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1. Bevezetés

A boér az emberi test egyik legnagyobb szerve, hiszen a testtomeg kozel 6todét teszi ki,
azonban nem csak kiiltakaroként szolgal: szervezetiink elsé védvonalat jelenti dsszetett
barrier funkcidjadnak kdszonhetden. A bdrrétegek kiilonbozo sejttipusai — koztiik az altalunk
is vizsgalt epidermalis keratinocitdk és a faggyUmirigyek sejtjei, a szebocitdk — az
immunrendszerrel egylittmiikodve komplex védelmet jelentenek a kiilsé behatdsokkal,
kornyezeti fizikai- és kémiai artalmakkal, patogén mikrobakkal szemben, egyiittesen fizikai-
kémia, mikrobioldgiai és immunoldgiai barriert képeznek. Ha ennek a soktényezds
rendszernek a szerkezeti vagy funkciondlis épsége sériil, akkor az kiilonbozd Osszetett
patomechanizmusu korképek, tigynevezett ,barrier betegségek™ kialakulasahoz vezethet,
mint példaul a pikkelysomor vagy az atopias dermatitisz.

Munkacsoportunk f6 érdeklddési kore a bor (pato)fiziologiai folyamatainak vizsgalata.
Munkank soran kiemelt szerepet kapnak a bor sejtjeit érintd folyamatok, a barrierben
bekovetkezd valtozasok, melyek kiilonbozo gyulladéssal, viszketéssel, borszarazsaggal vagy
fokozott faggyutermeléssel jard borgyodgyaszati korképek megjelenéséért feleldsek.

Kutatdcsoportunk munkéja soran tobbszor a kdzéppontba keriiltek a bérben talalhato
tranziens receptorpotenciala (TRP) ioncsatornak, tobbek kozott annak igazolasa iS a
laboratoriumunkhoz kétédik, hogy a héérzékeny TRPV1, -2 és -4 ioncsatorndk kifejezddnek
human szebocitdkon. Az értekezést megalapozo egyik kutatdsunk alapjaul egy nemrégiben
megjelent tanulmany szolgalt, melyben leirtak, hogy a csatorna szupercsalad egyik tagja, a
TRPMS igéretes terapids célpont lehet a nemkivant szérndvekedéssel jard korképek
esetében. A publikacio alapjan felmeriilt a kérdés, hogy a csatornat célzé kezelés milyen
hatassal lehet a szebocitak biologiai folyamatira és kell-e esetleges faggytmirigyek érintd
mellékhatasokkal szamolni, igy célul tliztiik ki a TRPMS kifejezddésének és funkcionalis

szerepének felderitését human szebocitakon.



Az értekezést megalapozd masodik kdzlemény alapjaul szolgdlo kisérleteinkben egy
korabbi projektet folytattunk, és egy sokoldall, szelektiv szerotoninvisszavétel-gatlo szer, a
fluoxetin (FX) hatasait vizsgéaltuk a human epidermalis keratinocitakon. A kdzelmultban
publikalt eredményeink azt mutattdk, hogy a FX, melyet a klinikumban hosszl évek ota
alkalmaznak antidepresszansként, 14 uM-ban alkalmazva csokkenti a poliinozin-
policitidilsav [p(I:C)] altal kivaltott gyulladasos valaszt és az endotelinfelszabadulast human
epidermalis keratinocitakban a foszfoinozid-3-kinaz (PI3K)-utvonal kozvetett gatlasan
keresztiil. Mivel a PI3K-utvonalnak nemcsak a gyulladasos valaszok kozvetitésében van
szerepe, hanem a proliferacid pozitiv regulatora is, igy kisérleteinkben célul tiztiik ki annak
vizsgalatat, hogy a FX hatékony gyulladasgatld koncentracidja (14 uM) milyen hatassal van

crer

képessegére.



2. Irodalmi attekintés

2.1 A human bor

A bor (1. dbra) az emberi test egyik legnagyobb szerve, hiszen a testtomeg 15-20%-t
teszi ki, azonban nem csak kiiltakaréként szolgal, a borrétegek kiillonbozo sejttipusai
komplex rendszert alkotva szdmos Osszetett feladatot latnak el. A bor legkiilsé rétege a
felham, azaz epidermisz, amit négy sejttipus épit fel: a keratinocitak, a Langerhans-sejtek, a
melanocitak és a Merkel-féle sejtek. Az epidermisz jellegzetes rétegelt mintdzatot mutat,

melyet a felszin felé halado, terminalisan differencialodd majd apoptotizald keratinocitak

alakitanak ki.
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1. dbra
A humdn bér felépitése* (modositott abra)

A koz€psé réteg az irha vagy dermisz, egy laza rostos kotdszoveti réteg, mely
mechanikai tdmaszt ad a bdérnek. Itt talalhatéak meg a kiilonbozd epidermisz eredetii

bérfiiggelékek, mint a szortiisz6é, a faggyumirigy és a verejtékmirigy.? A szértiisz6 és a



faggyamirigy a szOrszal-egyenesitd izommal kiegésziilve egy fontos funkcionalis egységet
alkotnak, melyet piloszebaceus egységnek neveziink.> A legbelsd réteg a béralja, amit
hipodermisznek (illetve szubkutisznak) is neveznek, itt féleg adipocitak talalhatéak, melyek
egyénenként és testtijonként is eltérd vastagsagu zsirszovetet alkotnak?. A bor komplex
szerkezetének és Osszetételének koszonhetden tobbféle funkciot is ellat, igy szenzoros,
motoros, endokrin, exokrin, transzport és hdszabalyozo szerepet is betdlt.* Amit viszont
nagyon fontos kiemelni, az a barrier funkcio: a bor Osszetett védvonalat képez a kiilsd
behatasokkal, kornyezeti fizikai és kémiai artalmakkal, patogén mikrobakkal szemben,
fizikai-kémia, mikrobioldgiai és immunologiai barrierként funkcional. Ennek a védelmi
rendszernek a szerkezeti és funkcionalis épsége nélkiilozhetetlen. Ha megsériil, példaul az
Osszetett patomechanizmust korképek, mint példaul pikkelysomor vagy atopias dermatitisz

kialakulasahoz.®

2.1.1 Az epidermisz: keratinocitak és a barrier funkcio

A barrier kialakitasanak kulcsszerepldi a keratinocitak, melyek az epidermisz legbels6
rétegében torténd proliferaciojukat kdvetden a felszin felé migralnak, és a differencidcios
folyamat soran valtoz6 morfologiajukkal jellegzetes rétegelt mintazatot adnak a felhamnak:
a belso réteg a stratum basale, majd a kiilvilag felé haladva ezt koveti a stratum spinosum,
a stratum granulosum, majd a sejtek magjukat elvesztve korneocitakka alakulva létrehozzak

a legkiilsd réteget, amit stratum corneumnak neveziink? (2. dbra).



e =~ stratum corneum

- ->_° stratumspinosum

stratum granulosum

2. abra
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indukalja,® és ezt nem sokkal késébb human sejtekben is megerdsitették.’

A szigortian szabalyozott differenciacié sordn (mely végiil a sejtmag elvesztéséhez és
apoptozishoz vezet) a keratinocitak kiillonféle proteineket fejeznek ki, melyek a folyamat
adott fazisara jellemzdek, igy ezek szamunkra hasznos allapotjelzé markerek.'% A stratum
basale hamsejtjeire jellemz6é a keratin (K) 5 és 14 termelése, majd a differenciacio
kezdetétol, aminek els6 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 késébb filaggrin
képzddik) jelenléte a jellemzo.'? A filagrinnak a bér vizhiztartdsaban is szerepe van,
bomlésa soran keletkezé aminosavakbol természetes hidratald faktorok szintetizaldédnak,
melyek higroszkopos tulajdonsagaiknak kdszonheten biztositjdk az epidermisz megfeleld

vizvisszatartasat.!®
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A folyamat sordn képzddoé fehérjék és egyéb intermedier filamentumok biztositjak az
epidermisz felsdbb rétegeinek stabilitasat, és tobbféle sejt-sejt kapcsolat kialakitasaban is
részt  vesznek: hozzdjdrulnak a mechanikai tamaszt ad6  dezmoszémak,
korneodezmoszomak, adherens kapcsolatok és tight junction-ok Iétrejottéhez, melyek
nélkiilozhetetlen alapjat képzik a bér barrier fizikai szerkezetének.!*'® A tight junction
kialakitasanak fontos alappillére — a klaudinok mellett — az okkludin (OCLN), mely fehérjét
szintén a keratinocitdk differencialtsagi allapotat jellemzé markerként alkalmazunk a
kutatasban.®

A stratum corneumot a kutatok gyakran a ,,tégla és habarcs” modellel jellemzik. A
metaforaban a téglak a magjukat veszett keratinocitdk, azaz a korneocitak, melyeket
ellenalld, nem vizoldékony fehérjeburok (,,cornified envelope”) vesz koril (ezt foéleg
lorikrin, involukrin, kis prolinban gazdag fehérjék és filaggrin alkotjak); a habarcsot pedig a
sejtek kozotti epidermalis lipidek képzik.®® Ezen lipidek a keratinocitdk differencialodasa
soran képzédnek majd lamellaris testekben tarolddnak és enzimatikus emésztést koveton
exocitdzissal a stratum corneum elérése eldtt kijutnak a sejtekbdl. A folyamatosan termel6do
ceramidok, koleszterin, szabadzsirsavak és egyéb lipidek, a faggyGmirigy altal termelt,
felszinre juto faggytval kiegésziilve, nemcsak a korneocitdkat stabilizaljak, hanem tovabbi
szigetelést és fizikai védelmet is nytjtanak a bornek.2**>1" A keratinocitak mindezek mellett
folytonos cseré¢lddésiikkel és levaldsukkal megnehezitik, hogy a kiilonbozé patogén
mikroorganizmusok tartos telepeket hozzanak l1étre a bor felszinén, ezzel is hozzajarulva az
Osszetett barrier rendszerhez.*

A bor kémiai védelmének része a homeosztatikus, enyhén savas pH fenntartasa. Ezt
egésziti ki a keratinocitak és a szebocitak altal termelt antimikrobialis peptidek és lipidek
jelenléte, melyek a kémiai védelmen tal kiilonb6zd Osszetett komplex gyulladdsos- és

immunfolyamatokban is részt vesznek.!3!8:19
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A barrierfunkcié masik fontos pillére a mar részben emlitett mikrobiologiai €s
immunologiai védelem. A bdr, akarcsak mas szervek, oOsszetett baktériumfloraval
rendelkezik, ennek része tobbek kozott a Cutibacterium acnes (C. acnes, kordbbi nevén
Propionibacterium acnes), a Staphylococcus epidermidis, a Streptococcus mitis és a
Corynebacterium spp.2%%1 A kapcsolat szimbiotikusnak is mondhato, hiszen ezek a
baktériumok bakteriocineket, azaz bakterialis antimikrobialis peptideket termelnek, melyek
antibakterialis hatastiak mas torzsekre nézve.!® A kommenzalis baktériumok, Kifejezetten a
Staphylococcusok, képesek a keratinocitak antimikrobialis peptid termelését is indukalni,
illetve kiilonb6zé szignalizacios utvonalak aktivalasan keresztiil befolyasoljak a sejtek
immunvalaszat, fejlesztve és hatékonyabba téve ezzel a patogénekre adott valaszreakciot.?
Raadasul a barrier megerdsitésében is szerepiilk lehet: a S. aureus-bol szarmazo
peptidoglikan és a mintazatfelismer6 toll-like receptor (TLR)-2 szintetikus agonistai
fokozzak a tight junction fehérjék, koztiik a klaudin-1, -23 és az OCLN expresszidjat human
keratinocitakban.??

Az immunologiai védelemhez a kiilonb6z6 immunkompetens sejteken tul a bor tobbi
sejtje is hozzajarul, hisz gyakorlatilag minden sejttipusaban termelddnek citokinek,
kemokinek, valamint egyéb gyulladdsos medidtorok.?® A keratinocitik a bor ,,6rszemeiként”
miikodnek. Szamos mintazatfelismeré receptort, koztik TLR-t expresszalnak (a
sejtfelszinen a TLR1, -2, -4, -5 és -6 fejezddik ki, az endoszomakban pedig a TLR3, -7 és -
9), melyek a kornyezetbdl érkezd veszélyszignalokra reagalnak.?3?* Emellett a hamsejtek
tobbek kozott TSLP-t (,,thymic stromal lymphopoietin®), tumornekrézis faktor (TNF)-a-t és
kiilénboz6 interleukinokat (IL) szabaditanak fel.*® A termelt antimikrobidlis peptidek, mint
példaul az LL-37 és a B-defenzinek, nemcsak antimikrobialis hatasukkal jarulnak hozza a
védelemhez, hanem immunmoduldlé hatést is kifejtenek azaltal, hogy befolydsoljak a

citokin- és kemokintermelést is.2627
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Az emlitett TLR-0k fontos szerepet vallalnak a bor barrier fenntartasaban, hiszen
aktivaciojuk nemcsak a gyulladasos citokinek és az antimikrobialis peptidek felszabadulasat
eredményezi, hanem mediatorokon keresztiil a viszketés kialakulasahoz is hozzajarulnak,
amely egy jellemz6 tiinet a barrier karosodéasaval jard borbetegségekben, példaul az atopias
dermatitiszben is.2® A hamsejtek mintazatfelismeré receptorai kozott kiemelt jelentdségii a
TLR3. Ennek p(1:C)-vel torténd aktivalasa olyan keratinocita eredetii viszketésmediatorok
felszabadulasahoz vezet, mint az endotelin-1 és a TSLP.2°3! A folyamat raadasul a receptor
expressziojara is visszahat, a kifejezodésének fokozddasahoz vezet, igy a medidtorok
megjelenésével egylitt ez is szerepet jatszik a viszketés-vakaras (,,itch-scratch cycle”) 6rdogi

korének kialakitasahoz és fenntartasahoz.?

