatott K; értéke (3 nM), és — amint arrol mar
sz0 esett meghaladja a FX-nel kezelt betegek esetében mért szokasos
plazmaszintet (~0,4-2 uM) is. Mindezek, valamint szamos irodalmi adat alapjan
felmeriilt, hogy a FX keratinocitakra gyakorolt hatasait nem-klasszikus cellularis
célpont(ok) kozvetitheti(k).

Miutan kizartunk harom lehetséges gyulladascsokkentd mechanizmust
(azaz a p(l:C)-indukalt NF-xB és p38 MAPK aktivacié gatlasa, valamint az
mtROS termelés csokkentése, a hatasmechanizmus feltdrasa érdekében ugy
dontottiink, hogy egy teljesen elfogulatlan megkozelitést alkalmazunk.
Kollaboracios partnereink a BioMAP® Diversity PLUS® panel segitségével 12
human primer sejt-alapti rendszerben vizsgaltadk meg a FX biologiaiaktivitas-
profiljat. Azt tapasztaltuk, hogy a FX 14 puM-os koncentracioban torténo
alkalmazasakor az aktivitasi profilja nagymértékben atfedett a PI3K enzim jol
ismert gatldjanak, a ,pictilisib”-ként is ismert GDC0941-nek (370 nM) az
aktivitasi profiljaval (Pearson-féle korrelacios egyiitthaté (r): 0,926). Erdekes
moédon ezzel szemben a szerotonin nem szerepelt a legjobb taldlatok kozott (a
Pearson-feéle korrelacios egyiitthaté (r) mindossze 0,354 volt a 90 puM-o0s
koncentraciéban alkalmazott szerotonin és a 14 pM-ban adagolt FX kozott), ami
arra utalt, hogy a FX 14 uM-os koncentracioban megfigyelt hatdsai valosziniileg
a ,.klasszikus” szerotoninerg jelatviteltdl fiiggetlentil, a gyulladasos PI3K utvonal
kozvetlen vagy kozvetett gatlasaval alakulnak Ki.

E hipotézist megvizsgalandd megismételtiik kisérleteinket a fent emlitett
P13K-inhibitor (GDC0941; 370 nM) felhasznéalasaval is. Megéllapitottuk, hogy a
GDCO0941 szinte tokéletesen utanozta a FX biologiai hatasait, azaz jelentdsen

crer

mig az IL-6 expresszidjara (a FX-hez hasonldéan) nem volt szignifikans hatéssal
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(Q-PCR). Ezen tulmenden a GDC0941 hatékonyan csokkentette a p(I:C) altal
indukalt IL-8 és endotelin felszabadulast (ELISA). Erdekes modon a FX-hez
képest egy apro kiilonbséget is megfigyeltiink, nevezetesen, a FX-tdl eltérden a
GDC0941 szignifikansan csokkentette az IL-6 p(l:C)-indukalta felszabadulasat
(ELISA), mig ez a hatas a FX esetében nem érte el a statisztikailag szignifikans
mértéket.

A fent emlitett minimalis eltérés ellenére eredményeink egyiittesen amellett
szolnak, hogy a FX gatolhatja a PI3K utvonalat a human keratinocitdkban. Bar az
elképzelés, hogy (bizonyos koncentracioban) a FX képes befolyasolni a PI3K
aktivitasdt nem pelda nélkiili az irodalomban, kisérleteink idején nem allt
rendelkezésre arra nézve irodalmi adat, hogy ez a PI3K kozvetlen, kdzvetett vagy
esetleg kombinalt (azaz kozvetlen €s kozvetett) gatlasan keresztiil valosul meg.

A kérdés eldontésére elsoként kollaboracios partneriink in silico
molekulamodellezés segitségével megallapitotta, hogy a FX képes lehet ugyanazt
a kotdhelyet elfoglalni a PI3K enzimen, mint a GDC0941. A kdvetkezOkben, ezen
adatok birtokdban, sejtmentes aktivitds-vizsgalat segitségével megvizsgaltuk,
hogy a FX képes-e a PI3K-aktivitas kozvetlen gatlasara. Az in silico adatainkkal
tokéletes Osszhangban a FX kelléen magas koncentracioja valoban képes volt
szignifikdnsan gatolni a PI3K aktivitast; azonban hatidsa sokkal gyengébbnek
mutatkozott a GDC0941-hez képest. Adataink tehat amellett szolnak, hogy bar
hatasat kiegészitheti a kozvetlen enzimgatlas, a FX valdsziniileg kozvetve gatolja
a PI3K-hoz kapcsolt gyulladasos jelatviteli utvonalat az epidermalis
keratinocitdkban. Ezzel egylitt eredményeink alapjan a FX alapvazanak megfeleld
kémiai modositdsa a PI3K ATP-kothelyén 1évd tovabbi reziduumokat
megcélozva a PI3K-val szembeni jobb hataserdsséget ¢s hatékonysagot mutato 0
vegyiileteket eredményezhet. Ennélfogva jelenlegi eredményeink jovdbeli
intelligens gyogyszertervezési vizsgalatok kiinduldpontjat is jelenthetik, amelyek
a PI3K-zal szemben fokozott hatékonysaggal rendelkezd 0 FX-szdrmazekok

