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Bevezetés és irodalmi attekintés

Kutatocsoportunk munkaja sordn tobbszor a kdzéppontba keriiltek a bérben
talalhato tranziens receptorpotencidli (TRP) ioncsatorndk; tobbek kozott annak
igazolasa is a laboratoriumunkhoz kotédik, hogy a héérzékeny TRPVI, -2 és -4
ioncsatornak kifejezédnek humdan szebocitdkon. Az értekezést megalapozd egyik
kutatasunk alapjaul egy nemrégiben megjelent tanulmény szolgalt, melyben
kollaboracids partnereink leirtak, hogy a TRP szupercsalad egyik tagja, a TRPMS5
igéretes terapias célpont lehet a nemkivant szérndvekedéssel jard korképek esetében.
A publikacio alapjan felmeriilt a kérdés, hogy a csatornat célzo kezelés milyen
hatassal lehet a szebocitak bioldgiai folyamatira és kell-e esetleges faggyamirigyeket
érintd mellékhatasokkal szamolni, igy c€lul tiiztiik ki a TRPMS kifejezddésének és
funkcionalis szerepének felderitését human szebocitdkon.

Az ¢értekezést megalapoz6 masodik kozlemény alapjaul  szolgélo
kisérleteinkben egy korabbi projektet folytattunk, és egy sokoldalu, szelektiv
szerotoninvisszavétel-gatld szer, a fluoxetin (FX) hatasait vizsgéaltuk huméan
epidermalis keratinocitdkon. A kozelmultban publikalt eredményeink azt mutattak,
hogy a FX, melyet a klinikumban hossza évek 6ta alkalmaznak antidepresszansként,
14 uM-ban alkalmazva csokkenti a poliinozin-policitidilsav [p(I:C)] altal kivaltott
gyulladasos valaszt ¢és az endotelinfelszabadulast human epidermalis
keratinocitdkban a foszfoinozid-3-kinaz (PI3K)-ttvonal kézvetett gatlasan keresztiil.
Mivel a PI3K-utvonalnak nemcsak a gyulladdsos valaszok kozvetitésében van
szerepe, hanem a proliferacio pozitiv regulatora is, igy kisérleteinkben célul tliztiik
ki annak vizsgalatat, hogy a FX hatékony gyulladasgatld koncentracioja (14 pM)
milyen hatdssal van a human epidermalis keratinocitdk proliferaciojara,

differencialodésara és barrierformalési képességére.

Az epidermisz: keratinocitak és a barrier funkcio

A barrier kialakitdsanak kulcsszerepldi a keratinocitdk, melyek az epidermisz
legbelsd rétegében torténd proliferacidjukat kovetden a felszin felé migralnak, és a
differenciaciés folyamat soran valtoz6 morfologidjukkal jellegzetes rétegelt
mintdzatot adnak a felhdmnak. E szigoruan szabalyozott folyamat soran (mely végiil

a sejtmag elvesztéséhez €s apoptdzishoz vezet) a keratinocitak kiilonféle proteineket



fejeznek ki, melyek a folyamat adott fazisara jellemzdek, igy ezek szdmunkra
hasznos allapotjelzé markerek. A stratum basale hamsejtjeire jellemz6 a keratin (K)
5 és 14 termelése, majd a differenciacid kezdetétdl, aminek elsd 1épéseként a sejtek
a stratum spinosumba migralnak, itt pedig a K1 ¢és a K10 mellett involukrint is
kezdenek expresszalni. A stratum granulosumra a keratohialin granulomokba
csomagolt lorikrin és profilaggrin (melybdl késobb filaggrin képzddik) jelenléte a
jellemzd. A folyamat sordn képz0dd feheérjek és egyéb intermedier filamentumok
biztositjdk az epidermisz felsébb rétegeinek stabilitasat, és tobbféle sejt-sejt
kapcsolat kialakitdsdban is részt vesznek: hozzajarulnak tobbek kozott a tight
junction-0k 1étrejottéhez. A tight junction kialakitasdnak fontos alappillére — a
klaudinok mellett — az okkludin (OCLN), mely fehérjét szintén a keratinocitdk
differencialtsagi allapotat jellemz6d markerként alkalmazunk a kutatasban.

A sejtek kozotti térben epidermalis lipidek talalhatoak, melyek a keratinocitak
differencialédasa soran képzddnek. A folyamatosan termelddd koleszterin,
ceramidok, szabadzsirsavak ¢és egyéb lipidek, a faggyumirigyek altal termelt,
felszinre jut6 faggyuaval kiegésziilve, nemcsak a korneocitdkat stabilizaljak, hanem

tovabbi szigetelést €s fizikai védelmet is nyujtanak a boérnek.

A faggyumirigyek és a szebocitak biologiaja, a lipidbarrier

A faggyimirigyek és sejtjeik a szebocitak, melyek a sz€bum, azaz a faggyu
termeléséért feleldsek, szerves részei a bor barrier €s az immunrendszer komplex
miikodésének.

A holokrin szekrécidval képzddd faggyi dontden neutralis lipideket tartalmaz.
Egyedi 0sszetételének koszonhetden a faggyunak tobb fronton is szerepe van a bor
barrier fenntartdsaban. A szebocitdk immunkompetens mivoltat €s az immunoldgiai
védelemben jatszott szerepét az is aldtdmasztja, hogy tobb patogén-asszocialt
molekuldris mintdzatot felismerd receptort (pl. CD14, TLR2, -4 ¢és -6) is
expresszalnak, és a gyulladasos folyamatokban is részt vesznek. Képesek kiilonbozo
antimikrobidlis peptidek és lipidek, valamint gyulladasos citokinek termelésére: in
vivo €s in vitro is leirtak az interleukin (IL)-la, IL-1pB, IL-6, IL-8 (CXCLS) és

tumornekrozis faktor (TNF)-a expresszidjat szebocitdkon.



A tranziens receptorpotenciali (TRP) ioncsatorna szupercsalad és a TRPMS

A TRP-k egy heterogén, valtozatos funkciokkal rendelkezd csoportot alkotnak,
ingerlékeny és nem-ingerlékeny szovetek szamos sejttipusdban expresszalodnak. A
gerincesek TRP-csatornait szerkezeti ¢és szekvenciahomolodgidjuk alapjan 7
alcsaladra oszthatjuk: klasszikus vagy kanonikus (TRPC), vanilloid (TRPV), ankirin
(TRPA), policisztin (TRPP), mukolipin (TRPML), ,,no mechanoreceptor potential
C” (NOMPC vagy TRPN) és melasztatin (TRPM).

A melasztatin alcsaladot multifunkciondlis kationcsatornak alkotjak valtozatos
fiziologiai jellemzokkel; az egyes tagok tobb izoforméban is kifejezddhetnek. Az
alternativ mRNS-splicing jelentdsen befolyasolja a csatornak biofizikai jellemzdit,
¢s akar funkcionalisan nem aktiv valtozatokat is eredményezhet. A csalad egyik
fontos tagja a TRPMS5, amely egy Ca**-aktivalt ioncsatorna, ami csak a monovalens
kationok (Na* és K*) szamara atjarhato. Tobb TRP csatornahoz hasonléan a TRPMS5
1S termoszenzitiv, hoaktivalt csatorna.

A TRPM5-nek szerepe van az izérzékelésben, kifejezddik a 1égzérendszerben,
a szaglorendszer kemoszenzoros sejtjein, €s az inzulinszekrécid egyik regulatora.
Emellett a csatorna aktivitisa a humén hajciklusra is hatassal van. A TPRMS
altalanosan hasznalt (és Aaltalunk is alkalmazott) modulatorai az antagonista
trifenilfoszfin-oxid (TPPO), valamint az aktivator 2-heptanon (Hept) és a 2,5-
dimetilpirazin (DMP).

A TRP csatornak a human borben

A TRP csatornak a bor és a borfiiggelékek szamos sejttipusaban kifejezodnek,
igy keratinocitakban, szebocitdkban, melanocitdkban, érz6 neuronokban és
szOrtiiszOkben is. Szerepiik a borben Osszetett €s szertedgazo; a csatornak hatassal
lehetnek tobbek kozott a keratinocita proliferaciora és differenciaciora, a
barrierformalésra, a szebocitak lipidtermelésére, gyulladdsos folyamatokra és a szor
novekedésére is.

Munkacsoportunk mar kordbban is foglalkozott a szebocitdk és a TRP
csatornak kapcsolatdnak kutatasdval. Ennek sordn a TRPV1, a TRPV2, a TRPV3 és
a TRPV4 expresszidjat sikeriilt igazolni, valamint kimutattuk, hogy a TRPA1 és a
TRPM8 mRNS-szintii expresszidja a detekcios kiiszob alatti értkéket mutat az SZ95

human szebocitakon.



A kozelmultban kollaboratoraink a TRPMS szerepét vizsgaltdk a human
szOrtiiszokben. Kisérleteik sordan megallapitottak, hogy a TRPMS5 kifejezddik a
humén a szOrtiiszOkon és homeosztatikus aktivitdsa szerepet jatszik a hajciklus
novekvo (anagén) fazisdnak fenntartasaban, igy a TRPMS igéretes terapids célpont
lehet a nemkivant szOrndvekedéssel, illetve akaratlan szOrvesztéssel jaro korképek
kezelése soran. A publikdcioban kozzétett immunfluoreszcens képek alapjan azt
lathatjuk, hogy a faggyumirigyek periférids sejtjei is TRPMS-pozitivitdst mutatnak,
igy felmeriilt, hogy a TRPMS5-6t célzd terapias beavatkozisok soran
faggytimirigyekhez kotddé mellékhatasok is jelentkezhetnek, ezért a jelen értekezést
megalapoz6d egyik kozlemény alapjaul szolgald kisérleteinkben a TRPMS5
kifejez0dését és az elérhetd TRPMS modulatorok hatasait vizsgaltuk meg human

szebocitakon.