2.1.2 Afaggyumirigyek és a szebocitak biologiaja, a lipidbarrier

A faggytimirigyek a bor dermiszében elhelyezkedd lipidszintézisre specializalodott
holokrin mirigyek. A tenyér és a talp kivételével a test minden részén megtalalhatoak. A
legkoncentraltabban a hajas fejboron ¢és az arcon helyezkednek el, ahol akar
négyzetcentiméterenként 400-900 mirigy is el6fordulhat. Nagyrésziik a piloszebaceus
egységek részeként a szOrtiiszokkel és szOrszal-egyenesitd izmokkal alkot funkcionalis
komplexet, de vannak szabad faggytimirigyek is, melyek jellemz6en a homlokon, az arcon,
a szemhéjon ¢és az ajkak kortl taladlhatoak. A faggyumirigyek sejtjei a szebocitdk, melyek a
szébum, azaz a faggyu termeléséért felelések.?323

A faggytmirigyek a balnak és a disznodelfinfélék kivételével®* a legtobb emldsfajban
megtalalhatoak. A termelt faggyu védi az allatokat a szOr tulzott atazasa, igy a hovesztés
ellen,® illetve specializalt faggyumirigyek-szerii struktirak — mint példaul a ragcsalok

prepucialis mirigyei — a benniik 1évé feromonokkal a kommunikacioban és a

teriiletjeldlésben jatszanak szerepet.®® Az ember fejlédése soran ezek a funkciok fokozatosan
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jelentéségiiket vesztették és elkoptak, igy a human faggyt fontossdgat hosszi idon at
megkérddjelezték a kutatok, olyannyira, hogy Albert M. Kligman akne kutatassal foglalkozé
boérgyogyasz 1963-ban egy publikaciojaban tgy fogalmazott, hogy ,Mivel a szor
feleslegessé valt, a faggyumirigy szo szerint munka nélkiil marad. Ez egy él6 koviilet,
amelynek van multja, de nincs jovoje.”, igy azt gondolhatnank, hogy a faggyu termelése
valéban csak egy evolticiés maradvany.®” Azonban ma mar tudjuk, hogy a faggytmirigy és
a sz€bum (a mar korabban emlitett epidermalis lipidekkel kardltve) szerves részei a bor
barrier és az immunrendszer komplex miikodésének, és szamos egyéb fontos szereppel is
birnak.38*! Ennek a védelmi funkcionak betdltésére jo példa a kiilonbozé korokozok elleni
védelemben fontos ,,savkopeny”, aminek a kialakitdsahoz a faggyumirigyek altal termelt
zsirsavak is hozzajarulnak.*? Ezen talmenden a faggytmirigyek immunolégiai szerepét jol
mutatja az is, hogy a benniik gazdag, illetve szegény borrégiok szamos immunologiai
kiilonbséget mutatnak. Egy 2017-ben megjelent atfogd tanulmany alapjan a
faggyumirigyben gazdag teriileteken fokozott bizonyos kemokinek (CCL2, -3, -19, -20, -23
¢és -24) és antimikrobialis peptidek (SI00A7, -8, -9, lipokalin, -defenzin-2) expresszioja és
jelentés Thl7/IL-17 dominancia mutathatd ki a faggyGmirigyben szegény régiokhoz
viszonyitva.*?

A faggyumirigyekben a differencialddd, majd apoptdzison atesé szebocitak harom
szakaszra oszthato érési folyamaton mennek keresztiil, mely soran a sejtek a mirigy sz€lsé
teriileteitdl a belseje felé haladnak. A legkiils6, periférias zonaban a kicsi, mitotikusan aktiv
sejtek talalhatéak, majd a mirigy kozepe felé haladva kialakitjak az érési zonat, ahol
elvesztik mitotikus aktivitasukat. A differencidcid elérehaladtdval a sejtek fokozatosan
felhalmozzék a lipideket és térfogatnovekedésen mennek keresztiil. Utolsd lépésként a

nekrotikus zénaba érve a sejtek dezintegralédnak, a terminalisan differencialodott
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szebocitdk szétesnek, és kiiiritik tartalmukat (mely ekkora mar teljesen kitolti dket). A
szekrétum és a sejttormelék egyiittesen képezik a faggyut, ami végiil a bér felszinére keriil. >3

A holokrin szekrécidval képz6dd faggyt dontden neutrdlis lipideket tartalmaz. Az
ember esetében (megjelenési ardnyuk alapjan csokkend sorrendben) trigliceridbdl,
viaszészterekb6l, szabad zsirsavakbol, szkvalénb6l, Kkoleszterin-észterekbdl  és
koleszterinbdl all. A szkvalén és a viaszészterek kifejezetten kiilonlegessé teszik ezt az
dsszetételt, hiszen ezek csak a faggytiban talalhatoak meg, méshol a szervezetiinkben nem.**

A bor védelmében mar életiink legelején is fontos szerepe van a faggyumirigyeknek,
hiszen a vernix caseosa-t, azaz a magzatmazat termelik, mely megvédi a magzat bérét a
magzatvizt6l.*® Egyedi 6sszetételének kdszonhetéen a faggytinak tobb fronton is szerepe van

%839 melybol jelenleg csak szemléltetésként néhany keriil

a bor barrier fenntartasaban,
kiemelésre. A viaszészterek (melyek mennyisége korrelal a szebocitak differencialtsagi
allapotaval)*®4’ hossz szénlancti, erésen hidrofob molekuldk. A tobbi lipidhez képest
ellenallobbak az oxidacidval, a hidrolizissel és a termolizissel szemben; szerkezetiiknek
koszonhetéen pedig egyfajta gatként bezarjak a bor bels6 nedvességtartalmat és
megakadalyozzak a kiszaradasat, igy védve a bért a dehidratacio és a felazas ellen is.*68 A
szkvalén jelenléte az UV-sugarzas elleni védelemben segit, mivel képes megakadalyozni a
reaktiv oxigéngyokok kialakulasat,*® s6t, a faggyt E-vitamint is tartalmaz, mely szintén
antioxidans hat4s.®® Ezen tl a faggyumirigyek hozzajarulnak a bor fiiggetlen periférias
endokrin funkciéihoz is:®* a szteroidszintézishez sziikséges Osszes enzimet kifejezik,>
szabalyozzdk a helyi androgénszintézist,>® expresszaljak a D-vitamin receptorat és a D-

t,%4 és szereplik van a hormonalisan indukalt béroregedési

vitamint metabolizaldé enzimeke
folyamatokban is.>®

Fontos ismét megemliteni, hogy a szebocitak is termelnek antimikrobidlis peptideket

és lipideket, melyek kiilonosen hatékonyak bizonyos baktériumok (példaul a Staphylococcus
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aureus, a Pseudomonas aeruginosa, az Escherichia coli és a C. acnes) ellen.!83 A
szebocitadk immunkompetens mivoltat és az immunoldgiai védelemben jatszott szerepét az
is alatdmasztja, hogy tobb patogén-asszocialt molekularis mintazatot felismerd receptort (pl.
CD14, TLR2, -4 és -6) is expresszalnak,>® és a gyulladasos folyamatokban is részt vesznek.
Képesek kiilonboz6é gyulladasos citokinek termelésére: in vivo és in vitro is leirtak az IL-1a,
IL-1B, IL-6, IL-8 (CXCLS8) és TNFa expressziojat szebocitdkon.>

Ha faggyumirigyekrdl beszélink, emlitést kell tenni a hozzajuk kapcsolhato
leggyakoribb korképrdl, az ance vulgaris-rol, azaz a pattanasossagrol. Az akne nagy
prevalenciaju betegség. Eldforduldsa pubertaskorban a leggyakoribb, a serdiilok 85%-at
érinti. Az életkor el6rehaladtaval el6fordulasa csOkken, de szamos feln6tt is kiizd a
pattanasossaggal.®’ Patogenezise Osszetett (és a mai napig sem tisztazott teljesen), és négy
fo6 tényezo hatdrozza meg: a szeborrea, a gyulladéds, a faggyumirigy kivezetdcsdvének
hiperkeratinizacioja és egyes C. acnes baktériumtorzsek elszaporodasa, melyek egy egymast
erdsitd orddgi kort formalnak.>® A folyamat kezdetén valamilyen oknal fogva a faggyt
Osszetétele és mennyisége megvaltozik, szeborrea alakul ki, ami eldsegiti az infundibularis
hiperkeratozist, ami komedo kialakulasahoz vezet, ami az akne kialakulasanak els6 1épése.
A felgyiilemlett faggytiban elszaporodhatnak a C. acnes baktériumok, ami az immunvalasz
stimulalasaval koros gyulladasos folyamatok kialakulasahoz vezet, végiil pedig a lokalis NF-
kB é IL-lo megjelenésén keresztiil hozzajarul a  kivezetécsd  tovabbi
hiperkeratinizaciéjahoz, illetve a lipidtermelés tovabbi fokozodasahoz.5*®° Kezelését
tekintve tobb lehetdség is a rendelkezésiinkre all. Az els6ként bevetendd szerek a topikalisan
alkalmazhat6 készitmények, mint példaul a benzoil-peroxid és a kiilonféle retinoid analdgok.
Ezt sok esetben kiegészitik oralis antibiotikum terapiaval, azonban a leghatasosabb anti-akne
szer az izotretinoin, melynek hasznélata stlyos lehetséges mellékhatdsai miatt komoly

koriiltekintést igényel 5162
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A szebocitak és a kapcsolodo betegségek tanulmanyozasanak komoly korlatja, hogy
nehezen hozhato 1étre beldliik primer sejtkultira, melynek f6 oka az, hogy nagy szamu
human donorra van sziikség a rendszeres, megfeleld mennyiségli minta kinyeréséhez,
rdadasul a primer szebocitdk sériilékenyek és csak korlatozott ideig, né¢hany passzazsig
tarthatok tenyészetben.*® Léteznek allatmodellek is (példdul a horcsog fiil faggyamirigy
modell®® vagy az egér fitymamirigy modell,** illetve fellelheté spontan mutdlédott aszébias
egér modell® is), amik bizonyos kisérletek elvégzésére alkalmasak, viszont szamos, szinte
kizardlag az embert érintd borbetegség (az aknét is ideértve) nem modellezhetd veliik. A
megoldast egy immortalizalt szebocita sejtvonal hozta el 1995-ben, amikor Christos C.
Zouboulis és munkatarsai létrehoztak az altalunk is hasznalt SZ95 sejtvonalat, ami kivalod
in vitro modellje a human szebocitaknak, hiszen stabilan tartja a primer sejtek fenotipusos
és funkcionalis jellemz6it.®® Ezt még késSbb mas, 1ényegesen ritkabban hasznalt szebocita

sejtvonalak (SEB-1,°2 Seb-E6E7°) is kovették.

2.1.3 A bor barriert érintd leggyakoribb betegségek, a pszoridzis és az atopias dermatitisz

rovid ismertetése

A bor barrier diszfunkcidjaval tarsulo talan legismertebb és legtobb embert érinté két
betegség a pszoriazis, azaz a pikkelysomor, illetve az ekcémaként is ismert atOpids
dermatitisz. Jelen alfejezet célja a két korkép érintéleges bemutatasara mellett az, hogy
felhivja a figyelmet arra, hogy ezek a betegségek ugyan az életet kozvetleniil nem
veszélyeztetik, azonban a benniik szenvedék mindennapjait jelentdsen megnehezitik,%86%70
igy a modern kisérletes borgyogyaszat egyik fontos célja, hogy kezelésiikre kedvezd
mellékhatasprofilu terapias lehetdségeket deritsen fel.

A pszoriazis (3. dbra) egy igen gyakori, kronikus gyulladassal jaré korkép, mely a

populdci6 2%-4t érinti.”* Tébb formaja is ismert, melyek koziil a leggyakrabban eléforduld
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tipus a plakkos pikkelysomér.”? Elnevezését a legszembetiindbb tiinetérdl kapta: vords,
viszketd, szaraz, jol koriilhatarolhat6 foltok jellemezik, melyeket vastag fehér vagy eziistos
»pikkelyek” fednek. Ezek a plakkok leggyakrabban a fejbdron, a konyokon a térden és a hat
beborithatjak.”® Kialakuldsaban tobb tényezd egyiittesen jatszik szerepet, igy genetikai- és
kornyezeti tényezok is hatassal vannak a betegség kialakuldsara és a fellangolasok

gyakorisagara.’*"

3. dbra
A pikkelysomor jellegzetes bértiinete™

Pontos patogenezise jelenleg is ismeretlen, de felteheten a forrasa a bor velesziiletett
immunrendszerének abnormalitasa, melyben a Th sejtek (tulstlyban Thl, Tnl7, Tn22)
fokozott mikddése €s egy Osszetett és fokozott aktivitasi kemokin ¢€s citokin rendszer
(kifejezetten jellemzoek a IL-22, IL-17, IFN-y és a TNF-a) olyan jelatviteli utvonalak
aktivalasahoz vezet, mely felelések a keratinocitak rendellenes differencialodasaért.””’®

Mivel a folyamat sordn a keratinocitak proliferacios €s differencidcids folyamata is
séril, az éretlen keratinocitdk felhalmozodnak, ezzel hiper- és parakeratozist okozva,
raadasul a bazélis keratinocitak mitotikus rataja is fokozodik, ami akantézishoz vezet.” A
1éziokban a faggytmirigyek szama és mérete is csokken, tovabba az egyedi hamsejtek sem

differencialodnak megfeleléen a pikkelysomor altal érintett borteriileteken.
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Az atopias dermatitisz (4. dbra) immunregulaciés zavarral és a bér barrier
diszfunkciojaval jellemezhetd komplex korkép. Kialakuldsdban a genetikai hajlam, a
filaggrin gén mutcidja és kornyezeti tényezOk is kozrejatszanak.8182 Igen heterogén
megjelenésti korkép, melyet altalaban erésen viszketo, eritémas, gyulladt, hamlo, esetenként
hélyagos, valadékozo borteriiletek jellemeznek.®® Leggyakrabban az elsé tiinetek mar
csecsemOkorban megjelennek; szakirodalmi adatok szerint a gyerekek akar 30%-at is