kifejlesztéséhez vezethetnek.
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Kisérleteink befejezd szakaszaban a FX altal kivaltott biologiai hatdsok
mélyebb megértésére RNS-Seq vizsgalatot végeztiink. A fékomponens-elemzés,
az utvonal analizis, valamint a differencidltan expresszalédo gének egyedi
vizsgalata is azt igazolta, hogy a FX jelentds mértékben befolyasolja a p(I:C)
gyulladdsos hatasdt a humdn keratinocitdk esetén. A teljesség igénye nélkiil
elmondhatjuk, hogy a FX csokkentette a neutrofil kemoattraktans kemokin GROaq,
(més néven CXCLI1) és CXCLS5 (mas néven ENA-78) p(l:C)-indukalt up-
adatok alapjan viszketésmediatorként is mikodhet, citokin array-vel nyert
adataink pedig arra utalnak, hogy a FX nemcsak az expresszidjat, hanem a
felszabadulédsat is képes lehet gatolni. Az eddigiek mellett a FX jelentdsen
csokkentette az IFI6 (GI1P3) p(I:C)-indukélt up-regulacigjat is, amelyrdl
megallapitottak, hogy pikkelysomoros betegek 1€zionalis €s nem léziondlis
bérében is up-regulalodik. A FX emellett down-regulélta az oszteoprotegerint
(TNFRSF11B), amely a RANKL — RANK kapcsolat szabalyozasaban vesz részt.
Mivel az epidermalisan expresszalt RANKL-rol kideriilt, hogy a regulatérikus T-
sejtek szdmanak novelésén keresztil immunszuppressziv hatast valt ki, az
oszteoprotegerin (TNFRSF11B) expressziojanak csokkentése in vivo egy tovabbi
réteget adhat a FX gyulladdscsokkentd hatdsaihoz. Hasonldoképpen, a FX
csokkentette az IL-1a ¢és az IL-1p receptoranak, az IL1R2-nek a p(l:C)-indukalt

crer

crer

normalizalasa segithet a fiziologias bér-immunfeliigyelet helyreallitasaban.

A fentieken tul az is figyelemre mélto, hogy mig a p(I:C) down-regulélta a
CXCL17-et, a FX egyiittes alkalmazasa jelentdsen csokkentette ezt a hatast. A
CXCL17-r6l nemrégiben megallapitottdk, hogy a pikkelysomdr imiquimod-
indukalt egérmodelljében a mieloid-eredetli szuppresszorsejtek €s regulatorikus
T-sejtek toborzasan keresztiil mérsékli a borgyulladast. Azt természetesen célzott

jovObeli vizsgalatokban kell meghatarozni, hogy a FX 4ltal indukalt CXCL17 up-
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regulacio a felszabaduld citokinek szintjén is megnyilvanul-e, valamint hogy ez
kizarélag a p(I:C)-indukélta gyulladdsos valaszra korlatozodik vagy egy
altalanosabb gyulladdscsokkentd hatas része. Akarhogy is, a CXCL17 FX altal
indukalt felszabadulasa és up-regulacidja hosszabb (>24 6ra) idéskalan tovabb
erbsitheti a FX in vivo gyulladascsokkent6 hatasat.

Osszességében az adataink egyértelmiien bizonyitjak, hogy a FX jelentds
gyulladascsokkentd hatést fejthet ki, és az endogén viszketés-mediatorok, példaul
az endotelinek (és talan madasok, pl. a GROa [CXCLI1]) felszabaduldsanak
csokkentése révén alkalmazasa jotékony viszketéscsillapitd hatashoz is vezethet,
amely hatasok valosziniileg a gyulladasos PI3K utvonal kozvetett gatlasan
keresztiil valosulnak meg. Figyelembe véve a FX jolismert biztonsagossagat,
adataink alapjan érdemes lenne célzott klinikai vizsgalatokban tisztdzni, hogy a
fentebb ismertetett kedvezd hatasok megfeleld lokalis, kellden magas
borkoncentraciot biztositd formulacidkban torténd alkalmazas soran, in vivo is

ervényesiilnek-e gyulladasos €s viszketéssel kisért borbetegségekben.
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Osszefoglalas

Eredményeink szerint a TRPV3 funkcionalisan aktiv formaban fejezddik ki
a humdan szebocitakon, ahol aktivacidja gatolja a sejtek kiilonféle lipogén
agensekkel kivaltott faggyulipid-termelését ¢és differencidciojat, valamint
jelentésen fokozza tobb gyulladasos citokin termelését és felszabadulasat.
Eredményeink alapjan a TRPV3 koros aktivitasa szerepet jatszhat a kiilonféle
blérszarazsaggal jard borgyulladasok patogenezisében, ami felveti annak
lehetdségét, hogy a TRPV3 antagonistdk hatékony terapias eszkozok lehetnek

ezen betegségek kezelésében.