Az antidepresszans fluoxetin (FX) borgyogyaszati repozicionalasa

A fluoxetin (FX) egy igen elterjedt szelektiv szerotoninvisszavétel-gatlo (SSRI)
szer, amelyet antidepresszéns gyodgyszerként alkalmaznak, azonban az évek alatt
szdmos mas jotékony hatdsara is fény deriilt: képes fokozni a melanintermelést, a
alkalmazva a sebgyogyulasra is pozitiv hatassal van, melyet diabéteszes egereknél,
emberek esetében pedig fertdzott sebeknél igazoltak. Ezeken tilmenden ismert az is,
hogy a FX gyulladascsokkentd és a viszketéscsillapitod hatast is képes kivaltani.

A fentiek miatt munkacsoportunkat is foglalkoztatni kezdte a FX lehetséges
borgyogyaszati felhasznalasdnak lehetdsége. Kozelmultban publikalt kisérleteink
vizsgaltuk tenyésztett human epidermadlis keratinocitdkon. Megallapitottuk, hogy
ebben a koncentracioban a FX a PI3K-ttvonal kozvetett gatlasdval jelentOsen
csOkkenti a TLR3 aktivator p(I:C) altal indukalt gyulladdsos reakcidt és az endogén
viszketésmediator endotelinek felszabadulasat. Ismert, hogy a PI3K jelatvitel a
gyulladasos folyamatok szabdlyozasa mellett az epidermalis keratinocitdk
alkalmazasa sordn anti-proliferativ hatast fejthet ki a humdn hamsejteken, ¢és a
proliferacios/differenciacios egyensuly megvaltoztatasaval hatassal lehet a

hamsejtérés folyamatdra, valamint az epidermalis barrier felépiilésére is.



Célkitiizés
A fentiekben kifejtett irodalmi adatok és korabbi eredményeink alapjan a

kovetkez6 kérdések megvalaszolasat tliztiik ki célul:

1. Kifejezédik-e a TRPMS funkciondlisan aktiv formaban a humén
szebocitakon?

2. Milyen hatéssal vannak a TPRMS5 modulatorok a human szebocitak bioldgiai
folyamataira?

3. A FX igéretes, gyulladascsokkentd koncentracioja (14 uM) milyen hatdssal

----------

Anyagok és modszerek

SZ95 human immortalizalt szebocitak

Az S795 szebocitdk (a felhasznaldsukat lehetévé tevd anyagataddsi szerzédés
szama: S7Z95-A 236-1) tenyésztése soran a Sebomed Basal Medium® tapoldatot
hasznéltuk, melyet az aldbbiakkal egészitettiink ki: hdvel inaktivalt magzati borju
szérum (FBS), CaCl,, humédn rekombindns epidermalis nodvekedési faktor,
amfotericin B, MycoZap™ Plus-CL. A sejteket 37 °C-os, parésitott, 5% CO:
tartalmu inkubatorban tenyésztettiik, tapoldatot kétnaponta cseréltiink rajtuk. Az
SZ95 szebocitdk tenyésztését Arany Jozsef, Nyitrai Tamara, Barotané Kovdcs

Mobnika, Peté Orsolya, Tolvaj Beatrix és Adam-Nagy Dorottya végezte.

A HaCaT human immortalizalt epidermalis keratinocita sejtvonal

A HaCaT Kkeratinocitdk tenyésztése alacsony Ca?*-tartalmii Dulbecco’s
Modified Eagle Medium-ban (DMEM) tortént. A tapoldatot az aldbbiakkal
egészitettiik ki: héinaktivalt FBS, MycoZap™ Plus-CL ¢és L-glutamin. A sejteket 37
°C-os, parasitott, 5% CO; tartalmu inkubatorban tenyésztettiik, kétnaponta tapoldatot
cseréltiink rajtuk, majd 70-80%-os konfluencia elérésénél passzaltuk. Bizonyos
kisérleteink soran, mikor a sejtek elérték a 100%-os konfluenciat, a differenciacio
indukalasdhoz egy masik, magasabb Ca?"-tartalmic  DMEM-et hasznaltunk
tapoldatként, melyhez hdinaktivalt FBS-t ¢és MycoZap™ Plus-CL-t adtunk



kiegészitésként. 4 HaCaT keratinocitak tenyésztését Volascsekné Dr. Toth Kinga

Fanni, Barotiné Kovdcs Ménika és Adam-Nagy Dorottya végezte.

Primer normal human epidermalis keratinocitak (NHEK)

A primer human epidermdlis keratinocitdkat (NHEK) bdrgyogyaszati
szempontbdl egészséges felndttek egyéb okbol elvégzett sebészeti beavatkozasa
soran eltavolitott bordarabokbdl izolaltuk. A boér eltdvolitasa eldtt az onkéntes
donorok megfeleld tdjékoztatasat kovetden irdsos beleegyezésiiket adtdk a mintak
kutatasi célra torténd felhaszndldsahoz. A kisérletekre a Debreceni Egyetem
Regiondlis és Intézményi Kutatasetikai Bizottsaga és a Nemzeti Népegészségligyi
Kézpont jovahagyasaval (azonositok: 61566-5/2021/EUIG, DE RKEB/IKEB 4988-
2018), a Helsinki Deklaracié irdnyelveinek betartasa mellett keriilt sor. A
bormintakbol izolalt primer keratinocitakat megfeleléen kiegészitett Epilife
tdpoldatban tenyésztettik. A sejteket 37 °C-os, parasitott, 5% CO: tartalmu
inkubatorban tenyésztettiik, kétnaponta tapoldatot cseréltiink rajtuk, majd 60-70%-
os konfluencia elérésénél passzaltuk. 4 sejtek izoldldsat és tenyésztését Adam-Nagy

Dorottya végezte.

Rekonstrualt epidermisz-ekvivalens modellben végzett kisérletek

A 3D tenyésztést kovetden a mintdkbol 6 pm-es paraffinos metszeteket
készitettiink a tovabbi vizsgalatokhoz (hematoxilin-eozin festés, K1 és K10,
valamint Ki-67 immunjeldlés és lucifer yellow [LY] festékpenetracios assay). A
szemikvantitativ képanalizist ImageJ 1.51j8 szoftver segitségével 300x-os eredeti
nagyitassal késziilt képek felhasznalasaval végeztilk. A tenyészetek létrehozasat és
feldolgozasat Adam-Nagy Dorottya végezte dr. Hanna Niehues és prof. dr. Ellen van
den Bogaard feliigyeletével. A HE festest, a K1 és K10 jelolést, valamint a LY assay-
t Adam-Nagy Dorottya, a Ki-67 jelolést pedig dr. Pér Agnes végezte. A LY jelilés
eseten a fényképek elkészitésében dr. Szabo LaszIlo nyujtott segitséget. A kiértékelést
dr. Oldh Attila és Adém-Nagy Dorottya végezte.

RNS tisztitas, reverz transzKkripcio és kvantitativ, valos ideji polimeraz
lancreakcio (RT-qPCR)
A reverz transzkripcidhoz elére meghatarozott, egységes koncentraciora

higitottuk az RNS mintékat, majd a High Capacity cDNA Reverse Transcription Kit



with RNase Inhibitor-t alkalmazva, a gyartdi protokollnak megfeleléen a
mintdinkbol cDNS-t készitettlink.

Az mRNS-szintli expressziot valos idejli polimeraz lancreakcioval (RT-qPCR)
5> TagMan™ Gene Expression Assay-k és a TagMan™ Gene Expression Master
Mix hasznalataval a gyartoi protokollt kovetve vizsgaltuk, a detektalashoz Roche
LightCycler 480 System késziiléket hasznaltunk. Az egyes gének relativ
expresszidjat a ACT mddszert alkalmazva ezen haztartasi gének génexpresszidjanak
¢értékeire normalizalva vagy esetenként a AACT modszert kovetve, elobb a hdztartasi
gén, majd a kontrollcsoport relativ expresszidjara normalizalva, atlag+SD formaban

adtuk meg. Az RT-qPCR-hoz kapcsolédo kisérleteket Adam-Nagy Dorottya végezte.

Szelektiv géncsendesités kis interferalo RNS segitségével (siRNS transzfekcio)

Az S795 szebocitdk szelektiv géncsendesitését a gyartd protokolljat kovetve
szérummentes Opti-MEM® médiumban végeztiik Lipofectamine® RNA; MAX
transzfekcids reagens segitségével. A csendesités hatékonysdgat fehérjeszinten,
western blottal ellendriztiik. A szelektiv géncsendesitést Adim-Nagy Dorottya

végezte.

Western blot

A gélekre savonként azonos mennyiségli (20 pg) mintat vittiink fel, majd az
elektroforézist kovetéen a mintdkat nitrocellul6z membranokra transzferaltuk. A
membranokat blokkolast kovetden egy éjszakan at 4 °C-on TRPMS- vagy EGFR-
specifikus elsddleges antitesttel inkubaltuk. Masnap a membranokat mostuk, majd 1
oran keresztiil szobahdmérsékleten inkubaltuk a primer antitesttel kompatibilis
torma-peroxidazzal (HRP) konjugélt méasodlagos antitesttel. Az immunreaktiv sdvok
megjelenitéséhez kemilumineszcens SuperSignal™ West Pico PLUS, illetve
SuperSignal™ West Femto Maximum Sensitivity Substrate kitet hasznaltunk; az
eléhivas KODAK Gel Logic 1500 Imaging System késziilékben tortént Kodak MI
4.0.5 szoftver segitségével. Az siRNS transzfekcidkat kovetd western blotok soran
»loading” kontrollként a B-aktint hasznaltuk. Az egyik TRPMS5-specifikus antitest
specificitasat a gyartd altal ajanlott modon blokkold peptiddel is ellendriztiik.