érintheti a betegség, de felndttek esetében is 10% koriili az eléfordulisa.®*

Bl ¢
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4, dbra
Atépids dermatitisz mellkason®™

Az atdpias dermatitiszt a bér barrier komplex zavar jellemzi. Arrél, hogy mi a ,,baj
forrasa”, arrdl két hipotézis l1étezik, az egyik alapjan az immunrendszer regulacios zavara, a
masik szerint a fizikai barrier sériilése (pl. filaggrin mutacio) inditja el a tovabbi
folyamatokat.?® Osszetettségét jellemzi, hogy szamos fronton sériill a barrier: az
immunvalasz a Th2-Th22 iranyaba tolodik el (melyet leginkabb IL-4, I1L-10, IL-13, illetve
csokkent antimikrobialis peptid termelés, fokozott vizvesztés,®' emelkedett bér pH,® a

mikrobiota zavara®® és a lipidbarrier karosodasa® is tarsul.
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2.2 A tranziens receptorpotencialu (TRP) ioncsatorna szupercsalad

A tranziens receptorpotenciali (TRP) ioncsatornak leirt torténete 1969-ben kezdddott,
amikor Cosens és Manning a Drosophila melanogaster, azaz az ecetmuslica fotoreceptorait
kutatva felfedezte, hogy a vizsgalt egyedek egy csoportja eltéréen reagal a folyamatosan
alkalmazott fényingerre, ezzel rendellenes eletroretinogram-valaszt adva. A mutans rovarok
a vad tipustol eléréen dtmeneti, tranziens potencialvaltozassal reagaltak.®® Az eltérésért a
felelds gént ez alapjan tranziens receptorpotencialnak, trp-nek nevezték el, az altala kodolt
fehérjét pedig még két évtizeden at homaly fedte, mig 1989-ben a gént pontosabban
megismerve megallapitottak, hogy a kodolt TRP fehérje szerkezete és funkcioja alapjan egy
ioncsatorna lehet.®? A human TRP csatornak felfedezése — elnevezésiik arra utal, hogy
szerkezeti- és szekvencia hasonlosagot mutatnak az ecetmuslicanal leirt TRP fehérjékkel —
1995-ben kezdédott a TRPC1 leirasaval,®? kaput nyitva ezzel egy addig felfedezetlen
ioncsatorna szupercsalad megismerésehez.

A szupercsalad tagjai kifejezOdnek ¢élesztokben, férgekben, ecetmuslicakban és
gerincesekben, igy példdul az egerekben és az emberben is.”® A gerincesek TRP-csatornait
szerkezeti és szekvenciahomologiajuk alapjan 7 alcsaladra oszthatjuk: klasszikus vagy
kanonikus (TRPC), melyek a legnagyobb hasonlosagot mutatjdk a Drosophila trp
csatornajaval;®? vanilloid (TRPV), mely alcsaldd nevét az elészor felfedezett tagjarol, a
vanilloid receptor 1-r61 kapta, amit a vanilloid-szerii vegyiiletek, igy a kapszaicin is képes
aktivalni;* melasztatin (TRPM), melynek elsé tagjanak génjét melanomakbol klonoztak;*
ankirin (TRPA), mely alcsalad egyetlen ismert tagja, a TRPA1 az N-terminalisan szamos
ankirin ismétlédést tartalmaz;®® policisztin (TRPP), ezek muticioéi egy autoszomalis
dominans policisztas vesebetegséget okoznak;®’ mukolipin (TRPML), nevét a IV. tipust
mukolipid6zis néven ismert lizoszomalis tarolasi betegségben betoltott szerepe miatt

kapta;®® és a ,,no mechanoreceptor potencial C” (NOMPC vagy TRPN), melyet eddig
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gerincesek koziil egyediil zebrahalban tudtak kimutatni®®. Az emlésokben expresszalodo
alcsaladok jelenlegi tudasunk szerint 6sszesen 28 csatornat 6lelnek fel. Ebbdl egy, a TRPC2,
emberben és emberszabastakban is pszeudogén, igy a fehérje nem expresszalodik!® (5.

dbra).

TRPV TRPA1

TRPP3

TRPP2
TRPML2
TRPPS
TRPML3

TRPML1

TRPMS
TRPM2

TRPMS

TRPM7

TRPME 1ppms  TRPMT  (ager)

S. dbra
A TRP csatorndk filogenetikai faja*®' (modositott abra)

A TRP csatorndk 6 transzmembran doménbdl épiilnek fel, emellett citoszolikus amino
¢és karboxi végzddéseket tartalmaznak, melyek hossza alcsaladonként eltérd, ezen tul pedig
kiilonbozd szerkezeti és funkciondlis egységek hatdrozzak meg a csatorndk egyedi
tulajdonsélgait.102 Homo-, illetve heterotetramer formaban funkcionalis, nem-szelektiv,
tobbnyire Ca?*-ra permeabilis kationcsatorndkat képeznek, de vannak kivételek. A teljesség
igénye nélkiil példaul a TRPM3 a Ca?" mellett a Mn?*-ral®; a TRPM7 a szamos divalens

kation kozott fiziologias és toxikus fémionok, igy példaul a Zn**, Mg?*, a Mn?*, a Ba%*, a
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Sr?*, a Ni%* és Cd?* szamara is 4tjarhato;1% mig TRPMS5 csak monovalens kationokat enged
4¢.105

A csatorndk tobbsége a plazmamembranban lokalizalédik, de vannak, melyek
intracellularis membranokban (is) megtalalhatoak, igy a lizoszomakban, endoszoémakban
vagy az endoplazmatikus retikulumban fejezédnek ki.1%

A TRP-k egy heterogén, valtozatos funkciokkal rendelkez6 csoportot alkotnak, igy
¢élettani  szereplik részletezése messze talnytlna a jelen disszertaci6 keretein.
Altalanossagban elmondhaté, hogy ingerlékeny és nem-ingerlékeny szovetek szamos
sejttipusaban expresszalddnak. Részt vesznek tobbek kdzott szenzoros funkciok ellatdsaban
(példaul izérzékelés, szaglas, nocicepcid, feromonjelzés, hdérzékelés), ozmotikus

folyamatokban, izomkontrakcioban és a vazomotoros szabalyozasban is. %

221 A TRPM alcsalad és a TRPMS

Ahogy az mar korabban emlitésre keriilt, a TRP csatorndk melasztatin alcsaladja az
alcsaldd elsdként azonositott tagjarol, a TRPM1-rél kapta nevét, melynek génjét
melanomakbol klonoztak.*® A TRPM1-et késdbb tumorszuppresszorként és a metasztatikus
melanomak potencialis prognosztikai markereként azonositottak.!”” Az idetartozd 8
ioncsatornat 5 csoportba sorolhatjuk az aminosav-szekvencidjuk alapjan: ezek a
TRPM1/TRPM3, a TRPM4/TRPMS5; illetve a TRPM6/TRPM?7 parok, valamint a kiilonallo
,.csoportokat” képezé TRPM2 és TRPMS.1%8

A melasztatin alcsaladot multifunkcionalis kationcsatorndk alkotjdk valtozatos
fiziologiai jellemzdkkel, az egyes tagok tobb izoformaban is kifejezOdhetnek. Az alternativ
MRNS-splicing jelentésen befolydsolja a csatorndk biofizikai jellemzoit, akar
funkcionalisan nem aktiv valtozatokat is eredményezhet.!® Az alcsalad harom tagja, a

TRPM2, a TRPM6 és a TRPM7 esetében fontos kiemelni, hogy tgynevezett ,,chanzyme-
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ként is milkodnek, azaz enzimatikus aktivitasuk is van a C-terminalis doménjiiknek
kdszonhetden, igy a TRPM2 ADP-ribdz-pirofoszfatazként, mig a TRPM6 és -7 csatorndk
atipikus protein-kindzként is funkcionalhatnak.°

A TRPM5 egy Ca?*-aktivalt ioncsatorna, ami Ca®'-ra nem permeabilis, csak a
monovalens kationok (Na* és K*) szamara 4tjarhato®®. Tébb TRP csatornahoz hasonloan a
TRPMS5 is termoszenzitiv, hoaktivalt csatorna; esetében mar a 15 és 35 °C kozotti
tartomanyban is fokozott aktivitdst mutattak ki.!''! Multimodalitdsat mutatja, hogy a
hoémérsékleten til aktivitdsat a fesziiltség, foszfoinozidok és a pH valtozdsa is
szabalyozza.!'?A csatornanak fontos szerepe van az izlelésben és mds kemoszenzoros
jelatvitelben is, valamint része annak a kaszkadnak, ami a G-fehérjével kapcsolt receptorok
keserti, édes vagy umami izmolekulak altali aktivalasaval kezdddik.1t3

Erdekes itt megjegyezni, hogy a termoszenzitivitisanak és az emlitett izek
érzékelésében Dbetoltott szerepének koszonhetéen a TRPM5-nek a ,hétkoznapi
tudomanyban” is funkcidja van, mivel részben ez a csatorna felelds azért, hogy az olvadt
fagylalt édesebb iz, a hideg sor kevésbé keserti, és ezért ajanlott példaul az édes fehér
borokat 10-12 °C-ra hiitve fogyasztani, hiszen igy nem csak az édes iz fog dominalni benniik,
hanem a savak és egyéb jellegjegyek is érezhetdvé valnak.

Az izleldbimbokon tul a TRPMS kifejezddik a 1€gzérendszerben, a szaglorendszer

112

kemoszenzoros sejtjein, az emésztérendszerben,” = megtalalhatdé a hasnyalmirigy pB-

114

sejtjeiben is, ahol az inzulinszekrécid egyik regulatora,”*” illetve a csatorna aktivitasa a

human hajciklusra is hatassal van (1asd késébb).!*
A TPRMS5 csatorna altalanosan hasznalt és altalunk is alkalmazott modulatorai az
antagonista trifenilfoszfin-oxid (TPPO),'¢ valamint az aktivator 2-heptanon (Hept) és a 2,5-

dimetilpirazin (DMP). Ut6bbi kettd a him egerek feromonjai kdzt is megtaldlhatoak,™’ de

¢lelmiszeradalékként és illatanyagként is hasznaljak oket: a Hept parfiimdk, illatositok és
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tisztitoszerek dsszetevéjeként felelhet példaul a gyiimdlesos, bananos illatért, '8 mig a DMP-
t dids, csokoladés, kissé foldes aromaja miatt gyakran burgonyacsipszekben alkalmazzak. !
A TPPO nagy mennyiségben keletkezik kiilonb6z6 vegyszerek, gyodgyszerek, vitaminok
ipari eldallitasa soran, azonban tovabbi felhasznaldsa korlatozott. Elsdsorban vegyiiletek
kristalyositasdhoz hasznaljak fel, de igy is tobb ezer tonna keriil kidobéasra vegyipari
hulladékként.'?% 121 A TPPO kevés felhasznalasi lehetésége koziil az egyik, hogy talheviilés
elleni bevonatként alkalmazzék kiilonbozé adathordozokban. Erdekesség, hogy ez az a
vegyiilet, amit ,,kiszagolnak™ az elektronikai eszk6zok felkutatasara kiképzett specialis K9-

es kutyak.1%2

2.2.2 A TRP csatornak a human borben

A TRP csatorndk a bor és fliggelékeinek szamos sejttipusaban kifejezddnek, igy a
keratinocitakban, szebocitakban, melanocitakban, az érzo neuronokban ¢€s a szOrtiiszokben
is. Szerepiik a borben Osszetett és szertedgazo, a csatornak hatassal lehetnek tobbek kozott a
keratinocita proliferaciora ¢és differenciaciora, a barrierformalasra, a szebocitak

lipidtermelésére, gyulladasos folyamatokra és a szOr novekedésére (6. dbra).
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6. dbra
TRP csatorndk szerepe a bérben (médositott abra)*®
Az eredeti dbra kiegészitésre keriilt (csillaggal jelolve): a TRPM5 és a TRPV4
expresszalodik szértiiszékon,*>1%* a TRPV2,'?° a TRPV3'% ¢s a TRPVA? [kifejezédik a

faggyumirigyeken, az epidermalis TRPMS szerepe pedig bizonyitdst nyert.?’

Rendellenes miitkddésiik kronikus fajdalmat, viszketést, sebgyogyulasi zavarokat

eredményezhet, vitiligo, alopécia, kiillonbozd dermatitiszek és daganatos megbetegedések,
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valamint egyéb korképek kialakuldsdhoz is vezethet,'?® igy nem meglepd, hogy az elmult
években a TRP csatorndkra potencialis gyogyszercélpontokként tekintenek, szamos kutatés
vizsgalja Sket hatds/mellékhatds szempontbol. 123129130 Jelen értekezés kereti nem teszik
lehetévé az 0sszes borben kifejezddd TRP csatorna részletezését, rovid bemutatasuk diverz

szereplk szemléltetését tiizte ki célul.