A fluoxetinnel végzett kisérleteink eredményei azt mutatjak, hogy ez a
molekula jelentdés gyulladdscsokkentd hatast fejthet ki human epidermalis
keratinocitdkon, ¢s hatékonyan csokkenti az endogén viszketés-mediator
endotelinek felszabadulasat is. A fluoxetin bioldgiaiaktivitas-profiljanak
vizsgalata, RNS-Seq analizis, in silico kotddésvizsgalat, valamint direkt
enzimaktivitds méréseink tanusiga szerint a hatis valosziniileg a gyulladasos
PI3K ttvonal kozvetett gatlasan keresztiil alakul ki. Figyelembe véve a fluoxetin
jolismert biztonsagossagi profiljat, eredményeink alapjan felmeriil a fluoxetin
bOrgyogyaszati repozicionalasanak lehetdsége, de természetesen tovabbi klinikai
vizsgalatokra van sziikség annak feltardsara, hogy a jelen tanulmanyban
bemutatott kedvezo hatasok in vivo is érvényesiilnek-e megfeleld topikalis
formulaciokban torténd alkalmazas esetén gyulladéassal és viszketéssel kisért

borgyogyaszati korképekben.
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Koszonetnyilvanitas

Ezuton szeretnék koszonetet mondani mindazoknak, akik barmilyen médon
hozzajarultak az értekezés 1étrejottéhez akar az emberi és anyagi hattér
biztositasa, akar szakmai tanacsaik, segitségiik révén.

Mindenekeldtt kdszonetet mondok a DE AOK Elettani Intézet igazgatojanak
Prof. Dr. Csernoch Laszl6 professzor urnak, aki biztositotta a PhD munkamhoz
szlikséges feltételeket. Koszondm korabbi - Prof. Dr. Bir6 Tamis - ¢és
jelenlegi - Dr. habil. Olah Attila - témavezetdmnek a belém vetett bizalmukat, az
évek soran nyujtott szakmai segitsegiiket, ¢s azt, hogy szakmai és emberi
szempontbdl fontos példat adtak, és sokat tanulhattam toliik.

Ko6szonet illeti a labor €s az intézet korabbi és jelenlegi dolgozoit, PhD ¢&s
TDK hallgatoit, akik ha sziikséges volt, mindig onzetlentil siettek a segitségemre.
Kozottiik 1s kiilondsen kozvetlen munkatarsaim, Dr. Czifra Gabriella, Dr. Toth
Istvan Balazs, Dr. Szolldsi Attila Gabor, Dr. Szantd Magdolna, Dr. Mihaly
Johanna, Dr. Béke Gabriella, Dr. Markovics Arnold, Adam Dorottya, Arany
Jozsef, Dr. Shahrzad Alimohammadi, Dr. Kelemen Balazs, Dr. Lisztes Erika,
Fricz Nikolett, Galicz Anita, Hollosi Erika, Szabo-Papp Judit, Kovacs Elek Gergd
¢s Barotané Kovacs Monika segitségéért vagyok rendkiviil halés.

Halasan koszonom témavezetetteim, Farago Petra és Dr. Sarkany Fruzsina
munkdjat, akik személyében nagyon tehetséges, szorgalmas, a tudomany irant
elkotelezett TDK hallgatdkat ismerhettem meg. Mindig nagy 6rdmmel gondolok
a k6zos munkara.

K6sz6nom kollaboracios partnereink (Prof. Dr. Christos C. Zouboulis, Prof.
Dr. Christoph Abels, Dr. Michael Soeberdt, Dr. Por Agnes, Dr. Poliska Szilard,
Dr. Matolay Orsolya és még sokan masok) felbecsiilhetetlen értekii segitségét.

Végezetiil ebben a par sorban szeretnék mindent megkdszonni Sziileimnek,
Férjemnek, Testvéremnek Nagymamamnak, Keresztapamnak €s Anydsomnak

hiszen nélkiiliikk nem jutottam volna el eddig, nagyon halas vagyok nekik. Kiilon
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szeretném megkOszonni Pénzes Zsofianak a még bioldgia alapképzés alatt

sziiletett baratsagot és a PhD évek alatt nyujtott szakmai és lelki tamogatasat.

A doktori disszertacio a GINOP-2.3.2-15-2016-00015 (I-KOM), az EFOP-
3.6.3-VEKOP-16-2017-00009  ,,Az  orvos-,  egészségtudomanyi-  ¢és
gyogyszerészképzés tudomanyos mithelyeinek fejlesztése”, az NKFIH ,K”
(120552) ¢és ,FK” (125055, 134235) palyazatai, az Emberi Eréforras
Tamogataskezeld Nemzeti Tehetség Program, a Nemzet Fiatal Tehetségeiért
Osztondija (azonositd: NTP-NFTO-18-B-0168), valamint az Innovacids és
Technologiai Minisztérium UNKP-19-3 koédszami Uj Nemzeti Kivéalosag
Programjanak (azonositg: UNKP-19-3-1-DE-141) tamogatasaval késziilt. A
fluoxetin bioldgiai hatasainak vizsgalatara (a fentiek mellett) ipari kollaboracios
partneriink (Dr. August Wolff GmbH & Co. KG Arzneimittel; Bielefeld,

Neémetorszag) tamogatasaval keriilt sor.
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