Amikor sziikséges volt, az el6hivaskor rogzitett jelek szemikvantitativ



denzitometrias elemzését az Image) 1.51j8 szoftver segitségével végeztiik el. 4

western blotot Arany Jézsef és Adam-Nagy Dorottya végezte.

RNS szekvenalas

A globalis transzkriptom adatok gylijtéséhez az mRNS konyvtar készitése soran
csak olyan mintékat hasznaltunk fel, amelyek RNS integritasi szama (RIN értéke) >7
volt. Az RNS-Seq-elemzés nyers adatai az NCBI SRA adatbézisdban érhetdk el
(azonositok: PRINA1122410, illetve PRINA1037731). A fékomponens analizis,

valamint az utvonalelemzés a StrandNGS szoftver, valamint a CyfoScape v3.4 és a

ClueGo v2.3.5. alkalmazas segitségével tortént. Az RNS mintdkat Volascsekné dr.
Téth Kinga Fanni és Adam-Nagy Dorottya készitette eld. A szekvendldst és az adatok

kiértékelését dr. Poliska Szilard végezte.

A citokin-felszabadulas vizsgalata (ELISA)

A sejtekbdl torténd IL-6 ¢€s IL-8 (CXCLS) felszabadulas vizsgalatdhoz a
feliiluszokat a megfeleld kezelés elvégzése utan 3 €s 24 ora elteltével gyjtottik be,
a detektalast BD OptEIA Kit-ek segitségével végeztiik. A kisérleteket Adam-Nagy

Dorottya végezte.

Foszfokinaz array

A foszfokinaz array-hez a Proteome Profiler Human Phospho-Kinase Array
Kit-et hasznaltuk. A membranokat azonos mennyiségi fehérjével inkubaltuk. A
kapott szignalokat, melyek denzitasa ardnyos a foszforilacioval, szemikvantitativ
denzitometrids elemzés ald vetettik ImageJ 1.51j8 szoftverrel. Az egyes
membranokon 1év0 negativ referencia pontok atlag denzitdsat hattérintenzitasnak
tekintettiik, ezeket kivontuk a nyers értékekbdl, majd a kapott eredményeket a
kontrollra normalizaltuk és >1,3-szoros novekedést tekintettiik relevans valtozasnak.

A foszfokindz array-t Arany Jozsef és Adam-Nagy Dorottya végezte.

Az életképesség vizsgalata (MTT-assay)

A megfelel6 kezeléseket kovetden a sejtekrdl a feliiliszot eltavolitottuk, €s 0,5

crer

ra helyeztiik, és 2,5 oran keresztiil inkubaltuk, majd eltavolitottuk a feliiliszot, és
MTT szolubilizalé oldat hozzaadasaval, szobahomérsékleten torténd razatassal

feloldottuk a kristalyokat, €s a kapott homogén oldat abszorbanciajat 565 nm-en

10


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/sra/PRJNA1122410
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/bioproject/PRJNA1037731

FlexStation 3 késziilék segitségével mértiik le. 4 sejtek életképességének vizsgalatat

Nyitrai Tamara, Petd Orsolya és Adam-Nagy Dorottya végezte.

Az intracellularis lipidtartalom meghatarozasa (Nile Red jelolés)

A megfeleld kezeléseket kovetden a sejtekrdl a feliiliszot eltavolitottuk, és
minden wellbe 1 pg/ml Nile Red munkaoldatot mértiink. A 30 perces inkubaciot
kovetden (37 °C-on) a fluoreszcencia intenzitast FlexStation 3 késziilék segitségével
mértiik le. A neutrélis lipideket 485 nm-es excitdcios €s 565 nm-es emisszios
hullamhosszon, mig a polarosakat 540 nm-es exciticios €s 620 nm-es emisszios
hulldmhosszon detektaltuk. 4 Nile Red jelélést Nyitrai Tamara, Peté Orsolya és
Adém-Nagy Dorottya végezte.

A proliferacio vizsgalata (CyQUANT-assay)

A keratinocitakat a proliferaciéos CyQUANT assay-hez fekete fala, atlatszo alja
96-lyuku lemezekre szélesztettiik 20.000 sejt/well denzitdsban. Elvégeztik a
sziikséges kezeléseket, majd eltavolitottuk a feliiliszot a wellekbdl és -80 °C-ra
helyeztik a plateket legaldbb egy ¢éjszakdra, ezzel is eldsegitve a sejtek
permeabilizalasat. A gyartd protokolljat kovetve elvégeztik az assay-t, majd a
fluoreszcens jel intenzitdsat FlexStation 3 késziilékkel, 480 nm-es excitacios és 520
nm-es emisszios hulldmhosszt alkalmazva detektaltuk. 4 CyQUANT-assay-ket
Adam-Nagy Dorottya végezte.

Az intracellularis ionhomeosztazis vizsgalata
Fluoreszcens Ca’*-mérés (Fura-2 AM jelolés)

A sejteket 2 uM végkoncentracidju Fura-2 AM hozzaadasaval inkubaltuk 37
°C-on 30 percig. A fluoreszcens jelet 340 nm-es ¢és 380 nm-es gerjesztési
hullamhosszokon, valamint 510 nm-es detektalasi hullamhosszon mértiik. Annak
vizsgalatara, hogy a TRPMS modulacié kozvetve befolyasolja-e egy a szebocitdkon
is kifejez6d6, Ca?*-ra permedabilis TRP csatorna, a TRPV4-en keresztiil torténd Ca*-
bearamlast, a mérés utolso lépéseként egy TRPV4 agonistat (GSK1016790A) adtunk
a méréoldathoz. A Ca’*-jelek mérését Adam-Nagy Dorottya végezte.

Fluoreszcens Na*-mérés (SBFI AM jelilés)

A sejteket 10 uM SBFI AM-mel, egy Na'-érzékeny fluoreszcens festékkel

jeloltiik. A tenyészeteket a festékoldattal 37 °C-on 40 percig inkubaltuk. A
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fluoreszcens jelet 37 °C-on, 340 nm-es €s 380 nm-es gerjesztési hullamhosszokon,
valamint 500 nm-es detektaldsi hullamhosszon mértik. 4 Na*-homeosztazis

vizsgdlatat Adam-Nagy Dorottya végezte.

A HaCaT Kkeratinocitak elektromos impedanciajanak valos ideji mérése

A HaCaT sejtréteg elektromos impedancidjanak valds idejii nyomonkovetését
az xCELLigence rendszer segitségével végeztiik. A teljes konfluencia elérésekor a
tapoldatot differencialodast indukald, magas Ca®" tartalmii DMEM-ra cseréltiik,
mely vagy 14 uM FX-t vagy azonos térfogatu oldoszert (DMSO-t) tartalmazott. 4
sejtek elbkészitését Adam-Nagy Dorottya, a mérést dr. Varadi Judit végezte. A
kiértékelést dr. Olih Attila és Adam-Nagy Dorottya végezte.

Statisztikai analizis

Az adatok statisztikai elemzését és dbrazolasat GraphPad Prism 70.1.0 (316),
illetve 10.2.3 (403) szoftverrel végeztik. Ha sziikséges volt, a kiugrd értékek
azonositdsa ROUT teszttel (Q=1%) tortént. A minta méretétdl fiiggden az adatok
eloszlasat Anderson-Darling vagy Shapiro-Wilk teszttel vizsgéltuk. Adataink
Osszevetésére normal eloszlas esetén kétoldalu, pdrositatlan #-tesztet (paros
osszehasonlitasok) vagy egyutas ANOVA-t, majd Sidak-féle vagy Dunnett-féle post
hoc tesztet (tobbszords Osszehasonlitasok) végeztiink, nem normal eloszlas esetén
kétoldali Mann-Whitney tesztet (paros Osszehasonlitdsok) vagy Kruskal-Wallis-
tesztet, majd Dunn-féle post hoc tesztet (tobbszordés Osszehasonlitasok)
alkalmaztunk. A Ki-67 pozitivitas donoronkénti elemzéséhez Fisher-féle egzakt
tesztet hasznaltunk. Szignifikéns kiilonbségnek minden esetben a P<0,05 értékeket
tekintettiink. 4 statisztikai analizist és az dbrak elkészitését dr. Olah Attila és Adam-

Nagy Dorottya végezte.
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Eredmények

A TRPMS kifejezodése kétséges SZ95 szebocitakon

Kisérleteink kezdetén a prekonfluens, azaz aktivan proliferdld ¢és
posztkonfluens, azaz spontan differencialédott szebocitak segitségével meg akartunk
bizonyosodni a TRPMS faggyimirigysejteken valo jelenlétérdl. Bar két kiilonbozo
TRPMS5-specifikus TagMan-probat is alkalmaztunk, az ioncsatorna mRNS-szintli
expresszidjat minden esetben a detekcios kiiszob koriilinek vagy az alattinak talaltuk.