Jelenlegi tudasunk szerint az epidermalis keratinocitdkban a TRPV1 BlaTRPV2,1%2 3
TRPV3,1%% a TRPV4,1** a TRPV6,*® a TRPC6,% a TRPA1,*" a TRPM4%® ¢s a TRPMS
egyik izoforméaja'®® expresszalodik. A hamsejtek TRP csatornai koziil a TRPV3 szerepe a
leginkabb részletezett a szakirodalomban, amihez talan az is hozzéjarul, hogy az ioncsatorna
csaladbol ez volt az elsd, aminek a jelenlétét leirtak a human keratinocitakon.®® A csatorna
aktivalasat kovetd Ca?*-aram az epidermalis ndvekedési faktor receptorhoz (EGFR)
kapcsolddd  szignalizacion  keresztiill  befolyasolja a  keratinocitdk  terminalis
indukal, és NF-xB-fiiggd modon serkenti kiilonbdzd gyulladasos citokinek termelését.!4!
Igazolast nyert az is, hogy a csatornanak szerepe van az igen ritka Olmsted-szindroma
kialakulasaban, melyet hiperkeratozis, parakeratozis, haj-, illetve szOrvesztés és viszketés
jellemez, valamint jellegzetes palmoplantéris keratoderma kisér.*? A TRPV3 ezen kiviil
még egyéb viszketéssel és gyulladassal jaré dermatdzisok, mint példaul az atdpids
dermatitisz kialakuldsdhoz is hozzajarul .24

Az epidermisz egy masik sejttipusaban, a melanocitakban is szdmos TRP csatorna
jelenik meg, melyek valtozatosan szabalyozzak a sejtek miikodését, példaul a TRPV1
aktivalasa a melaninszintézis csdkkenését eredményezi,’** mig a TRPA1 UV-sugéarzas
hataséara fokozza azt,}*> TRPV4 aktivacioja pedig nekrozist és apoptézist okoz.2*® A TRPM
alcsalad tobb tagja is kifejezddik a melanocitakban; ilyenek a mar tobbszor emlitett

melanéma prognosztikai és diagnosztikai marker TRPM1% mellett a TRPM2 és a TRPMS,
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melyek aktivacidja a melanocitak apoptozisat indukalhatja melanomaban, mig a TRPM7-
nek protektiv szerepet tulajdonitanak.’

Munkacsoportunk mar korabban is foglalkozott a szebocitdk és a TRP csatorndk
kapcsolatanak kutatasaval. Ennek soran a TRPV1,12>148-150 3 TRPV2,12° 3 TRPV3!? ¢s a
TRPV4'2® expressziojat sikeriilt igazolni, valamint kimutattuk, hogy a TRPA1 és a TRPMS
MRNS-szintli expresszidja a detekcios kiiszob alatti értkéket mutat az SZ95 humén
szebocitakon.!?® A kifejezddé TRP csatornak koziil a TRPV2 funkcionalis szerepe egyeldre
ismeretlen, a TRPV1, a TRPV3 és a TRPV4 viszont a faggyulipid-termelés negativ
szabalyozo6il:'® a TRPV1 és a TRPV3 aktivalasa mind a homeosztatikus, mind az
arachidonsavval (AA) kivaltott, aknét modellezd lipidszintézist képes csokkenteni,126:148
Erdekes modon a TRPV4 esetében ez a hatas a bazalis lipidtermelés estében nem érvényesiil,
de az aknét modellez koros faggyulipid-termelésre a masik két csatorndhoz hasonldéan
gatloan hat, és csokkenti a szebocitak proliferaciojat is.!?® A fenticken tul a TRP csatornak
a szebocitdk immunfenotipusara is hatdssal vannak. A TRPV1 aktivator kapszaicin
csokkenti az IL-1p felszabadulasat,’*® mig a TRPV3 aktivator karvakrol (részben TRPV3-
fliggetlen modon) t6bb kulcsfontossagu gyulladasos citokin kifejezédését (IL-1a, IL-1p, IL-
6, IL-8, TNF-0) és felszabadulasat (IL-1c, IL-1B, IL-6, IL-8) is fokozta.1?5

TRP csatornak a piloszebaceus egység masik tagjan, a szortiiszokon is kifejezddnek.
Nem kis részben munkacsoportunk korabbi tagjainak erdfeszitései nyoman az elmult
években fény dertilt arra, hogy a TRPV1,'% 3 TRPV3' &5 a TRPVA4241%4 3 g78rnovekedés
fontos negativ szabalyozoi. A kozelmultban pedig kollaboratoraink tollabol megjelent egy
publikacio, mely eredményei megalapoztak a jelen disszertacidban iS Osszegzett egyik
kutatast: Mardaryev és munkatarsai a TRPMS5 szerepét vizsgaltak a human szértiiszokben. 1

Kisérleteik soran megallapitottak, hogy a TRPMS kifejezddik a humén a sz0rtiisz6kon

¢s homeosztatikus aktivitdsa szerepet jatszik a hajciklus névekvd (anagén) fazisanak
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fenntartasaban, mivel mind a csatorna siRNS-medialt csendesitése, mind a csatorna
farmakologiai gatldsa TPPO-val elésegitette a katagén fazisba torténd korai atmenetet.!t®
Ebbdl levonhatd az a kovetkeztetés, hogy a TRPMS igéretes terdpias célpont lehet a
nemkivant szérnovekedéssel, illetve akaratlan szérvesztéssel jard korképek kezelése soran.
A publikacidban kozzétett immunfluoreszcens képek (7. dbra) alapjan azt lathatjuk, hogy a
faggyamirigyek periférids sejtjei is TRPMS-pozitivitast mutatnak, igy felmertilt, hogy a
TRPM5-6t célz6 terapias beavatkozasok soran faggyimirigyekhez kotédé mellékhatasok is
jelentkezhetnek, ezért a jelen értekezést megalapozd egyik kozlemény alapjaul szolgalo
kisérleteinkben a TRPMS kifejezddését és az elérheté TRPMS modulatorok hatésait

vizsgéltuk meg human szebocitdkon.

A B

TRPM5 DAPI TRPM5 Szortlisz6 isthmus Faggyumirigy

AtFIE.
,_}_M.

7. abra

A TRPMS expresszalodik a humdn szortiiszékon, és a faggyumirigyek periférids sejtjei is
TRPM5-pozitivitdst mutatnak (médositott abra)**®

(A) A szortiiszében immunfluoreszcens jelolést kovetéen erés TRPM5-expresszio (piros)
lathato a kiilsé gyokerhiively teriiletén (nyilhegyek), és gyengébb kifejezodés figyelheté meg
a hajmatrixban (nyilak), illetve a belsé gyokérhiivelyben (csillagok), mig a follikuldris
mezenchimdaban (dermalis papilla [DP] és kotoszoveti hiively) nem észlelheto specifikus jel.
(B) TRPMS5 immunporztivitas lathato a szortiiszé isthMusban és a faggyumirigyben is. A
faggyumirigyek esetében a bazdlis sejtekben (nyilak) magasabb TRPMS5 expresszio
észlelhetd, mint a differencidlt sejtekben (nyilhegyek). APM: musculus arrector pili; Bu:
., bulge” (;, dudor”’) régié; DP: dermdlis papilla; SG: faggyumirigy.
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2.3 Az antidepresszans fluoxetin (FX) borgyogyaszati repoziciondldsa

A fluoxetin (FX) egy igen elterjedt szelektiv szerotoninvisszavétel-gatld szer (SSRI),
melyet 1988 6ta alkalmaznak antidepresszans gyogyszerként.™® A major depresszios
epizodok kezelése mellett indikaciol kozott szerepel még az obszessziv-kompulziv zavar és
a bulimia is,**® azonban az évek alatt szimos mas jotékony hataséra is fény deriilt, mely
felveti mdas, a ,megszokottol” eltérd terlileteken, akar a boérgyodgyaszatban valod
alkalmazasanak lehetdségét is. Egy gyogyszer repozicionalasa nem egyediilallo dolog;™’
erre jO példa az egyre szélesebb kdrben ismertté valéo minoxidil, melyet legtobben hajhullas
elleni szerként ismernek, hiszen topikalisan alkalmazva igazoltan hatasos az androgén
alopécia kezelésére, azonban eredetileg vérnyomascsokkentdként jegyezték. ™’

A FX ,nem konvencionalis”, a dermatologaban is relevans hatdsairdl szdmos
tanulméany jelent meg, ezek alapjan a FX képes fokozni a melanintermelést,’®® a

159 s6t, topikalisan
alkalmazva a sebgydgyuldsra is pozitiv hatassal van, melyet diabéteszes egereknél,'®
emberek esetében pedig fertézott sebeknél!®! igazoltak. Ezeken tilmenden szdmos esetben

bizonyitast nyert, hogy a FX gyulladascsokkent'%? 1%

és a viszketéscsillapit61®%1¢7 hatast is
képes kivaltani. Itt fontos megemliteni, hogy ez utdbbi hatasok valoszintileg fliggetlenek a
klasszikus, szerotoninerg ttvonaltol; kozvetitésiikben leginkabb az NLRP3 (NOD-, LRR- és

pirin domént tartalmazo protein 3) inflammoszoma aktivacio,'®®

az indukalhat6 nitrogén-
oxid-szintaz altal kivaltott NO-felszabadulas és a ciklooxigenaz-2-medialt prosztaglandin
E2 termelés valédsziniileg glikogén-szintaz-kinaz [GSK]-3p-fiiggd gatlasa,'® illetve a PI3K
itvonal modulalasa jatszhatnak kozvetité szerepet.1/0-173

A fentiek miatt munkacsoportunkat is foglalkoztatni kezdte a FX lehetséges

borgyodgyaszati felhasznaldsanak témakore. Kézelmultban publikalt kisérleteink soran a FX

crer
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human epidermalis keratinocitakon. Megallapitottuk, hogy ebben a koncentracioban a FX a
PI3K-utvonal kozvetett gatlasaval jelent6sen csokkenti a TLR3 aktivator p(l:C) altal
indukalt gyulladasos reakciot és az endogén viszketésmediator endotelinek

felszabaduldsat.® Ismert, hogy a PI3K jelatvitel a gyulladasos folyamatok

174,175

crer

szabalyozasa mellett az epidermélis keratinocitdk proliferaciojat is fokozza,'’® ami
alapjan felmeriilt annak a lehetdsége, hogy a FX hosszabb tavi alkalmazdsa soran anti-
proliferativ hatast fejthet ki a human hamsejteken, és a proliferacios/differenciacios
egyensuly megvaltoztatasaval hatdssal lehet a hamsejtérés folyamatara, valamint az
epidermalis barrier felépiilésére is. Ezek a gondolatok tovabbi kisérletekre sarkalltak minket,
melyek eredményeként végiil megsziiletett a jelen disszertacidé alapjat képz6é masodik
publikacio.

A FX mellékhatasprofilja viszonylag kedvezének mondhatd (az SSRI-K csoportjaba
tartozo szerek koziil az egyik legnagyobb biztonsaggal alkalmazhato),!’” ezért a fentiek
fényében egy mar idézett tanulmany cimét kovetve mi is feltettiik a kérdést: ,, Megtanithatjuk
a régi gyogyszereket vy triikkokre? " Jelen tuddsunk alapjan a valasz igen, a szakirodalmi

adatok és eredményeink is arra utalnak, hogy érdemes tovabbi kutatasokat folytatni a FX

terapias felhasznalasanak mas teriiletekre valo kiterjesztésének érdekében.
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3. Célkituzeés

A fentiekben kifejtett sajat és irodalmi adatok és korabbi eredményeink alapjan a

kovetkez6 kérdések megvalaszolasat tiiztiik ki célul:

1. Kifejezddik-e a TRPMS funkcionalisan aktiv formaban a human szebocitakon?
2. Milyen hatassal vannak a TPRMS modulatorok a human szebocitdk bioldgiai

folyamataira?

3. A FX igéretes, gyulladascsokkent6 koncentracioja (14 pM) milyen hatassal van a

rrrrrrrrrr
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4. Anyagok és modszerek

4.1 A kisérletek soran hasznalt kezeloanyagok

Munkéank soran alkalmazott anyagokat az 1. tdbldzat tartalmazza. Els6 1épésként a
kezeldanyagokbol ezerszeres toménységli torzsoldatot készitettiink a gyartd altal javasolt
oldoszerben, ezt kdvetden az elkésziilt oldatokat fénytdl védve, -20 °C-on taroltunk.

1. tablazat
A kisérleteink soran alkalmazott kezelbanyagok osszefoglaldsa

NEV

R T LEIRAS OLDOSZER KAT. SZAM; GYARTO
W327204;
2,5-dimetilpirazin (DMP) TRPMS5 agonista PBS Sigma-Aldrich
(St. Louis, MO, USA)
SSRI 0927;
fluoxetin (FX) antide res,széns DMSO Tocris Bioscience
P (Bristol, Egyesiilt Kiralysag)
. G0798;
GSK1016790A TRPV4 agonista DMSO Sigma-Aldrich
GSK690693 Akt inhibitor DMSO GHEAS
Tocris Bioscience
. 8187110100;
2-heptanon (Hept) TRPMS5 agonista PBS Sigma-Aldrich
HY-124653;
J2 HSP27 inhibitor DMSO MedChem
(Sollentuna, Svédorszag)
. N HY-10328;
neflamapimod (Nefl) p38 MAPK inhibitor DMSO MedChem
e . . . . T84603;
trifenilfoszfin-oxid (TPPO) TRPMS5 antagonista DMSO Sigma-Aldrich
. . T4182;
tyrphostin AG 1478 (Tyr) EGFR antagonista ETOH Sigma-Aldrich
. HY-10253;
AG1024 IGF-1R antagonista DMSO MedChem

**Oldoszerek:
e PBS: foszfatpufferelt sooldat; 115 mM NaCl, 20 mM Na;HPOQOg4, pH 7.4 (mind Sigma-
Aldrich, St. Louis, MO, USA)
e DMSO: dimetil-szulfoxid (kat. szam: 34869; Sigma-Aldrich)
e ETOH: abszolat etanol (kat. szam: 1001901000; Scharlab Magyarorszag Kft.,
Debrecen, Magyarorszag)

A sejtek kezelésekor az ezerszeres higitas kozvetleniil a tapoldatban tortént.

Kisérleteink sordn mindig ,,0ldészer kontrollal” dolgoztunk, azaz a kontroll csoporthoz
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hozzdadtuk az aktudlisan vizsgélt anyag(ok) oldoszerét is ezerszeres higitasban, ezzel

kizarva az olddszerek esetleges aspecifikus hatdsanak lehet6ségét.