Az expresszids vizsgalatot fehérje szinten folytattuk western blot technikéval.
Az els6 kisérletsorozat sordn az antitest mellett egy specifikus blokkolo peptidet is
alkalmaztunk. Ez a kisérlet tobb, aspecifikusnak tind savot eredményezett, melyek
tobbsége eltint, amikor az antitestet a blokkold peptiddel egyiitt inkubaltuk. A
megfigyelhetd sdvok egyike sem a gyartd altal eldrejelzett molekulatomegnél
(nagyjabol 100, illetve 72 kDa-os magassadgban) jelent meg, azonban gyenge
jeloldédés volt 1athatd az UniProt adatbazis dltal megadott molekulatomeg (=132 kDa)
felett valamivel, ez utobbi sav viszont nem tiint el a blokkold peptid hatasara.

Mivel tobb, nagy valdszinliséggel nem specifikus savot figyeltiink meg, a
kovetkezokben egy masik TRPMS5-ellenes antitestet is kiprobaltunk. Ebben az
esetben a western blot specifikusabbnak latsz6 sdvokat eredményezett, azonban az
immunpozitivitds nem a gyartd altal prediktalt molekulatomegnél (=100 kDa),
hanem felette (=110 kDa magassagaban) jelentkezett. Ebben az esetben a sdvok
specificitasat — blokkolod peptid hidnyaban — siRNS transzfekcioval ellendriztiik,
TRPMS5-specifikus siRNS konstruktokkal transzfektaltuk a szebocitdkat, azonban a
konstruktok egyike sem volt hatékony a western blot savok relativ optikai
denzitasanak csokkentésében a scrambled (SCR) kontrollhoz viszonyitva.

Mivel az eddigi eredmények alapjan megkérddjelezhetd volt a jeldlések
specificitasa, az expresszios kisérleteink utolso 1épéseként megvizsgaltuk a TRPMS
funkcionalis aktivitasat is a szebocitdkon. Mivel a TRPMS ioncsatorna monovalens
kationokra permedbilis, igy a funkciondlis vizsgélat soran eldszor azt teszteltiik,
hogyan hatnak a TRPMS5 modulatorok a sejtek Na*-homeosztazisara, melyhez SBFI
AM-et, egy Na'-érzékeny fluoreszcens festéket hasznaltunk.

MTT-assay alapjan kivalasztottunk egy magas, de biztosan nem citotoxikus

koncentracidt, mely mindhdrom modulétor esetében 300 uM volt, és megvizsgaltuk
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a Na'-homeosztazisra gyakorolt hatasukat. Megallapitottuk, hogy sem az
aktivatorok, sem az antagonista nem okoztak mérhetd valtozast a szebocitak
intracellularis Na*-szintjében.

A viszonylag magas (millimolaris nagysagrendil) intracellularis Na*
koncentracié miatt az SBFI AM ¢és a hozza hasonl6 fluoreszcens festéken alapuld
modszerek nem eléggé érzékenyek ahhoz, hogy a kis mértékli valtozasokat is
megfelelden tiikrozzek, ezért a TRPMS funkcionalis kifejezddését kozvetett mddon
is ellendriztiik Fura-2 AM alapu fluoreszcens Ca®" méréssel.

A TRPMS5 énmagaban nem permeabilis a Ca?*-ra, de 37 °C-on megfigyelhetd
a csatorna spontan aktivitasa, mely egy depolarizald Na*-hattéraram kialakulasahoz
vezet, melyet a csatorna aktivatorai fokozhatnak, géatloszerei pedig csokkenthetnek.
A kozvetett funkciondlis vizsgalat soran igy azt figyeltik meg, hogy ezt a
hipotetikus, Na® altal dominalt hattéraramot a TRPMS5 modulalasa hogyan
befolyasolja, és ez milyen hatdssal van az intracellularis Ca®*-szint valtozasara.

Mivel a Ca*"-ot ateresztd6 TRPV4 csatorna magas szinten fejezédik ki és
funkciondlisan aktiv szebocitdkon, igy ebben a kisérletben ismét kezeltiik a sejteket
a TRPMS modulatorokkal (vagy térfogatazonos olddszerrel), ezt kovetden pedig egy
ultrapotens, szelektiv TRPV4 agonistat (GSK1016790A; 50 nM) adtunk hozza a
rendszerhez. A Fura-2 AM-mel végzett kisérlet soran azt lattuk, hogy egyik TRPMS5-
modulator sem befolyasolta a specifikus TRPV4-agonista GSK1016790A altal
kivaltott Ca?*-bearamlast, mely eredmény 6sszhangban van az intracellularis Na*-
szint mérések esetén észleltekkel.

A funkcionalitast célzé ionméréses vizsgalatok, az RT-qPCR, a western blot és
az siRNS medialt transzfekcid egyiittesen azt igazoljak, hogy a szOrtiiszokkel
ellentétben a humén szebocitdk nem fejeznek ki funkcionalisan aktiv TRPMS5-6t,
illetve ha expresszaljak is, a vizsgalt modulatorok nem képesek mérhetd mértékben

befolyasolni a csatorna mitkodését.

A TRPMS antagonista TPPO fokozza a human szebocitak lipogenezisét és
befolyasolja a sejtek immunfenotipusat

Eddigi adataink alapjan megéallapithato, hogy a TRPMS5 funkcionalis
expresszidja a human szebocitdkon valosziniitlen, igy a szOrtliszOkon kifejez6do

csatorna modulalasa valdoban szelektiv TRPMS5-modulatorokkal nem okozhat
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faggyumirigyekhez kothetd mellékhatasokat. Ugyanakkor mindig eléfordulhat, hogy
az eredetileg egy adott célpontra specifikusnak gondolt szerrél késobb kideriil, hogy
nem szelektiv; ezért le akartuk ellendrizni, hogy azok a TRPMS5-modulatorok,
amelyekrdl kimutattak, hogy befolyésoljak a hajciklust, hatdssal vannak-e a huméan
szebocitakra.

Ennek megfeleléen a kovetkezd célunk az volt, hogy feltarjuk a TRPMS
antagonista TPPO ¢és egy valasztott aktivator hatdsait. Mivel a szOrtiiszok
vizsgalatanal az anagén fazis meghosszabbitasdban az aktivatorok kozil a DMP
hatékonyabbnak bizonyult, mint a Hept, igy tovabbi kisérleteinkben a TPPO mellett
— tobbnyire - a DMP haszndlata mellett dontottiink.

Els6 Iépésként megerdsitettilk az MTT-assay soran latott viabilitasi adatainkat
Nile Red jelolés segitségével is, melyhez a polaros, azaz membranlipidekbdl
szarmazo fluoreszcencia intenzitdst hasznaltuk, mivel az igy kapott jel ardnyos a
sejtszammal. A 24 és 48 oras Nile Red mérés kimutatta, hogy 300 uM-ig a TPPO ¢és
a DMP csak elhanyagolhaté mértékben befolyasoltik a sejtszammal korrelalo poléris
lipidek szintjét, de 1000 pM-os koncentracidban a TPPO jelentdsen csokkentette azt.
fgy kijelenthetd, hogy mind a TPPO, mind a DMP biztonsaggal, a citotoxicitas
veszélye nélkiil alkalmazhatd 300 pM-os koncentracioig.

A modulatorok faggyulipidekre gyakorolt hatdsanak kimutatdsdhoz ismét a
Nile Red-jelolést hasznaltuk, de ezattal a neutrdlis lipidek szintjét vizsgaltuk.
Megallapitottuk, hogy a DMP nem befolyasolta, mig a TPPO 24 és 48 oras kezelések
soran jelentdsen és koncentracioéfiiggd modon novelte a szebocitak lipidszintézisét.
Ezt egyik TRPMS-aktivator sem tudta kivédeni, ami (kordbbi expresszids
adatainkkal 0sszhangban) ismét arra utal, hogy a hatds TRPMS5-fiiggetlen modon
alakult ki.

A kovetkezd kérdés, amelyre a TPPO hataséaval kapcsolatban a valaszt kerestiik
az volt, hogy hatékony lipogén koncentracioja hogyan befolyasolja a szebocitak
immunfenotipusat. A valaszt 3 és 24 6rds TPPO-kezelést kovetden elvégzett RT-
gPCR ¢s ELISA kisérleteink adtdk meg. A TPPO gyulladasos citokinek
expressziojara gyakorolt hatdsdnak vizsgilata sordn azt tapasztaltuk, hogy
szignifikdns mértékben novelni tudta az IL-6 mRNS-szintl kifejezddését, az [L-1a

¢és IL-1B kifejez6dését differencialtan befolyasolta, az IL-8 esetében pedig nem
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okozott szignifikans eltérést. Ezzel parhuzamosan az RT-qPCR soran tesztelt
tenyészetek feliilisz6jabol megvizsgaltuk a TPPO citokin-felszabadulasra gyakorolt
hatéasat is. Azt tapasztaltuk, hogy a TPPO nem befolyasolta szignifikans mértékben
az IL-6 (3 és 24 ora), illetve az IL-8 (3 ¢ra) felszabadulasat, viszont a 24 oOras

kezelések soran jelentdsen csokkentette az IL-8-szintet.

Az Akt és az EGFR aktivalasa részt vesz a TPPO lipogén hatasanak
kozvetitésében

A TPPO hatasainak a kozvetitésében résztvevo jelatviteli utak azonositdsara
foszfokinadz array-t alkalmaztunk, mely lehetévé teszi, hogy egyidejileg tobb
relevans jelatviteli utat is vizsgalni tudjunk.

A kisérlet soran 10, 30 és 60 perces kezelést kovetéen a TPPO 300 uM-os
jelatviteli molekula foszforilaciojat is idéfiiggd mdédon novelték, igy egyebek mellett
fokozodott az Akt, a p38a mitogén-aktivalt protein kindz (MAPK), epidermalis
novekedési faktor receptor (EGFR) és a p38a MAPK down-stream molekuldjaként
1s funkcionéld hésokk protein (HSP)-27 foszforilacioja is.

A fenti utvonalak gatlasdra GSK690693-at (Akt), tyrphostin AG 1478-at
(EGFR), neflamapimodot (Nefl; p38a MAPK), valamint J2-t (HSP27) hasznéltunk.
Ezen gatldszerek alkalmazasaval kimutattuk, hogy az Akt, az EGFR ¢és a p38a
MAPK gitlasa jelentdsen csokkenti a TPPO altal kivaltott lipogenezist (Nile Red
jeldlés). A polaros lipidek szintjének ellendrzésekor bizonyitast nyert, hogy az Akt-
inhibitor GSK690693 ¢és az EGFR-antagonista tyrphostin AG nem befolyésolta a
sejtszammal aranyos poldros lipidek szintjét, tehat az Akt és az EGFR gatlasa nagy
valoszinliséggel valoban az egyedi sejtek TPPO-indukalta faggytlipid-termelését
gatolta. Ezzel szemben a p38a MAPK-gatlo Nefl szignifikdnsan ¢és
koncentraciofliggd modon csokkentette a polaros lipidekbdl szarmazé fluoreszcens
jelet, ami arra utalt, hogy a liposztatikus hatds nagy valosziniiséggel csak latszolagos
volt, és valgjdban a sejtszdm csdkkenése okozta. Ezzel 6sszhangban, amikor a p38a
MAPK down-stream effektoraként (is) funkcionalo HSP27-et gatoltuk, a TPPO
lipogén hatasanak mérséklédése mellett a polaris lipidek szintjének jelentds,

koncentraciofiiggd csokkentését figyeltiik meg.
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Kisérleteink kovetkezd lépéseként az EGFR szerepét siRNS-transzfekcid
segitségével is megvizsgaltuk. Az eldzetes kisérletek alapjan kivalasztott siRNS
konstrukt a transzfekcid utdni 4. napon szignifikansan csokkentette az EGFR
expresszidjat, a géncsendesités pedig (az EGFR antagonistaval nyert eredményekkel

0sszhangban) Iényegében teljesen kivédte a TPPO lipogén hatasat.

A TPPO altal indukalt IL-6 up-regulacio fiiggetlen a lipogén Akt-jelatviteltol,
és valosziniileg az EGFR és a p38a MAPK utvonalak kozvetitik

Az inhibitorok leghatasosabb liposztatikus koncentracidinak (Nefl: 1 pM,
GSK690693: 10 uM, tyrphostin AG: 10 uM) segitségével megvizsgaltuk a mar
emlitett jelatviteli utvonalak szerepét a TPPO indukalta IL-6 up-regulacidban is.
Megallapitottuk, hogy a Nefl, illetve tyrphostin AG alkalmazasa szignifikdns
mértékben képes volt csokkenteni a TPPO 4altal kivaltott IL-6 up-regulaciot, mig az
Akt-gatldo GSK690693 nem befolyésolta azt. Eredményeink az jelentik, hogy a
TPPO-indukalt IL-6 up-regulacid valosziniileg fliggetlen a lipogén Akt-jelatviteltdl,
¢s inkabb az EGFR ¢és a p38a MAPK aktivacidjanak eredményeként alakulhat ki.

Az RNS-Seq elemzés eredményei arra utalnak, hogy a TPPO jelentosen
befolyasolja a human szebocitak immunfenotipusat, és hatassal van szamos
potencialisan ,,akne-relevans” célgén kifejezédésére

Hogy mélyebb betekintést kapjunk a TPPO hatdsdnak mechanizmusaba, az
SZ95 szebocitakat 24 orés kezelésnek vetettiik ald: a sejteket 300 uM TPPO-val vagy
kontrollként olddszerrel kezeltiik, majd a begy(ijtott mintdkat RNS szekvendlassal
elemeztiik. Fontos kiemelni, hogy az RT-qPCR eredményeinkkel 6sszhangban, mely
soran sem a pre-, sem a posztkonfluens szebocitdkban nem volt detektalhatd a
csatorna mRNS-szintli expresszidja, a szekvenalas sordn sem jelent meg a vizsgalt
mintdkban TRPMS5-specifikus szekvencia, ami ismét amellett szol, hogy a human
faggyumirigysejtek valdban nem expresszaljak a csatornat.

A szekvenalast koveto ,,GO:molekularis funkcidé” utvonal adatbazisanak
hasznalatdval, a szignifikansan (>1,5-szeres valtozas [,,fold-change”], P<0,05) up-,
illetve down-regulalodd gének felhasznalasaval végezett elemzés kimutatta, hogy a

TPPO-kezelés szamos ,,szebocita-relevans” Utvonalat 1s modulalt, tobbek kozott a
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»CXCR kemokin receptor kotodeés™-t, az ,acilglicerin-O-aciltranszferaz aktivitas™-t,
¢s az ,,inzulinszerti novekedési faktor kotodes”-t.

Mivel az inzulinszerti névekedési faktor-1 receptor (IGF-1R) a faggyumirigyek
lipogenezisének egyik ismert pozitiv reguldtora és a szebocitdk Akt
szignalizacidjanak egyik lehetséges up-stream szabdlyozoja, a fenti elemzés
ismeretében felmeriilt annak a lehetdsége, hogy a TPPO kozvetleniil vagy kozvetve
aktivalhatja az IGF-1R-t, és ez lehet felelds a lipogén hatés kialakulasaért. A kérdés
eldontésére Nile Red jelolést alkalmaztunk. Eredményeink alapjan az IGF-1R
antagonista AG1024 nem befolyasolta a TPPO éltal fokozott faggyulipid-termelést,
ami azt jelzi, hogy az IGF-1R valoszintileg nem célpontja a TPPO-nak.

A fentieken tll, az analizis szdmos olyan fontos célgént is azonositott, melyekre
a TPPO szignifikdns (>1,5-szeres valtozas [,,fold-change”], P<0,05) hatéssal volt.
tobbek kozott a koloniastimulald faktor 2 (CSF2, més néven granulocita-makrofag
koléniastimulélo faktor [GM-CSF]), C-X-C motivumu kemokin ligand 1 (CXCL-1,
mas néven GRO-a), CXCL2, CXCL6, IL-32, NFKB inhibitor a (NFKBIA),
tumornekrozis faktor szupercsalad 15-6s tag (TNFSF15), matrix metalloproteinaz 9
(MMP9), illetve az ATP-koto kazetta A alcsalad 1-es tag (ABCAT1), mig novelte a
diacilglicerin O-aciltranszferaz 2 (DGAT?2) expressziojat.

Mivel az ABCA 17" egereknél nagyobb faggytmirigyeket és a bérben magasabb
szabad koleszterinszintet mutattak ki, illetve a DGAT2-r6l ismert, hogy a triglicerid
szintézis egyik kulcsenzime, igy a kdvetkezokben 24 oras kezeléseket kovetden azt
vizsgéltuk, hogy az Akt-, a p38a MAPK-, illetve az EGFR-utvonal aktivalasdnak

Eredményeink azt mutatjak, hogy a TPPO valoban képes volt a DGAT2
expressziojat fokozni az ABCAT expressziojat pedig csokkenteni 24 6ras kezelést
kovetben. A 300 uM TPPO ABCAIl-ra kifejtett hatdsat egyik gatloszer sem
befolyasolta. Ezzel szemben a DGAT2 up-reguléciojat az Akt-inhibitor GSK690693
(10 uM) kiveédte, mig a p38a MAPK (Nefl; 1 uM) és az EGFR (tyrphostin AG; 10
uM) gétldsa nem befolyésolta.

Eredményeink alapjan tehat a TPPO dltal indukalt lipogenezis nagy
valoszinliséggel a DGAT2 Akt-fiiggd up-regulécidja és az EGFR-aktivacidja
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kovetkeztében alakul ki, amihez hozzajarulhat az ABCA1 (Akt-, p38 MAPK- és
EGFR-fiiggetlen) down-regulacidja is.
A FX gyulladascsokkento koncentracidja gatolja az epidermalis keratinocitak

A proliferacios vizsgalatokhoz eldszor CyQUANT-assay-t alkalmaztunk, mely
soran a hagyomanyos ,,2D” keratinocita kultarakat oldészerrel, illetve 14 uM FX-nel
kezeltiik. A HaCaT human immortalizalt keratinocitak esetében lathato volt, hogy a
reprodukdlhatd volt primer sejtek esetében is: az antiproliferativ hatast NHEK
tenyészetek esetében 48 és 72 oras kezelést kovetden is megfigyeltiik.

Kovetkezd 1épésként a HaCaT és NHEK esetében latott antiproliferativ hatast
egy ,.in vivo-szeriibb” modellrendszerben (3D rekonstrualt human epidermisz-
ekvivalens) is ellendriztiik. Tenyészeteinket 48 6ras FX kezelésnek (14 uM) vetettiik
ald. A mintafeldolgozast kovetden elsdként Ki-67 immunjeldlést alkalmaztunk,
hiszen, mint ismert, a Ki-67 nuklearis megjelenése a sejtproliferacio jellemzo,
sz¢éleskorben alkalmazott, megbizhaté markere.