4.2  Sejtkulturak, sejttenyésztés

421 SZ95 human immortalizalt szebocitdak

A human faggylmirigysejtek vizsgélatdban az egyik legszélesebb korben hasznalt
immortalizalt sejtvonal az SZ95 (8. dbra), melyet Christos C. Zouboulis és munkatarsai
hoztak létre. Az altalunk is alkalmazott SZ95 sejtek (a felhaszndlasat lehetévé tevd
anyagatadadsi  szerzédés szama: SZ95-A  236-1) egy 87 éves nd arcbdrének
faggyumirigyeibdl szdrmaznak, a transzfekcidt egy olyan PBR-322 alapt plazmiddal

Az SZ95 szebocitak tenyésztése soran a Sebomed Basal Medium® (kat. szam: F8205-
500 ml; Merck KGaA, Darmstadt, Németorszag) tapoldatot hasznaltuk, melyet az
alabbiakkal egészitettiink ki: 10 V/V% hdvel inaktivalt magzati borju szérum (FBS; kat.
szam: 10500-064; Gibco, Thermo Fisher Scientific Waltham, Massachusetts, USA), 1 mM
CaCly (kat. szam: C7902; Sigma-Aldrich), 5 ng/ml human rekombinans epidermalis
novekedési faktor (hrEGF; kat. szam: E9644; Sigma-Aldrich), 1,12 pg/ml amfotericin B
(kat. szdm: 15290018; Gibco) 1:500 aranyu MycoZap™ Plus-CL (kat. szam: VZA-2012;
Lonza, Basel, Svajc). A sejteket 37 °C-o0s, parasitott, 5% CO tartalmu inkubatorban
tenyésztettiik, kétnaponta tapoldatot cseréltiink rajtuk. A konfluencia-indukalt
differenciadlodas megeldzésére a szebocitdkat 60-70%-0s konfluencia elérésénél passzaltuk.

A Mycoplasma fert6zés kizarasahoz a sejtkultarakat MycoStrip™ Mycoplasma
Detection Kit (kat. szam: rep-mys-10; Invivogen, San Diego, Kalifornia, USA)

felhasznéldsaval ellendriztiik; az eredmény minden esetben negativ lett. Az SZ95 szebocitdk
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tenyésztesét Arany Jozsef, Nyitrai Tamara, Barotané Kovacs Monika, Peto Orsolya, Tolvaj

Beatrix és Adam-Nagy Dorottya végezte.

8. dbra
8795 tenyészet (sajat kép)
100 x nagyitas, faziskontraszt-mikroszkopos felvétel.

4.2.2 A HaCaT human immortalizalt epidermalis keratinocita sejtvonal

Kisérleteink sordan a borgyogyaszati kutatdsokban széles korben alkalmazott human
immortalizalt epidermalis keratinocita sejtvonalat, a HaCaT-ot hasznaltuk (9. dbra). A
HaCaT egy human felnétt borbdl szarmazo, spontan transzformalddott aneuploid sejtvonal,
mely megdrizte teljes epidermalis differencialodasi képességét,t’®17® raadasul a sejtek
lipiddsszetétele, melynek fontos szerepe van a barrierformalasban, szinte teljesen azonos a
primer keratinocitakéhoz.'®

A HaCaT keratinocitak tenyésztése alacsony Ca?* tartalmu (végsé Ca?* koncentracid
~250 uM) Dulbecco's Modified Eagle Medium-ban, azaz DMEM-ben (kat. szam: 21068028;
Gibco, Thermo Fisher Scientific) tortént. A tapoldatot az alabbiakkal egészitettiik ki: 10
V/V% héinaktivalt FBS (kat. szam: 10500-064; Gibco, Thermo Fisher Scientific), 1:500
aranyt MycoZap™ Plus-CL (kat. szam: VZA-2012; Lonza) és 1:100 aranya L-glutamin

(GlutaMAX™; kat. szam: 35050061; Gibco, Thermo Fisher Scientific). A sejteket 37 °C-
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0S, 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?'-tartalmi DMEM-et (kat. szam:
31966021; Gibco, Thermo Fisher Scientific) hasznaltunk tapoldatként, melyhez 10 V/V%
héinaktivalt FBS-t és 1:500 aranyG MycoZap™ Plus-CL-t adtunk kiegészitésként. A
médium végsé Ca?" koncentracioja ebben az esetben ~1.86 mM volt. A differenciciora
gyakorolt hatasok vizsgalatat célzo kisérleteinkben a kezelésekre a konfluencia elérése utan,
a differenciaciot elésegitd tapoldatban keriilt sor.

A Mycoplasma fertézés kizarasahoz a sejtkultirakat a mar emlitett MycoStrip™
Mycoplasma Detection Kit (kat. szam: rep-mys-10; Invivogen) felhasznalasaval
ellendriztiik; az eredmény minden esetben negativ lett. 4 HaCaT keratinocitdk tenyésztését
Volascsekné Dr. Toth Kinga Fanni, Barotiné Kovdcs Monika és Adam-Nagy Dorottya

végezte.

9. dbra
HaCaT tenyészet (sajat kép)
100 x nagyitas, faziskontraszt-mikroszkopos felvétel.
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4.2.3  Primer normdl human epidermalis keratinocitak (NHEK)

A primer human epidermalis keratinocitdkat (NHEK) borgyogyaszati szempontbol
egészséges felndttek egyéb okbol elvégzett sebészeti beavatkozésa soran eltavolitott
bérdarabokbol izolaltuk. A bor eltavolitasa elott az Onkéntes donorok megfeleld
tajékoztatasat kovetden irasos beleegyezésiiket adtdk a mintdk kutatdsi célra torténd
felhasznalasdhoz. A kisérletekre a Debreceni Egyetem Regionalis ¢€s Intézményi
Kutatasetikai Bizottsdga ¢és a Nemzeti Népegészségiigyi Kozpont jovahagyasaval
(azonositok: 61566-5/2021/EUIG, DE RKEB/IKEB 4988-2018), a Helsinki Deklaracid
iranyelveinek betartasa mellett keriilt sor.

A bérmintat az eltavolitast kovetden az izolalasig 4 °C-on, minimum 1 oran keresztiil
az ugynevezett ,transzport médiumban” taroltuk: DMEM-et (kat. szam: 21068028; Gibco,
Thermo Fisher Scientific) egészitettiink ki 1%-os Pen/Strep oldattal (a penicillin végs6
koncentracioja: 100 1U/ml; a sztreptomicin végsé koncentracioja: 100 pg/ml; kat. szam:
15140122; Gibco, Thermo Fisher Scientific) és amfotericin B-vel (végkoncentracio: 0,5
pg/ml; kat. szam: 15290026; Gibco, Thermo Fisher Scientific). Az izolalas elsé napjan a
mintdk eldkészitése és enzimatikus emésztése zajlott, mely soran a Szubkutdn zsirszovetet
eltavolitottuk, a mintakat feldaraboltuk kb. 6-10 mm-es darabokra, majd 0,25%-0s tripszinbe
(kat. szam: 27250018; Gibco - Thermo Fisher Scientific) helyezve inkubaltuk 6ket 20 éran
keresztiil 4 °C-on. Ezt kdvetden csipesszel eltavolitottuk az epidermiszt, majd megkapartuk
a mintak felszinét, meglazitva ezzel a bazalis réteg sejtjeit. Az enzimatikus emésztést par ml
szérum vagy szérumot is tartalmazo tdpoldat hozzdadasaval allitottuk le, majd a proliferaciot
elésegité Green’s médium (300 ml DMEM [kat. szam: 31966021; Gibco, Thermo Fisher
Scientific], 150 ml HAM's F12 Nutrient Mix [kat. szam: 21765037; Gibco, Thermo Fisher
Scientific], 50 ml FBS [kat. szam: 10500-064; Gibco, Thermo Fisher Scientific], 5 ml

Pen/Strep oldat [kat.szam:15140-122; Gibco, Thermo Fisher Scientific], 5 ml 4,86 mg/ml
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adenin [kat. szam: A2786; Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA], 0,5 ml 5 mg/ml inzulin
[kat. szam: 19278; Sigma-Aldrich], 1 ml 0,2 mg/ml hidrokortizon [kat. szam: H0888; Sigma-
Aldrich], 0,5 ml 1,36 pg/ml trijod-tironin [kat. szam: T2877; Sigma-Aldrich], 0,5 ml 107 M
koleratoxin [kat. szam: C8052; Sigma-Aldrich] és 10 pg/ml hEGF [kat. szam: E9644;
Sigma-Aldrich]) segitségével 0Osszegylijtottok a lekapart epidermisz darabokat és
keratinocitakat, majd er6sen vortexeltiik az oldatot. A sejtszuszpenziot 100 um porusméretii
steril szré (kat. szam: 22363549; Gibco, Thermo Fisher Scientific) hasznalataval
elvalasztottuk a tormelékt6l, majd a szlrt szuszpenziot centrifugaltuk. Az igy kapott
sejtekhez friss Green’s médiumot adtunk, majd aranyosan szétosztva, kb. 50.000 sejt/ml
denzitdsban, T75-0s tenyésztéedényekbe helyeztik Oket (0. passzazs). A
tenyésztoedényeket 3 napig nem mozgattuk, majd a sejtek letapadasat kovetden, jellemzéen
az izolalas utani 5. napon, a tapoldatot EpiLife-ra (kat. szam: MEPISO0CA; Gibco, Thermo
Fisher Scientific) cseréltiik, melyet antibiotikum nélkiili HKGS kittel (,,Human Keratinocyte
Growing Supplement”, azaz human keratinocitak ndvekedését segité készitmény; kat. szam:
S001K; Gibco, Thermo Fisher Scientific;, a kit tartalma és azok végkoncentracidja a
tapoldatban: 0,2 V/V % szarvasmarha hipofizis kivonat; 0,01 pg/ml human rekombindns
inzulinszert novekedési faktor-1; 0,18 pg/ml hidrokortizon; 5 ug/ml szarvasmarha
transzferrin; 0,2 ng/ml hrEGF) egészitettiink ki. A differenciacio indukalasahoz magasabb
Ca?*-tartalmu (1,8 mM) EpiLife-ot hasznaltunk. A sejteket 37 °C-0s, parasitott, 5% CO>
tartalmtl inkubatorban tenyésztettiik, kétnaponta tapoldatot cseréltiink rajtuk, majd 60-70%-
os konfluencia elérésénél passzaltuk. Mivel primer sejtekrdl van szo, kisérleteinkhez 4.
passzazsszam alatti keratinocitdkat hasznéltunk. A donorokra vonatkoz6 adatok a 2.

tdblazatban talalhatok. A sejtek izoldldsdt és tenyésztését Adam-Nagy Dorottya végezte.
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AZONOSITO

2. tablazat
Az NHEK donorok adatai

KOR (£V)

REGIO

PASSZAZSSZAM SZINKOD*

24-01 férfi 75 has 2
24-02 férfi ismeretlen has 2
24-06 férfi 69 has 2

*A4 szinkodok jelolik az eredmény abrdakon az adott donorhoz tartozo adatpontokat.

4.3  Rekonstrualt epidermisz-ekvivalens modellben végzett kisérletek

Kisérleteink soran egy ,,in Vivo-szerii” modellt is alkalmaztunk, a 3D human

rekonstrudlt epidermisz-ekvivalenst, mely lehetévé teszi primer keratinocitak

felhasznéldsaval egy haromdimenzids szerkezeti, a huméan bor epidermalis rétegéhez
nagymértékben hasonitd rendszer létrehozasat, melyre az egyszerliség kedvéért leginkabb
,,3D modellként” vagy ,.epidermisz-ekvivalensként” hivatkozunk,81182

A human keratinocitdk haromdimenzios levegod-folyadék hatarfeliileten torténd
specialis tenyésztésével teljesen rétegzodott epidermisz modell hozhatd 1étre, melyben
megtalalhatoak a felham fobb rétegei, a stratum basale. a stratum spinosum, a stratum
granulosum és a stratum corneum (10. dbra). A sztratifikacio és a kornifikacio lehet6vé teszi
a differencialodasi folyamatok és az epidermalis barrier funkciondlis vizsgalatat ¢és

kiilonboz6 bérbetegségek modellezését.18?
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10. abra
A human epidermisz-ekvivalens modell rétegei (sajat kép)
Hematoxilin-eozin festés, 300 x nagyitas (SC: stratum corneum; SG: stratum granulosum;
SS: stratum spinosum; SB: stratum basale, f: a transzwell-filter).

4.3.1 A rekonstrualt epidermisz-ekvivalens modell létrehozasa

A 3D rekonstrudlt epidermalis ekvivalensek 1étrehozasahoz sziikséges bormintakat a
Helsinki Deklaracio iranyelveinek betartasa mellett Radboudumc (Radboud University
Medical Center, Nijmegen, Hollandia) Bdérgyogyaszati Tanszéke biztositotta. Az
anonimizalt mintdkb6l a primer keratinocitak izolalasat standardizalt protokolljuk!82183
alapjan a Radboudumc prof. dr. Ellen van den Bogaard altal vezetett ,,Innovative
Experimental and Translational Dermatology” kutatocsoport munkatarsai végezték.
segitd médiumot hasznaltak, melynek Osszetevoi a kovetkezOk: 300 ml magas gliikéz
tartalma DMEM (kat. szam: D6546; Sigma-Aldrich), 150 ml Ham’s F12 és 50 ml FBS (kat.
szam: SH30071.03; GE Healthcare Life Sciences), mely kiegészitésre keriilt 4 mM L-
glutamin, 100 U/ml penicillin-sztreptomicin, 24,3 pg/ml adenin, 5 pug/ml inzulin, 0,4 pg/ml
hidrokortizon, 1,36 ng/ml trijod-tironin és 10™* 1U/ml koleratoxin hozzaadasaval.

A boérbdl 6 mm atmérdjii, teljes vastagsagi darabokat vagtak ki biopszids korkés
segitségével, és a mintakat 4 Oran keresztiil, 4 °C-on antibiotikumos/antimikotikumos
tapoldatba helyezték (a fent emlitett DMEM, kiegészitve 1:100 aranyu gentamicinnel [Kat.

szam: G1397; Sigma-Aldrich] és egy masik, 1:1000 aranyt antibiotikum/antimikotikum
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tartalmu oldattal is [ez a keverék tartalmaz penicillint, sztreptomicint és amfotericin B-t; kat.
szam: A5955; Sigma-Aldrich]). Ezt 0,25%-os tripszines emésztés kdvette egy éjszakan at, 4
°C-on, majd az enzimatikus reakciot FBS hozzaadasaval allitottdk le. A keratinocitak
kinyeréséhez a mintakrdl csipesszel lehuztak az epidermiszt, és megkapartdk a biopszidk
felszinét, majd a tapoldatban 6sszegylijtott szuszpenzioét 100 pm porusméretii sejtsziirdvel
sziirték és centrifugaldst kovetden 50.000 sejt/cm? denzitasban feeder” sejtekre
sz¢lesztették. ,,Feeder”, azaz sejtek letapadast segit6 sejtrétegként y-sugarzassal kezelt 3T3-
J2 sejteket alkalmaztak. Két nap elteltével, amikor a keratinocitak letapadtak, a tapoldatot
10 ng/ml epidermdlis novekedési faktorral kiegészitett novekedést segitd médiumra
cseréltek. A 95%-os konfluencia elérésekor a 0,25%-o0s tripszinnel torténd enzimatikus
emésztés soran a 3T3-J2 sejtek eltdvolitasra keriiltek, a visszamaradd keratinocitakat pedig
10% DMSO tartalmu tapoldatban lefagyasztva, -70 °C-on taroltak a felhasznalasig.

A 3D modell tenyésztéséhez minden esetben 0 passzazsszamu primer keratinocitakat

hasznaltunk (3. tabldzat).

3. tablazat
A rekonstrualt epidermisz-ekvivalensek létrehozasahoz hasznalt primer keratinocitik
adatai

AZONOSITO NEM REGIO PASSZAZSSZAM SZINKOD*

KOR (EV)

KC-36 anonimizalt adatok 0
KC-37 anonimizalt adatok 0
KC-38 anonimizalt adatok 0

*A szinkodok jelolik az eredmény abrakon az adott donorhoz tartozo adatpontokat.

A 3D modellek 1étrehozasahoz 0,4 um porusméretii inzert/24-well plate rendszert (kat.
szam: 141002; Thermo Fisher Scientific) hasznaltunk, melyek filter feliiletét elékezeltiik
patkanyfarok I-es tipusu kollagénnel (kat. szam: C3867; Sigma-Aldrich). A kollagént 100

pug/ml koncentraciora higitottuk hideg PBS-ben, majd 1 6ran keresztiil 4 °C-on inkubaltuk a
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lemezeket. Ezt kovetden a felesleges oldatot ovatosan eltavolitottuk az inzertekbdl, és a
feliiletet hideg PBS-sel mostuk.

A primer keratinocitakat 150.000 sejt/well stirtiségben szélesztettiik az inzertek
filterére ,,proliferacios médium” (CnT-Prime Epithelial Culture Medium; kat. szam: CnT-
PR; CELLnTEC, Bern, Svéjc), felhasznalasaval, s igy tenyésztettiik 2 napig (-3. és -2. nap),
ez id6 alatt konfluens keratinocita monoréteg alakult ki. A -1. napon a tapoldatot
ndifferenciaciés médiumra” cseréltiik (60% CnT-Prime 3D Barrier Culture Medium, [Kat.
szam: CnT-PR-3D; CELLnTEC] kiegészitve 40% DMEM-mel, [kat. szam: D6546; Gibco,
Thermo Scientific]).

A 0. napon az inzerteket leveg6-folyadék hatarfeliiletre emeltiik, és a sejtek felszinérdl
eltavolitottuk a tapfolyadékot, eldsegitve ezzel a differenciacid ¢€és az epidermisz
rétegz0désének folyamatat. A sejteket ezutan a folyamat végéig (8. nap) differencidcios
tapoldatban tenyésztettiik, és a médiumot minden mésodik nap frissre cseréltiik. A sziikséges
kezelések a 6. és 7. napon torténtek. A folyamatot az atlathatésag érdekében a 11. dbra
foglalja 0Ossze. A 3D rekonstrualt epidermisz-ekvivalens modellek létrehozasat és
feldolgozasat Adam-Nagy Dorottya végezte dr. Hanna Niehues és prof. dr. Ellen van den

Bogaard feliigyeletével. A kisérletekre prof. dr. Ellen van den Bogaard laboratoriumadban

keriilt sor.
PM
-3. nap -1. nap 0. nap 2.és4.nap 6.és7.nap 8. nap
szélesztés médium csere  inzert emelés médium frissités kezelés feldolgozas

11. dbra
A rekonstrualt epidermisz-ekvivalens modell létrehozdsdanak lépései (sajat abra)
(PM: proliferdcios médium,; DM: differenciacios médium).
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4.3.2 Mintaeldkeszités

A tapoldatbol eltavolitott inzertek kdozepébdl 6 mm-es biopszias korkés segitségével
mintakat (a filter réteggel egylitt) metszettiink (12. ), melyeket ezt kdvetden szikével

elfeleztiink a tovabbi felhasznalashoz.

12. abra
A rekonstrualt epidermisz-ekvivalens

modell mintaeldkészités elso lépése, az
eltavolitott inzertekbdl kivagott 6 mm-

es biopszia (sajat felvétel).

A felezett mintakat 4%-0s pufferelt formalinba (kat. szam.: 9713.5000; VWR
Chemicals) helyeztiik a fixalashoz, dehidraltuk, paraffinaltuk majd paraffinba (kat. szam:
LEIC8889502004; Leica Microsystems, Wetzlar, Németorszag) agyaztuk. A beagyazast
megel6z6 szovetelokészitési protokoll 1épéseit a 4. tablazat foglalja 6ssze. A paraffinos

blokkokbol késébb 6 um-es metszeteket készitettiink a tovabbi vizsgalatokhoz.

4. tablazat
A szovetelokészités lépései humdn epidermisz-ekvivalens modell esetében

LEPES HASZNALT ANYAG IDOTARTAM |
1. 4% pufferelt formalin 1 6ra
2. 70%-0s etanol 1 6ra
3. 80%:-0s etanol 1 6ra
4, 90%-0s etanol 1 ora
5. 96%-0s etanol 1 6ra
6. abszolut etanol 1 6ra
7. abszolut etanol 1 6ra
8. Neo-Clear* 1 ora
9. Neo-Clear* 1 6ra
10. | Neo-Clear* 1 6ra
11. | Paraffin 1 6ra
12. | Paraffin 1 6ra
13. | Paraffin** 1 6ra

*A Neo-Clear™ (kat. szam.: 109843, Sigma-Aldrich) és alternativai a szovettani rutinban
hasznalt xilol helyettesitésére szolgalnak; kevésbé parolog és kevésbé artalmas.

**Beagyazasig a mintdkat az utolso paraffinban taroltuk.
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4.3.3 Hematoxilin-eozin (HE) festés

A paraffinos metszeteket deparaffinaltuk és rehidraltuk: haromszor 5 percig
inkubaltuk a mintakat xilol helyettesitoben, majd a leszallo alkoholsor kdvetkezett, melyet
desztillalt vizzel zartunk, ezeket szintén 5-5 percig alkalmaztuk. A sejtmagok
megjelenitésére a metszeteket 5 percre Mayer-féle hematoxilinbe (kat. szam: MHSI16;
Sigma-Aldrich) helyeztiik, a kékes-lilas szint 5-10 perces csapvizes mosassal értiik el.
Desztillalt vizes oOblitést kovetden a lemezeket eozinba (kat. szam: HT110216; Sigma-
Aldrich) meritettiik, ezzel a citoplazmat rézsaszinre festve, végiil a folyamatot desztillalt
vizes mosassal, majd viztelenitéssel zartuk, és glicerin-zselatinnal (kat. szam: GG1; Sigma-
Aldrich) lefedtik a metszeteket. A metszetek fotozasa Olympus BXS53 (Olympus

Corporation, Tokio, Japan) fénymikroszkoppal tortént.

13. dbra
A HE festett metszeteken végzett rétegvastagag-méreés (sajat dbra)

Az epidermisz-ekvivalens modellek 6 um-es paraffinos metszetein HE festést végeztiink,
300 % eredeti nagyitasu felvételeken lemértiik 5 véletlenszeriien valasztott teriileten az dsszes
réteg vastagsdagat és az élo sejtes rétegeket, a stratum corneum vastagsagat az 6sszes réteg
és az ¢lo sejtes rétegek vastagsaga kozotti kiilonbségként szamoltuk ki, minden adatot a
transzwell-filter vastagsagdra normalizalva adtunk meg.

Az Osszes réteg vastagsagat €s az €10 sejtes rétegek (stratum basale, stratum spinosum
¢s stratum granulosum) vastagsagat az ImageJ 1.51j8 szoftver (National Institute of Health,
Bethesda, MD, USA) segitségével lemértiik 5 véletlenszeriien vélasztott teriileten, mig a

stratum corneum vastagsagat az Gsszes réteg €s az €16 sejtes rétegek vastagsaga kozotti
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kiilonbségként szamoltuk ki (13. dbra). Minden mérést 300x-os eredeti nagyitassal késziilt
képek felhasznalasaval végeztink, minden adatot a transzwell-filterek vastagsagara

normalizaltunk. A HE festést és a képanalizist Addm-Nagy Dorottya végezte.

4.3.4 Keratin 1 (K1) és keratin 10 (K10) jelélés

Elso 1épésként a paraffinos metszeteket deparaffinaltuk és a HE festésénél leirtakkal
azonos modon rehidraltuk, majd a hd-indukalt antigénfeltaras kovetkezett, mely soran
mikrohulldmu siitdben a metszeteket citrat pufferbe (10 mM, pH 6; kat. szam: C9999;
Sigma-Aldrich) helyezve 750 W-on 10 percig melegitettiik, figyelve arra, hogy a puffer ne
forrjon fel. A metszeteket a pufferben hagytuk kihiilni, majd haromszor 5 percig PBS-ben
mostuk Oket. Ezt kovetden a lemezeket 15 percre 3%-0s H202-oldatba (kat. szam:
23619,264; VWR International; PBS-ben higitva) tettiik, hogy blokkoljuk az endogén
peroxiddz enzim aktivitasat. Ezt ismét haromszor 5 perces PBS-es mosas kovette, majd
normdl kecske szérummal blokkolést végeztiink (5% szérum, PBS-ben higitva; kat. szam:
B11-035; PAA Laboratories, Colbe, Németorszag) 15 percig szobahdmérsekleten.

A metszeteket elsddleges antitesttel inkubaltuk: a K1-antitestet (egér monoklonalis
antitest; kat. szam: NB100-2756; Novus Biologicals, Bio-Techne, Minneapolis, MN, USA)
1:200 aranyban, mig a K10-antitestet (tengerimalac poliklonalis antitest; kat. szam: GP-K10;
Progen Biotechnik, Heidelberg, Németorszag) 1:100 aranyban alkalmaztuk, az antitesteket
(els6dlegeseket és késébbiekben a masodlagosokat is) minden esetben 1% szarvasmarha
szérumalbumint (BSA; kat. szam: PM-T1725; BioSera, Cholet, Franciaorszag) tartalmazo
PBS-ben higitottuk. Az inkubacid 4 °C-on tortént egy &jszakan keresztiil. A kovetkezd napon
a lemezeket ismét haromszor 5 percig PBS-ben mostuk. A Kl-antitesttel kezelt mintakat
1:200 higitasu, biotin-konjugalt masodlagos antitesttel (kecskében egér immunglobulin Fc

szegmens ellen termeltetett; kat. szam: E0433; Dako, Agilent, Santa Clara, CA, USA)
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inkubéltuk 60 percig szobahdmérsékleten, majd a HRP-konjugéaciohoz az ABC-modszert
hasznaltuk, mely sordn, avidin/biotin alapu peroxidaz reagenst (Vectastain Elite ABC-HRP
Kit, kat. szdm: PK-6100; Vector Laboratories, Newark, CA, USA) alkalmaztunk a gyarto
leirasanak megfeleléen. A K10 jelolt mintdkat 1:100 aranyban higitott HRP-konjugalt
masodlagos antitesttel (kecskében tengerimalac immunglobulin Fc szegmens ellen
termeltetett; kat. szam: sc-2903; Santa Cruz Biotechnology; Dallas, TX, USA) 60 percig
szobahémérsékleten inkubaltuk.

A peroxidaz aktivitast a K1 és K10 metszetek esetében is 3-amino-9-etil karbazol
(AEC) kromogén (AEC Staining Kit; kat. szam: AEC101; Sigma-Aldrich) segitségével
mutattuk ki a gyartéi protokollt kdvetve. A metszeteket haromszor 5 percig PBS-ben
mostuk, majd végezetiil a sejtmagokat Mayer-féle hematoxilinnel festettiik. A metszetek

fotézasa Olympus BX53 (Olympus Corporation, Tokio, Japan) fénymikroszkoppal tortént.

14. dbra
A K1- és K10-jelolt mintak szemikvantitativ immunhisztomorfometriai elemzése

(sajat abra)

Az epidermisz-ekvivalens modellek 6 pum-es paraffinos metszetein K1 és Kl10-jelolést
vegeztiink. A 300% eredeti nagyitasu felvételeken a képek inverziojat kévetoen minden
latomezoben megmeértiik a relativ pixelintenzitast az epidermisz osszes €lo szuprabazalis
rétegere kiterjedo teriileten.

A K1 ¢és K10 expresszidjanak szemikvantitativ immunhisztomorfometriai elemzése az
eredeti 300x nagyitast képeken zajlott ImageJ 1.51j8 (NIH) szoftver segitségével. A képek

inverzidjat kovetden minden latdbmezdben megmértiik a relativ pixelintenzitist az
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epidermisz Osszes €16 szuprabazalis rétegére kiterjedd teriileten (14. dbra). A K1 és K10

Jjelolést Adam-Nagy Dorottya, a kiértékelést dr. Olah Attila és Adam-Nagy Dorottya végezte.