Azt tapasztaltuk, hogy a FX egyértelmiien csokkentette a Ki-67+ (proliferalo)
sejtek aranyat, a hatas azonban (a Ki-67+ sejtmagok aranyanak kontrollcsoportban
tapasztalhato erds donorfiiggése miatt) nem volt statisztikailag szignifikans
(P=0,0554). A fenti donorfiiggés kikiiszobolésére a vizsgalatainkat az egyes donorok
szintjén végzett a Fisher-féle egzakt teszt segitségével folytattuk. Az elemzés
kimutatta, hogy a FX hatdsa a proliferald (Ki-67+) és a nem proliferalo (Ki-67-)
sejtek szdmara mindharom donor esetében szignifikans volt (P=0,0016, P<0,0001 és
P=0,0001), igy eredményeink arra utalnak, hogy a FX hatékony gyulladasgatld

koncentracidja (vélhetdleg a pro-proliferativ PI3K utvonal indirekt gétlasa révén)

crer

A FX gyulladascsokkento koncentracidja nem befolyasolja jelentésen a human
epidermalis keratinocitak differencialodasat és barrierformalo képességét

A proliferacids vizsgalatokat kovetden azt is megvizsgaltuk, hogy a FX
gyulladascsokkentd koncentracidja (14 uM) miként befolyasolja az epidermalis

keratinociték differencidcigjat €s ezen keresztiil a barrierformalo képességiiket.
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A 3D modell ismételt felhasznalasaval el6szor az epidermalis sejtrétegek
vastagsaganak alakuléasat vizsgaltuk FX kezelést kovetden hematoxilin-eozin (HE)
festés segitségével. Az metszetekrdl késziilt felvételek felhasznaldsaval képanalizist
végeztiink. A hisztomorfometriai elemzés azt mutatta, hogy a FX kezelés nem
okozott szignifikdns valtozast az epidermisz rétegeinek vastagsagaban.

Hogy mélyebb betekintést nyerjiink a FX hatasaiba, RNS szekvenalast
végeztiink prekonfluens, azaz aktivan proliferald, valamint differencidlod6 HaCaT
keratinocitdkon, amelyeket a posztkonfluens allapot elérése utan magas Ca?*-
tartalmt tapoldatban 24 6ran keresztiil olddszer, illetve FX (14 uM) kezelésnek
vetettiink ald. Amint azt a flkomponens-elemzés kimutatta, a FX-nek nem volt
valtozasaira, mivel az olddszerrel és a FX-nel kezelt csoportok a mintadk kozotti
Osszes kiilonbség 85,7%-aért felelds 1. fOkomponens alapjan Iényegében nem
kiilonboztek egymastol.

A fentiekkel 6sszhangban megallapitottuk azt is, hogy viszonylag alacsony volt
azoknak a géneknek a szdma, amelyeket a FX szignifikdnsan (>2-szeres valtozas
[,,fold-change™], P<0,05) up- (46 gén) vagy down-regulalt (38 gén). Ezzel egyiitt az
elvégzett itvonalelemzés a FX altal jelentdsen szabélyozott utvonalként azonositotta
a ,,mitotikus sejtciklus folyamat”-ot , megerdsitve azt a megfigyelést, hogy a FX
potens gyulladasgatld koncentracidja hosszabb tavi kezelések soran a
keratinocitdkat egy kevésbé proliferativ fenotipus iranydba hangolhatja.
Osszességében tehat adataink amellett szoltak, hogy a FX gyulladascsdkkentd és
lehetséges viszketéscsillapitd hatasa hosszabb (48-72 6ras) idéskalan antiproliferativ
aktivitassal jarhat egytitt.

A kovetkezOkben arra voltunk kivéancsiak, hogy a FX miként befolyasolja a
keratinocitdk differenciacigjat, ezért primer Kkeratinocitdk felhasznéldsaval
megvizsgaltuk két, a kisérletes borgyogyaszati kutatasokban széles korben hasznalt
korai differencidcios marker, a K1 és a K10 expresszojanak valtozasait. Harom
NHEK donorbdl prekonfluens (proliferald) és posztkonfluens tenyészeteket
készitettiink, amelyeket a megfeleld konfluencia elérésekor a differenciacio
eldsegitse érdekében magas Ca’*-tartalmu oldatban kezeltiink olddszerrel, illetve 14

UM FX-nel 24 o6ran keresztiil. Az mRNS-szintli vizsgélatbol lathato, hogy a
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differencialtatott kontrollhoz viszonyitva a FX kezelés nem csokkentette a K1 ¢€s a
Annak érdekében, hogy az RT-qPCR soran latottakat fehérje szinten is
megvizsgaljuk, a mar korabban is alkalmazott 3D modellen szemikvantitativ
immunhisztomorfometriaval meghataroztuk a K1 ¢és a K10 expressziojat. A
szOvettani metszeteket vizsgalva azt tapasztaltuk, hogy a 48 6ras FX-kezelés nem
valtoztatta meg jelentdsen egyik keratin kifejez6dését sem. Ez az eredmény
(0sszhangban az eddig bemutatottakkal) azt erdsiti meg, hogy a FX a hatasos
jelentdsen az epidermalis differencialodast.
Az epidermalis differencialddast és ezzel a fizikokémiai barrier kiépiilését a
K1 és a K10 mellett szamos egyéb markerrel is nyomon lehet kovetni. Ezen markerek
koz¢é tartozik az OCLN is, amely a stratum corneum alatt, a stratum granulosumban
jarul hozz4 a tight junction barrier kialakitdsahoz. Az OCLN kifejez6dését vizsgalva
megallapitottuk, hogy a FX nem csokkentette a molekula differenciacio-indukalta
Kisérleteink zardsaként a barrier funkcionalis vizsgélatat végeztiikk el két
modellrendszerben. Elséként az elektromos impedancia valos idejii monitorozasaval
figyeltik meg a FX hatdsat a HaCaT keratinocitak barrierformald képességére. Az
adatok elemzése soran kidertilt, hogy a FX-kezelés nem valtoztatta meg a megnovelt
Ca’*-szint 4ltal kivaltott, a differencidcioval Osszefliggd jelemelkedést. Az
epidermadlis barrier integritidsanak ellendrzésére LY assay-t is alkalmaztunk. A
topikalisan alkalmazott LY egyetlen donor esetén sem terjedt be a stratum corneum
ala a kezelések hatdsara, ami arra utal, hogy az epidermisz szerkezete a FX-
expoziciot kovetéen 1is megtartott maradt. Adataink alapjan tehat arra
kovetkeztethetiink, hogy a FX hatékony gyulladdscsokkentd koncentracioja
valosziniileg nem befolydsolja érdemben a human epidermalis keratinocitdk
differencialodéasat és barrierformald képességét, viszont gyulladascsokkentd és
lehetseéges viszketéscsillapitd hatdsa hosszabb 1ddskaldn antiproliferativ hatdssal

jéarhat egyfitt.
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Megbeszélés

A bor Osszetett védelmi vonalként mukodik, megdévva a szervezetet a
kiilonbo6z06 kiilsé hatasoktol, artalmaktol, illetve a korokozd mikroorganizmusoktol.
Ezt a védelmet fizikai-kémiai, mikrobiologiai ¢és immunolédgiai barrierek
segitségével, illetve ezen barrierkomponensek szoros egytittmikodésével biztositja.
A bor barrier ép szerkezete és megfeleld miikddése elengedhetetlen, mivel sériilése
miikdodésének zavara — hozz4ajarulhat olyan komplex patomechanizmusu betegségek
kialakuldsahoz, mint az atopias dermatitisz vagy a pikkelysomor.

A TRP ioncsatorna szupercsalad tagjai a bdr szamos sejttipusdban
kifejezédnek, ahol Osszetett szabdlyoz6 funkciot latnak el. Nem jelentenek kivételt
ezalol a faggyumirigy sejtjei sem. Az elmult években szamos TRP csatornardl dertilt
ki, hogy kifejezédik a human szebocitakon, ezek koziil a féleg Ca**-ra permeabilis
TRPV1, TRPV3 ¢és TRPV4 negativ szabalyozoi a faggyamirigyek lipogenezisének,
a TRPV3 pedig emellett jelentds pro-inflammatorikus hatassal is bir.

Egy a kézelmultban megjelent publikicioban leirtdk, hogy a TRP csalad egy
masik tagja, a TRPMS is jelen lehet a human faggyumirigyeken. A TRPMS5 egy Ca®*-
aktivalt, de monovalens kationokra permeabilis csatorna, mely az emlitett kozlemény
alapjan a hajciklus hatékony pro-anagén szabalyozdja, igy igéretes terapias célpont
lehet kiilonboz6 szérnovekedési rendellenességekben. Anatdmiai
elhelyezkedésiikbdl addddan a szortiisz6k TRPMS csatorndjat célzo kezelések
mellékhatasok kialakulasdhoz vezethet, igy célunk az volt, hogy megvizsgaljuk a
TRPMS expressziojat €s a csatorna moduldlasnak hatdsat a human szebocitdk
esetében. Jelen értekezés elsd fele az erre irdnyuld kisérleteket foglalja Gssze.

Kisérleteink sordn az SZ95 huméan immortalizalt sejtvonalat hasznaltuk, mely
a faggyumirigysejtek egyik legjobb in vitro modellrendszere, a TRPMS
modulalasara pedig az antagonista TPPO-t és két aktivatort, a Hept-t és a DMP-t
alkalmaztuk. Els6 1épésként tobb komplementer kisérletes megkozelitést alkalmazva
kimutattuk, hogy a TRPMS5 valésziniileg nem expresszalodik funkciondlisan aktiv

formaban a human szebocitakon.
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Valo6ban; bar két kiilonb6z6 TRPMS5-specifikus TagMan assay-t is teszteltiink,
a csatorna mRNS-szintli kifejezddését nem tudtuk meggy6zden kimutatni, és ezzel
Osszhangban a késobb elvégzett RNS szekvendlas soran sem sikeriilt TRPMS-
specifikus  szekvenciat  detektdlnunk a  mintdkban  (PRINA1037731).