4.3.5 Ki-67 jelolés

Deparaffinalast, rehidralast és desztillalt vizes oblitést kovetden a metszeteket 2 percig
antigénfeltarasnak vetettiik ald, ami kukta felhasznaldsaval, tilnyomason tortént citrat
pufferben (11 mM, pH 6). Ezt ismét desztillalt vizes Oblités kovette, majd az endogén
peroxidaz aktivitas blokkolasaval folytatodott a folyamat, mely 3%-os hidrogén-peroxid
oldatban t6rtén 10 percig, szobahdmérsékleten. Ujabb desztillalt vizes 6blités kovetkezett,
majd tris alapti mosépufferrel mostuk a metszeteket 5 percig (TBS, ,, Tris Buffered Saline”;
50 mM Tris [kat. szam: T1378; Sigma-Aldrich], 150 mM NacCl [kat. szam: 27800.291; VWR
International]; pH 7,4). Ezt kovetéen Ki-67 elsddleges antitesttel (egér monoklonalis
antitest, klon: MIB-1; kat. szam: M7240; Dako, Agilent) 30 percig, szobahdmérsékleten,
nedves kamraban inkubaltuk a lemezeket. Az antitestet 1:150 ardnyban alkalmaztuk, a
higitas 1%-0s BSA (kat. szam: PM-T1725; BioSera) tartalma TBS-ben tortént.

A primer antitestes inkubaciot haromszor 3 perces TBS pufferes Oblités kovette. A
masodlagos antitest kit (EnVision FLEX Mini Kit; kat. szdm: K8023, Dako, Agilent)
formajaban allt a rendelkezésiinkre, mely kecskében egér, valamint nytil immunglobulin Fc
szegmens ellen termeltetett és HRP-vel konjugalt polimer alapu detektalo reagenst
tartalmazott. Ezzel a reagenssel a mintakat 30 percen keresztiil, szobahdmérsékleten
inkubaltuk, melyet ismét haromszor 3 perces TBS pufferes 6blités kovetett, ezzel eltdvolitva
a be nem kotédott antitesteket. Az antitest kotés vizualizaldsahoz 3,3'-diaminobenzidin
(DAB) kromogént alkalmaztuk 7 percig, ami szintén az elébb emlitett kit része. A DAB a
HRP-vel katalitikus reakcioba 1épve barna szinii festédést ad a Ki-67+ sejtmagoknak. A

reakcid sikerességét mikroszkop alatt ellendriztiik, a folyamatot desztillalt vizes mosassal
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allitottuk le. Utolso 1épésként hematoxilinnel magfestést végeztiink. A metszetek fotozasa

Keyence VHX-970F (Keyence Corporation, Oszaka, Japan) digitalis mikroszkdppal tortént.
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15. dbra
Ki67 festés rekonstrudlt epidermisz-ekvivalens modellen (sajat felvétel)

Ki-67 jelolés, reprezentativ dbra. 300 x-os eredeti nagyitds, a kiértékelés soran a bazalis
réteg minden sejtjét megszamoltuk. Barna nyil: tipikus Ki-67+ sejtmag. Kék nyil: tipikus
Ki-67- sejtmag.

A kiértékelés soran a bazalis rétegben 1évo Osszes sejtmagot megszamoltuk ImageJ
1.51j8 szoftver (NIH) segitségével (15. dbra), majd ezt kdvetéen kiszamitottuk a Ki-67+
sejtmagok aranyat. A Ki-67 jelolést dr. Por Agnes, a kiértékelést dr. Olah Attila és Addm-

Nagy Dorottya végezte.

4.3.6 Lucifer Yellow festékpenetrdcios assay

Rekonstrualt epidermisz-ekvivalens modellen a barrierformalas és a tight junction-6k
épségének vizsgalatara Lucifer Yellow (LY) alapt festékpenetracios assay-t, ugynevezett
,,outside-in" 8 azaz , kintrdl befelé” technikat alkalmaztunk (16. dbra).

A LY egy hidrofil vegyiilet, mely topikalisan alkalmazva ép barrier esetén a stratum
corneumon nem tud athatolni, azonban a sériilt fizikai védvonalon keresztiil képes a bor
mélyebb rétegibe is bejutni, a festék fluoreszcens tulajdonsdgénak koszonhetden igy
vizualizalhatjuk, hogy egy kisérlet sordn alkalmazott kezelések milyen hatdssal vannak az

epidermalis barrierre, 84186
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16. dbra
Lucifer Yellow festékpenetrdcios assay rekonstrudlt epidermisz-ekvivalens modellen
(sajat felvétel)

Lucifer Yellow (LY) jeloles, reprezentativ abra. 300 %-os eredeti nagyitas, a LY: zolddel, a
DAPI-val jelolt sejtmagok kékkel megjelenitve.

A 3D modellek LY-jelolése az utolso, 8. napon tortént, a mintak begyijtése elott. Egy
steril Givegcilindert helyeztiink az inzertekbe a sejtréteg felszinére, ebbe pipettaztuk bele a
25 wl 1 mM-os vizben higitott LY-t (kat. szam: L0259; Sigma-Aldrich), majd tligyelve a
fényvédelemre, 37 °C-on 3 oran keresztiil inkubaltuk a tenyészeteket.

ALY oldat és a cilinderek eltavolitasat kovetden a mintakat a korabbiakhoz hasonldoan
paraffinba agyaztuk. A vizsgalat soran 6 pm-es paraffinos metszeteket deparaffinaltuk €s
(4’,6-diamidino-2-fenilindol; kat. szam: MBDO0015-5ML; Sigma-Aldrich). A lemezeket
végiil PBS-ben mostuk haromszor 5 percig, a fedéshez pedig floureszcens vizsgéalatokkal
kompatibilis Fluoromount médiummal fedtiik le (kat. szam: F4680-25ML; Sigma-Aldrich).

A fluoreszcensen jelolt metszetek vizualizalasdhoz konfokalis mikroszkopot (Zeiss
LSM 880 Airyscan; Zeiss, Oberkochen, Németorszag) és a hozza tartoz6 Zen 3.5 Blue
szoftvert hasznaltuk. Az excitacios hullamhossz a LY esetében 488 nm, a DAPI esetében
405 nm volt, mig az emisszidhoz a valasztott filter a LY-nal 479-663 nm, a DAPI-nal 410-
469 nm volt. A LY jelolést Adam-Nagy Dorottya végezte, a képeket dr. Szabé Ldszlé

keszitette.
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4.4 RNS tisztitas, reverz transzkripcio és kvantitativ, valos idejii polimeraz

lancreakcio (RT-qPCR)

A sejteket génexpresszids vizsgalathoz minden esetben 500.000 sejt/35 mme-es Petri
csésze denzitasban szélesztettiik. Az adott kisérlethez sziikséges kezelést kovetden, illetve a
megfeleld kezelési id6 leteltével a feliiluszot eltavolitottuk, a sejteket 500 pl TRIzol
reagensben (kat. szam: AM9738; Invitrogen, Thermo Fisher Scientific) gyjtottiik dssze, a
mintakat pedig felhasznalasig -80 °C-on taroltuk. A teljes RNS kivonasahoz a TRIzol-0s
sejtekhez elészor kloroformot (kat. szam: 372978-1l; Sigma-Aldrich) adtunk, erdsen
vortexeltiik, majd 13.000/perc fordulatszamon, 4 °C-on 15 percig centrifugaltuk Oket,
kiilonvalasztva ezzel az RNS-t tartalmazo vizes fazist. Az RNS extrakciohoz a felso, vizes
fazist atmértiik egy tiszta csObe és izopropanollal (kat. szam: 19516-500ml; Sigma-Aldrich)
egészitettlik ki. Centrifugalas (10 perc, 13.000/perc fordulatszam, 4 °C) el6tt ismét erdsen
vortexeltiik, majd szobahémérsékleten inkubaltuk 10 percig. A kapott pelletrdl elészor
eltavolitottuk az izopropanolt, majd 75%-os etanollal (kat. szam: 20821296; VWR) mostuk
¢és ismét centrifugaltuk (10 perc, 13.000/perc fordulatszam, 4 °C) a mintdkat. Az izolalt RNS-
t ezutan szaritottuk, majd 20 ul nukleaz mentes vizben (kat. szam: 1039480; Qiagen, Hilden,
Németorszag) feloldottuk, és -80 °C-on taroltuk a kovetkezd lépésig.
ellendrzése elézte meg, amihez NanoDrop-1000 spektrofotométert (Thermo Fisher
Scientific) hasznaltunk. A reverz transzkripcidohoz elére meghatarozott, egységes
koncentraciora higitottuk az RNS mintakat, majd a gyarto protokollja alapjan DNaz kezelést
(DNase I, Amplification Grade; kat. szam: 18068015; Invitrogen) alkalmaztunk a genomi
DNS szennyezés eliminalasara. A reakcidelegyet 37 °C-on 30 percig inkubaltuk, majd 50
mM EDTA (kat. szam: 324503; Merck Millipore, Burlington, MA, USA) hozzaadasat

kovetden 75 °C-on tartottuk 6ket tovabbi 10 percig. A folyamat utolso szakaszaban High
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Capacity cDNA Reverse Transcription Kit with RNase Inhibitor-t (kat. szam: 4374967;
Applied Biosystem, Thermo Fisher Scientific) hasznalva a gyarto6i protokollnak megfeleléen
a mintdinkat az alabbiakkal egészitettiik ki: 10x RT puffer, ANTP mix, 10x random primer,
reverz transzkriptdz, RNaz inhibitor és nukledz mentes viz. Az elegyet ismét inkubaltuk: 25
°C-on 10 percig; 37 °C-on 120 percig, majd 85 °C-on 5 percig, igy végiil kisérletenként

Az MRNS-szintli expressziot valds ideji polimeraz lancreakcidoval (RT-gPCR) 5’
TagMan™ Gene Expression Assay-k (kat. szam: 4331182; Applied Biosystems) és a
TagMan™ Gene Expression Master Mix (kat. szam: 4369016; Applied Biosystems)
hasznalataval a gyartéi protokollt kdvetve vizsgaltuk, a detektalashoz Roche LightCycler
480 System (Roche, Basel, Svajc) késziiléket hasznaltunk. A kisérleteink soran hasznalt

TagMan assay-k azonositoit a 5. tdabldzat foglalja 6ssze.

5. tablazat
Az RT-gPCR vizsgdlatok sordn alkalmazott TagMan-assay-k

ROVIDITES NEV Kob
ABCAl ATP-koto kazetta transzporter 1 Hs01059101 m1
DGAT?2 diacilglicerin O-aciltranszferaz 2 Hs01045913 m1l
IL-1a interleukin-la Hs00174092 _ml
IL-1B interleukin-1f Hs00174097 _ml
IL-6 interleukin-6 Hs00985639 m1
IL-8/CXCL8 | interleukin-8 Hs00174103 m1
K1 keratin 1 Hs00196158 m1
K10 keratin 10 Hs00166289 m1
OCLN okkludin Hs00170162_m1
PPIA peptidil-prolil izomeraz A (ciklofillin A) Hs99999904 m1l
RNA 45S5 18S riboszomalis RNS Hs03928985 g1
TRPM5 tranziens receptorpotencialu melaszatin 5 Hs00175822 m1
TRPMS tranziens receptorpotencidlii melaszatin 5 Hs05060590_s1

A mintdkat harom technikai ismétléssel vittiik fel a 384 lyuktl lemezekre
(LightCycler® 480 Multiwell Plate 384, white, Roche, Bazel, Svéjc). Bels6 kontrollként a

ciklofillin A (peptidil-prolil izomeraz A, PPIA) vagy a 18S riboszomalis RNS (RNS 45S)
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génexpressziojat hatdroztuk meg. Az egyes gének relativ expresszidjat a ACT moddszert
alkalmazva ezen haztartasi gének génexpresszidjanak értékeire normalizalva vagy
esetenként a AACT modszert kdvetve, elobb a haztartasi gén, majd a kontrollcsoport relativ
expresszidjara normalizalva, atlag+SD formaban adtuk meg. Az RT-qPCR-hoz kapcsolodo

kisérleteket Adam-Nagy Dorottya végezte.

45 Szelektiv géncsendesités kis interferaldo RNS segitségével (siRNS

transzfekcio)

A szelektiv géncsendesitéshez az SZ95 szebocitakat 5 darab, 150 mm atmér6ji Petri-
csészében tenyésztettiik, majd a kdvetkezé napon tapoldatukat szérummentes Opti-MEM®
médiumra (kat. szam: 31985-070; Gibco, Thermo Fisher Scientific) cseréltiik, és ebben
végeztiik az siRNS transzfekciot Lipofectamine® RNAi MAX transzfekcios reagens (Kat.
szam: 13778150; Thermo Fisher Scientific) segitségével. Harom tenyészetet kiilon, eltérd
human TRPMS5-6t vagy EGFR-t célzo siRNS oligonukleotiddal transzfektaltunk (Stealth
RNA\;, a TRPMS5 konstruktok azonositoi: HSS120989, HSS120990 és HSS179077, az EGFR
konstruktok azonositoi: HSS103114, HSS103116, HSS176346; kat. szam: 1299001;
Thermo Fisher Scientific) a megfelelé gén kifejezodésének szelektiv csokkentésére. Az
EGFR esetében a konstruktok hatékonysagat, illetve a géncsendesités dinamikéjat egy
elokisérlet soran ellendrizve azt tapasztaltuk, hogy a fent felsorolt harom konstrukt koziil a
HSS103116 azonositoju bizonyult a leghatékonyabbnak, az EGFR expresszio pedig a
transzfekciot kovetd 4. napon volt legalacsonyabb, igy tovabbi kisérleteink soran ezt a
konstruktot hasznaltuk, kisérleteinket pedig a transzfekcidt kovet 4. napon kezdtiik. A
transzfekcid sikerességének ellenérzéséhez duplaszali, kozepes GC ardnya siRNS
konstrukttal (Stealth RNAI Negative Control Med GC; kat. szam: 12935300; Invitrogen)

kezelt, tigynevezett ,,scrambled” kontroll (SCR) tenyészeteket is készitettiink.
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A géncsendesités Opti-MEM® médiumban higitott, 1:200 aranyu Lipofectamine®
RNA; MAX-ot és 40 nM koncentracidju specifikus kis interferal6 RNS-t vagy SCR negativ
kontroll oldatot tartalmazo6 kozegben tortént, melyben a sejteket 3 oran keresztiil 37 °C-on
inkubaltuk. A kisérlet sordn készitettlink egy teljesen kezeletlen, nem transzfektalt
tenyészetet is, melyet iires Opti-MEM®-ben inkubaltunk. Ezt kdvetéen a szebocitikat
passzaltuk, mely sordn az oldatot a tenyésztéshez is hasznalt Sebomedre cseréltiik. A
csendesités hatékonysagat fehérjeszinten, western blottal ellendriztik. A szelektiv

géncsendesitést Adam-Nagy Dorottya végezte.