Hasonloképpen, bar a western blotok sordn két kiilonbozé TRPMS-specifikus

antitestet is kiprobaltunk, egyik sem eredményezett specifikus savokat a gyartok altal
jelzett, valamint az UniProt adatbdzisban megadott molekulatomegnél; rdadasul a
TRPMS siRNS transzfekcidval medidlt géncsendesitése sem valtoztatta meg
szignifikansan a feltételezett TRPMS-specifikus savok optikai denzitasat, és
funkciondlis méréseink alapjan a TRPMS-moduldtorok nem befolyasoltdk a
szebocitak Na'-, illetve Ca?"-homeosztazisat.

Bar a fentebb bemutatott eredményeink alapjan a csatorna valdsziniileg nincs
jelen funkciondlisan aktiv forméban a human szebocitdkon, ugy dontottiink, hogy
folytatjuk kisérleteinket, ¢s megvizsgaljuk, hogy a TRPMS5-szelektivnek gondolt
modulatorok kivaltanak-e TRPMS5-fiiggetlen, nem-specifikus hatdsokat ezeken
sejteken. Mivel a sz0rtiiszOk vizsgdlatandl az anagén fazis meghosszabbitdsdban a
DMP feliilmulta a Hept hatékonysagat, igy tovabbi kisérleteinkben az antagonista
TPPO mellett a TRPMS5-aktivatorok koziil a DMP-t részesitettiik elonyben.

Munkankat a szebocitdk egyik legmeghatirozoébb jellemzdjének, a
lipidtermelésnek a vizsgalataval folytattuk. A Nile Red jelolés sordn a sejtszammal
korreldld poléaros lipidek fluoreszcens jele megerdsitette az MTT-assay sordn is
latottakat: a vizsgalt modulatorok 300 uM-ig teljes biztonsaggal alkalmazhatdak a
citotoxicitas veszélye nélkiil. A neutrélis (faggyu-) lipidek detektalasa soran pedig
adataink azt mutattdk, hogy a DMP 1000 uM koncentracidig nem volt hatassal a
lipogenezisre, mig a TPPO nem citotoxikus koncentracioi dozisfiiggden fokoztak a
sejtek lipidtermelését a 24 és 48 oOras kezelések soran; rdadasul sem a DMP, sem a
Hept (mindkettd 100 uM-os koncentracioban alkalmazva) nem tudta csokkenteni ezt
a hatést, megerdsitve, hogy valoban TRPMS5-fiiggetlen médon alakult ki.

A TPPO hatékony lipogén koncentracioja (300 uM) differencialtan
befolyasolta a szebocitdk citokinprofiljat: a 3 és 24 o6ras kezelést koveté RT-qPCR-
ok soran 1dofiiggd hatast lattunk az IL-1a és az IL-1B expresszidja esetében, mig a

TPPO az IL-6 kifejez6dését up-regulalta, az IL-8-ét pedig nem befolyasolta
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szignifikdns mértékben. Erdekes modon az IL-6 felszabadulasban is megmutatkozott
az expressziondl latott tendencia, de ebben az esetben a kiilonbség nem volt
statisztikailag szignifikans, az IL-8 felszabadulasat pedig a 24 oras TPPO kezelés
szignifikdnsan csOkkentette. Ezen adatok 0sszességében arra utalnak, hogy a TPPO
hatdsa az immunfenotipusra komplex formaban mutatkozik meg, melyet
kiegészitenek az RNS szekvendlds soran nyert adataink. A TPPO lipogén
koncentracidja ugyanis jelentdsen csokkentette tobb relevans gyulladasos molekula
expresszidjat, tobbek kozott a CSF2 (GM-CSF), CXCL-1 (GRO-a), CXCL2,
CXCL6, IL-32, NFKBIA, TNFSF15 ¢és MMP9 kifejezodését. Mivel ezen hatasok
tobbsége (valamint az IL-8 felszabadulds csokkenése) Osszességében inkdbb
gyulladdscsokkentdonek tlinik, adataink felvetik annak Ilehetdségét, hogy a
faggyutermelés mérsékelt emelése €s domindnsan gyulladdscsokkentd hatasa révén
a TPPO (vagy még inkabb a TPPO biztonsagos funkcionalis analdgjai) jotékony
hatast fejthetnek ki a gyulladéssal és borszarazsaggal kisért korképekben.

A tovabbiakban a célunk az eddig latott hatdsok mechanizmuséanak felderitésre
volt, melyhez elséként foszfokinaz array-t alkalmaztunk, ahol a TPPO korabban is
kezeléseket (10, 30 és 60 perc) kdvetden. Az array kiértékelése soran azt figyeltiik
meg, hogy a TPPO idéfiiggd modon volt képes modulalni szamos relevans jelatviteli
molekula, pl. az Akt, az EGFR ¢és a p38a MAPK, valamint a p38a MAPK down-
stream effektoraként is mitkodé HSP27 foszforilaltsagat.

A foszfokinaz array alapjan kivalasztott szelektiv farmakologiai inhibitorokkal
kimutattuk, hogy a TPPO lipogén hatésa valdszintileg az Akt és az EGFR ttvonalak
aktivalasahoz kapcsolhato, hiszen gatloszereik, a GSK690693 ¢és a tyrphostin AG,
képesek volt csokkenteni a TPPO altal indukalt faggyulipid-termelést. Erdekes
modon a p38a MAPK- és a HSP27-inhibitorok (a Nefl és a J2) szintén csokkentették
a faggyulipidek szintjét, azonban liposztatikus hatdsuk hatterében valdszinlileg nem
az egyedi sejtek lipidtermelésének mérséklddése, hanem a sejtek szamdénak
csOkkenése allt. Ezzel szemben az Akt ¢s az EGFR farmakologiai blokkolasakor
tisztan liposztatikus hatast figyeltiink meg. Az EGFR részvételét siRNS-transzfekcio

altal medialt szelektiv géncsendesités segitségével is megerdsitettiik.
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Ezt kovetden megvizsgaltuk, hogy a fenti szignalizacios utvonalaknak milyen
szerepe van a TPPO altal indukalt IL-6 up-regulacioban. Azt talaltuk, hogy az Akt
valosziniileg nem vesz részt a folyamatban, viszont a p38a MAPK ¢s az EGFR
jelatvitelnek szerepe van benne, ugyanis gatldszereik (a Nefl és a tyrphostin AG)
visszaforditottak a citokin expresszidjanak TPPO-indukalt fokozodasat.

Annak érdekében, hogy mélyebb betekintést kapjunk a TPPO bioldgiai
hat4saiba, RNS szekvenaldst végeztilk, mely soran Osszevetettik a 24 6ran at
oldoszerrel, illetve 300 uM TPPO-val kezelt humén szebocitdk transzkriptomjat. Az
analizis feltarta, hogy tobb relevans jelatviteli Utvonalra (pl. ,,inzulinszeri novekedési
faktor kétodes™) 1s jelentOs hatdssal volt a TPPO-kezelés. Mivel az IGF-1-rdl ismert,
hogy az Akt jelatvitel szabalyozasan keresztiil serkenti a szebocitdk faggyulipid-
termelését, igy felmeriilt annak a lehetésége is, hogy a TPPO kozvetleniil vagy
kozvetve aktivalhatja az IGF-1R-t. A kérdés eldontésére egy ujabb Nile Red-jelolést
alkalmaztunk, és kimutattuk, hogy az IGF-1R valészinlileg nem célpontja a TPPO-
nak, az IGF-1R antagonista AG1024 ugyanis nem befolyasolta a TPPO lipogén
hatasat.

Az RNS szekvendlds soran a mar emlitetteken til két olyan lehetséges
szabalyoz6 molekulat is azonositottunk, melyek szerepet jatszhattak a TPPO lipogén
hatdsanak kialakitdsaban, a TPPO ugyanis jelentdsen down-regulalta az ABCA1-et,
¢és up-regulalta a DGAT2-t. Mivel a szakirodalmi adatok alapjan ezek igéretes
célmolekulaknak tiintek — az ABCA17~ egereknél nagyobb faggyumirigyeket és a
borben magasabb szabadkoleszterin-szintet mutattak ki, mig a DGAT2-rél ismert,
hogy a triglicerid szintézis egyik kulcsenzime — igy a kovetkezdkben azt a kérdést
tettilk fel, hogy az Akt, a p38a MAPK vagy az EGFR-Utvonalnak az aktivalasa
szerepet jatszik-e az ABCAIl le-, illetve a DGAT2 felszabalyozasaban.
befolyasolta a fenti Gtvonalak gatlasa, mivel egyik inhibitor sem ellensulyozta a
TPPO hatédsat, mig a DGAT2 up-regulécioja kifejezetten az Akt-aktivitashoz
kapcsolhato, hiszen a GSK690693 képes volt a TPPO-indukalt expressziofokozodast
visszaforditani. Mindez azt is jelenti, hogy — bar az EGFR szignalizacio elméletileg

mind az Akt, mind a p38a MAPK utvonalak aktivalasaban szerepet jatszhat —
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esetiinkben az Akt utvonal aktivaléddsa nagy valdsziniiséggel az EGFR-t6l
fliggetleniil tortént.

Adataink tehat amellett szdélnak, hogy a wvaldéban specifikus TRPMS
modulatorok hasznélata valdsziniileg kozvetlen modon nem eredményez majd a
faggyumirigyekkel kapcsolatos mellékhatasokat, de a TPPO a TRPMS-t41 fliggetlen
modon kedvezden befolyasolhatja a faggytimirigyek bioldgiai folyamatait. Adataink
alapjan felvetik a TPPO (vagy még inkabb a biztonsdgos funkcionalis TPPO
analogok) alkalmazéisanak lehet0ségét a gyulladassal és boOrszarazsaggal kisért
korképek kezelésében.

Az értekezés masodik felében egy leginkabb antidepresszansként ismert szer, a
hatasait vizsgaltuk. Munkacsoportunk a kézelmultban kimutatta, hogy a FX 14 pM-
os koncentracioban alkalmazva erds gyulladascsokkentd hatést fejtett ki tenyésztett
humén epidermalis keratinocitdkon, és a PI3K utvonal kozvetett gatldsan keresztiil
csOkkentette a viszketésmediator endotelinek TLR3 aktivator p(I:C) altal indukalt

felszabaduldsat 1s. A  PI3K-szignalizdcid6 az epidermalis keratinocitdk

crer

crcr

Mivel a keratinocitadk proliferacios-differenciacios egyensulyat érintd hatasok
karosithatjdk az epidermdlis barriert ¢és ezzel kiilonféle mellékhatasok
megjelenéséhez vezethetnek, jelen kisérletsorozatban azt kivantuk feltarni, hogy a
FX hatékony gyulladdscsokkentd koncentracidja (14 pM) miként befolyasolja a
(48 €s 72 oras) kezelések soran.

Els6é 1épésként CyQUANT proliferacios assay segitségével megvizsgaltuk,
hogy a 14 pM-ban alkalmazott FX miként befolyasolja a HaCaT keratinocitdk
sejtszamat. Azt tapasztaltuk, hogy 48 6ras kezelést kovetden a farmakon csokkentette
felhasznalasaval is.

A latottak klinikai relevancidjanak megerdsitésére 3D epidermisz-ekvivalens
kultarakat 48 6ras FX kezelésnek vetettiink ald, majd a mintafeldolgozast kovetden

Ki-67 jelolést alkalmaztunk, mely a proliferald sejtek egy jellemzdé markere. Bar a
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Ki-67+ sejtmagok ardnyanak kontrollcsoporton beliili erételjes donorfliggése miatt a
hatds minimalisan a szignifikancia hatar alatt maradt (P=0,0554), azt talaltuk, hogy
a FX mindharom donorban latvanyosan csokkentette a Ki-67+ sejtek aranyat. Ezzel
Osszhangban az egyes donorok szintjén végzett Fisher-féle egzakt teszt kimutatta,
hogy a FX hatdsa mindharom donor esetében erdsen szignifikans volt. Adataink tehat
amellett szoltak, hogy a FX gyulladast és viszketést csokkentd hatasa egy hosszabb
1ddskalan antiproliferativ aktivitassal tarsulhat.

A kovetkezokben azt vizsgaltuk meg, hogy a FX milyen hatdssal van az
képességére. Bar a FX-kezelt 3D modelleken a hematoxilin-eozin festés elemzése
nem mutatott ki semmilyen valtozast az epidermisz vastagsdgaban, mélyebb
betekintést szerettiink volna nyerni az FX hatasaiba, ezért RNS szekvenalast
végeztiink. A szekvendlds soran harom csoportbdl szarmazdé RNS mintat
elemeztiink: prekonfluens (azaz aktivan proliferald), valamint posztkonfluens,
differencialodd6 HaCaT keratinocitakat, amelyeket 14 pM FX-nel vagy annak
oldoszerével kezeltink magas Ca”'-tartalmi kozegben (,,Ca**-switch™) 24 o6ran
keresztiil a konfluencia elérése utan.

A fokomponens elemzés kimutatta, hogy a FX-kezelésnek nem volt jelentds
hatasa a génexpresszidos mintazat differenciacidval Osszefiiggd megvaltozésara,
hiszen a posztkonfluens tenyészetek esetében az oldoszerrel, illetve FX-nel kezelt
csoportok 1ényegében nem kiilonboztek egymastol az Gsszes kiilonbség 85,7%-aért
felelés 1. fokomponens szerint. Ezt erdsiti az is, hogy alacsony volt azoknak a
géneknek a szdma, amelyeket a FX szignifikdns mértékben (>2-szeres valtozas
[,,fold-change”], P<0,05) szabalyozott barmelyik iranyba: csupan 46 up-, illetve 38
down-regulalt gén felelt meg a fenti kritériumoknak. Erdekes modon azonban - a
korabban targyalt proliferacios eredményeket kiegészitve és egyben indirekten meg
1s erdsitve - az utvonalelemzés soran azt taldltuk, hogy a ,mitotikus sejtciklus
folyamat”-ra a FX jelentds hatast fejtett ki, ami amellett sz6l, hogy a FX-kezelés

A folytatasban korai differenciaciés markerek (K1 és K10) mRNS-szintii
expresszigjat vizsgaltuk harom kiilonb6zé donorbol szarmazd primer keratinocita

tenyészet felhasznaldsaval, és azt talaltuk, hogy a FX 24 6ras kezelések soran nem

27



s

fehérje szinten is ellendrizziik, ismét a 3D epidermisz-ekvivalenseket hasznaltuk, és
szemikvantitativ immunhisztomorfometridval elemeztiik a K1 és K10 expressziojat.
Eredményeink azt mutattak, hogy a FX-nek 48 oras kezelést kovetéen sem volt
jelentés hatdsa az epidermalis differencialédéasra. Ezzel 6sszhangban NHEK-k
felhasznélasaval kimutattuk azt is, hogy a FX nem csokkentette egy masik fontos
differenciaciés marker, a tight junction barrier kialakitidsdban fontos OCLN
differenciacio-indukalta fokozott mRNS-szintii kifejez0dését sem.

Végezetiil a FX keratinocitak barrierformalo képességére gyakorolt hatasat is
ellendriztiik. Ehhez funkcionalis vizsgalatokat végeztiink, amely soran HaCaT
keratinocitdk elektromos impedancidjat kovettik nyomon valdés idében TEER
segitségével. A mérés soran ismét ,,Ca*"-switch-et” alkalmaztunk a konfluens allapot
(plato fazis) elérésekor. Adataink azt mutattak, hogy a FX nem valtoztatta meg a
megemelt Ca’?’-szint altal kivaltott, differenciacidhoz kapcsolhato jelemelkedést,
azaz vélhetleg nem befolyasolta negativan a differencidcid soran kialakuld
sejtkozotti kapcsolatok integritasat.

Kisérleteink zardsaként egy LY-alapu (,outside-in”) festékpenetracios
vizsgalatot is elvégeztink a 3D epidermisz ekvivalensek felhasznéalasaval.
Osszhangban a korabbiakkal, ez a vizsgilat is azt mutatta, hogy a 14 uM-ban
alkalmazott FX nem karositotta az epidermisz ekvivalens modellekben kialakul6d
barrier integritasat, hiszen a fluoreszcens LY egyetlen esetben sem terjedt be a
stratum corneum ald, igy a differenciaciora és barrierformalési képességre iranyuld
kisérleteink alapjan elmondhatd, hogy a FX hatékony gyulladascsokkentd
koncentracidja valoszinilileg nem karositja az epidermalis keratinocitdk ezen
funkciojat.

Osszefoglalva, adataink amellett szolnak, hogy a korabban kozolt gyulladas- és
lehetséges viszketéscsokkentd hatasa mellett, melyet a pikkelysomor kialakulasdban
is szerepet jatszd PI3K tutvonal gatlasan keresztiil fejt ki, a FX csokkentheti az
barrierképzésre nincs negativ hatdssal. Ezek alapjan elképzelhetd, hogy helyileg
alkalmazva jotékony hatast fejthet ki a hiperproliferativ  gyulladasos
borbetegségekben, igy példaul a pikkelysomorben.
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Osszegzés

A disszertacid els® felében részletezett kisérleteink sordn az emberi
szOrtiiszokben 1s jelenlévd TRPMS ioncsatorna a kifejez6dését €s funkciondlis
szerepét vizsgaltuk human SZ95 szebocitakon. Bar eredményeink azt mutatjak, hogy
a TRPMS funkcionalisan aktiv forméban nem fejezddik ki szebocitakon, azonban
antagonistdja, a TPPO képes jelentdsen fokozni a sejtek faggyulipid-termelését, mely
hatds az Akt szignalizaci6 és az EGFR kozvetitésével, a DGAT2 Akt-fliggd up-
immunfenotipusara: EGFR- ¢és p38a MAPK-fliggd modon fokozza az IL-6
expressziodjat, valamint csokkenti az IL-8 felszabadulasat és tobb gyulladésos citokin
mRNS-szintli kifejezdédését is. Adataink arra utalnak, hogy a specifikus TRPMS
modulatorok haszndlata valdszinlileg nem eredményez kozvetlen, faggyamiriggyel
kapcsolatos mellékhatasokat, de a TPPO, illetve biztonsadgos funkcionalis analdgjai
TRPMS5-fiiggetlen médon befolyasolhatjak a faggytimirigyek bioldgiai folyamatait.

Kisérleteink masodik felében a FX bizonyitottan hatékony gyulladasgatld

crer

----------

hatast fejt ki az epidermalis keratinocitdkban, de nem befolyasolja az epidermisz
vastagsagat, és az altalunk vizsgalt differenciacios markerekre sem volt szignifikans
hatassal, illetve nem kdérositotta a hamsejtek barrierformalési képességét sem.
Osszefoglalva, kordbbi és jelenlegi adataink azt mutatjdk, hogy az antidepresszans

FX borgyogyaszati repozicionaldsa lehetséges: 14 pM-ban alkalmazva a

o« gy

.....

is gatolhatja anélkiill, hogy negativan befolydsolna differenciacidjukat ¢és

barrierformalo képességiiket.
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