4.6 Western blot

A fehérjemintak el6allitasahoz a szebocitakat 10 ml tapoldatban, 100 mm-es Petri-
csészékben tenyésztettiik. A kisérleteinkhez prekonfluens, azaz aktivan proliferdlo és
posztkonfluens, azaz spontan differencidlédott kulturakat alkalmaztunk; a kiindulasi
sejtszam tenyésztdedényenként minden esetben 1.000.000 sejt volt. A prekonfluens mintdkat
a szélesztés utani napon, a posztkonfluenseket a megfeleld allapot elérésekor arattuk le
(hideg PBS-ben torténé mosast kovetden) 60 pl proteaz inhibitor koktél (1:100 higitasban;
kat. szam: P8340-5 ml; Sigma-Aldrich) és PhosSTOP™ (1 tabletta/10 ml; [kat. szam:
4906837001; Roche, Basel, Svajc]) tartalmu lizis pufferben (50 mM Tris-HCI, pH 7,5; [Kat.
szam: No. 28811.285; VWR International], 150 mM NaCl [kat. szam: 27800.291; VWR
International], 1 (V/V)% Triton™ X-100 [kat. szam: X100-500ML; Sigma-Aldrich, St.
Louis, MO, USA], 1 (V/V)% IGEPAL® CA-630 [kat. szam: No. 13021-50ML; Sigma-
Aldrich], natrium-deoxikolat [S00 mg 100 ml-ben; kat. szam: 13021-50ML; Sigma-Aldrich]
ioncserélt vizben). A mintakat felhasznalasig -80 °C-on taroltuk, majd kiolvasztast kdvetden
a feldolgozas elsd 1épéseként ultrahangos feltarast végeztiink rajtuk. A szonikalast kdvetden

a proteinmeghatarozashoz modositott BCA (azaz bicinkoninsav alapt) tesztet alkalmaztunk
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(Pierce™ BCA Protein Assay Kit; kat. szam: 1859078; Pierce, Rockford, IL, USA), majd
mintak fehérjetartalmat 1 pg/pl-re allitottuk be ioncserélt viz és natrium-dodecil-szulfat
(SDS) alapu mintapuffer (10 V/V% glicerin [kat. szam: G9012, Sigma-Aldrich], 2 VIV%
SDS [kat. szam: L3777; Sigma-Aldrich], 62 mM Tris [kat. szam: T1378; Sigma-Aldrich],
20 mM ditiotreitol [kat. szam: D9779; Sigma-Aldrich], 0,002 V/V% bromfenolkék [Kat.
szam: 1081220005; Merck] és 5 V/V% B-merkaptoetanol [kat. szam: 444203, Millipore,
Merck]) hozzaadasaval, és 10 percig forraltuk 6ket 100 °C-on. Késébbi felhasznalas esetén
a fehérjéket -20 °C-on taroltuk.

A fehérjék szétvalasztasahoz poliakrilamid gélelektroforézist hasznaltunk, ami soran
10%-0s Mini-Protean® TGX™ eldregyartott fehérje gélre (kat. szam: 4561033; Bio-Rad,
Hercules, CA, USA) vagy 4-15%-0s Mini-Protean® TGX™ eléregyartott fehérje gélre (kat.
szam: 4561084; Bio-Rad) savonként azonos mennyiségii (20 pg) mintat vittiink fel. A
gélekben 1évé mintakat ezt kovetden nitrocelluloz membranra (Trans-Blot Turbo Midi 0,2
um Nitrocellulose Transfer Pack; kat. szam: 1704159; Bio-Rad) transzferaltuk Trans-Blot
Turbo™ System (Bio-Rad) segitségével 18 percen keresztiil, 2,5 A aramerdsséget és 25 V
fesziiltséget alkalmazva. A transzferalas sikerességérdl kékfestéssel gydzodtiink meg. A
géleket a festd oldatban (Imperial Protein Stain; kat. szdm: 24615; Thermo Fisher Scientific)
1 oran keresztiil razatva inkubaltuk szobahdmérsékleten, majd desztillalt vizzel oblitettiik, a
folyamat végére a gélben esetlegesen visszamaradt fehérjéket a festék kékre szinezte.

A membréanokat blokkolast kovetden (2,5% tejpor és 2,5% BSA [kat. szdm: PM-
T1725; BioSera, Cholet, Franciaorszag] tartalmtit TBST-ben razatva (50 mM Tris, 0,1
(VIV)% TWEEN® 20 [kat. szdm: P7949; Sigma-Aldrich], 150 mM NaCl [kat. szam:
27800.291; VWR International] pH 7,4), 1 6ran keresztiil szobahdmérsékleten) egy éjszakan
at 4 °C-on TRPM5 vagy EGFR specifikus elsédleges antitesttel inkubaltuk, melyet 0,5%

tejpor és 0,5% BSA tartalmu TBST-ben higitottunk a gyarté altal ajanlott koncentraciora.
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Munkénk soran két kiilonbozé TRPMS-specifikus antitestet is teszteltiink. A Mardaryev és
munkatarsai altal hasznalt antitest (kat. szam: ACC-045; Alomone Labs Ltd., Jeruzsalem,
Izrael)'!® esetén a higitds: 1:200 aranyu volt, mig a masik antitestet (kat. szam.: ab154788;
Abcam) 1:5000 aranyt higitasban alkalmaztuk. Az EGFR csendesités esetén egér
monoklonalis EGFR-specifikus antitestet (kat. szam: sc-373746; Santa Cruz Biotechnology)
alkalmaztunk 1:500 higitasban a mar emlitett 0,5% tejpor és 0,5% BSA tartalma TBST-ben.

Masnap a membranokat mostuk (haromszor 10 percig TBST-ben), majd 1 oran
keresztiil szobahémérsékleten inkubaltuk torma-peroxidazzal (HRP) konjugalt masodlagos
antitestet (1:10000 higitasi kecskében termeltetett nyal immunglobulin Fc szegmens-
specifikus antitest [kat. szam: G21234; Thermo Fisher Scientific] vagy 1:5000 higitast
kecskében termeltetett egér immunglobulin Fc szegmens-specifikus antitest [kat. szam: 170
6516; Bio-Rad]) tartalmazo6 0,5% tejpor és 0,5% BSA alapt TBST-ben. Ezt ismét mosasi
1épések kovették (haromszor 10 percig TBST-ben, majd tovabbi 10 percig TBS-ben).

Az immunreaktiv savok megjelenitéséhez kemilumineszcens SuperSignal™ West
Pico PLUS (kat. szam: 34580; Thermo Fisher Scientific), illetve SuperSignal™ West Femto
Maximum Sensitivity Substrate Kitet (kat. szam: 34096; Thermo Fisher Scientific)
hasznaltunk; az el6hivas KODAK Gel Logic 1500 Imaging System (Eastman Kodak
Company, Kodak, Tokid, Japan) késziilékben tortént Kodak MI 4.0.5 (Eastman Kodak
Company) szoftver segitségével.

Az siRNS transzfekciokat kovetd western blotok soran tgynevezett ,loading”
kontrollt is alkalmaztunk, annak ellendrzésére, hogy azonos mennyiségii fehérje keriilt-e
felvitelre. Ehhez az antitesteket 0,2 M NaOH (kat. szam: 06203-1KG; Sigma-Aldrich)
segitségével eltavolitottuk, majd a membranokat nytlban termeltetett anti-p-aktin antitesttel
(1:10.000; 0,5% tejpor és 0,5% TBST-ben higitva) inkubaltuk 4 °C-on egy &jszakan at. A

folyamatot a mar emlitett, HRP-konjugalt, kecskében termeltetett, nytl immunglobulin Fc
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szegmens elleni masodlagos antitesttel folytattuk. A tovabbi 1épések és az el6hivasi metodus
is megegyezik a korabban leirtakkal.

Az Alomone gyartmanyti TRPMS specifikus antitest specificitdsat a gyartd altal
ajanlott blokkolo peptiddel (higitas: 1:100; kat. szam: BLP-CCO045; Alomone Labs Ltd)
ellendriztiik. A folyamat soran az egyik membrant csak az elsddleges antitesttel, mig ezzel
parhuzamosan a masik membrant az antitest és a blokkol6 peptid keverékével (a gyarto
ajanlasa alapjan 1 pg antitest-1 pg peptidet ardnyban) inkubaltuk a korabban leirtakkal
azonos modon.

Amikor sziikséges volt, az elohivaskor rogzitett jelek szemikvantitativ denzitometrias
elemzését az ImageJ 1.51j8 szoftver (NIH) segitségével végeztiik el. A western blotot Arany

Jozsef és Adam-Nagy Dorottya végezte.

47 RNS szekvenalas

Az SZ95 szebocitakat 35 mme-es Petri-csészékben szélesztettiik (500.000 sejt/1,5 ml
tapoldat). A sziikséges kezeléseket masnap elvégeztiik, és 24 ora elteltével eltavolitva a
feliiluszot, 500 pl TRI reagens (kat. szam: AM9738; Invitrogen, Thermo Fisher Scientific)
hozzaadasaval 6sszegylijtottiik a sejteket. A HaCaT keratinocitak esetében is 500.000 sejt/35
mm-es Petri-csésze denzitasban szélesztettiik a sejteket alacsony Ca?* tartalmi DMEM-ben
(1,5 ml/tenyésztéedény), majd a prekonfluens, azaz aktivan proliferaldo tenyészeteket
masnap TRI reagensben learattuk, mig a posztkonfluens mintdk esetén mikroszkoppal
ellendriztiik a teljes konfluencia elérését. Ezt kovetéen a tapoldatot magas Ca?* tartalmu
DMEM-re cseréltiik, ¢s a sziikséges kezeléseket is ebben a tdpoldatban végeztiik el, majd 24
ora mulva ezeket a sejteket is begytijtottiik. A teljes RNS izolalasa az ,,RNS tisztitas, reverz
transzkripcio és kvantitativ, valos idejii polimerdz lancreakcio (RT-gPCR)” alfejezetben

leirtakkal azonos modon tortént. A kisérleteket 3 biologiai ismétléssel végeztiik.
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A globalis transzkriptom adatok gytjtéséhez nagy ateresztoképességii mRNS-
szekvenalasi elemzést végeztiink Illumina szekvenald platformon. A teljes RNS mintak
mindségének ellendrzése Agilent BioAnalyzerrel tortént Eukaryotic Total RNA Nano Kit
(kat. szam: 5067-1511; Agilent Technologies, Santa Clara, CA, USA) segitségével, a gyarto
protokolljat kovetve. Az mRNS konyvtar készitése soran csak olyan mintakat hasznaltunk
fel, amelyek RNS integritasi szama (RIN értéke) >7 volt.

A konyvtarakat a teljes RNS-bol Ultra I RNA Sample Prep kit (kat. szam: E7775S;
New England BioLabs; Ipswich, MA, USA) alkalmazasaval készitettik el a gyarto
protokollja alapjan. Ezt kovetéen a konyvtarakat Illumina NextSeq 500 késziilékkel
(Illumina, SanDiego, CA, USA) szekvenaltuk, a leolvasas egy irdnybdl tortént, a hossza 75

bp volt.

Az RNS-Seq-adatok elemzése

Els6 lIépésként a nyers szekvenalasi adatokat (fastq) a HISAT2 illeszté programmal a
GRCh38 human referencia genomra térképeztiik és BAM fajlokat hoztunk 1étre. A tovabbi
elemzést a StrandNGS szoftverrel (www.strand-ngs.com) végeztik. A BAM fajlokat
importaltuk, a normalizalas és a kvantifikalas StrandNGS programba integralt DESeq
algoritmussal tortént. A kezelések hatasara differencidltan expresszalodd gének listait
moderalt T-teszt alkalmazédsaval hataroztuk meg, szignifikans valtozasnak azt tekintettiik
ahol a P érték<0,05 teljesiilt. Az RNS-Seq-clemzés nyers adatai az NCBI SRA
adatbazisaban, az alabbi linkeken érhetok el:

HaCaT: https://www.nchi.nlm.nih.gov/sra/PRINA1122410;

SZ95: http://www.nchi.nlm.nih.gov/bioproject/PRINA1037731.

Fokomponens analizis

A kiilonboz6 kezelési csoportok génexpresszids mintdzatanak Osszevetésére, a

kiilonbségek felfedésére fokomponens elemzést alkalmaztunk a StrandNGS szoftver
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segitségével. Az analizis a mintainkat két tengely mentén helyezte el, az 1. fékomponens,
mely a mintdk kozotti 6sszes kiillonbség 85,7%-at, és a 2. fékomponens mentén, mely a
mintak kozotti 6sszes kiilonbség 10,2 %-at jelenti, ezzel segitve a kezelések altal okozott

kiilonbségek és hasonlosagok megértését.

Jelatviteli utvonalak elemzése

A CytoScape v3.4 szoftver ¢és a ClueGo v2.3.5. alkalmazassal egyiittes hasznalataval
azonositasra keriiltek a GO (Gene Ontology) adatbazis alapjan a feliilreprezentalt gének. A
differencialtan expresszalt gének listajanak és a GO bioldgiai folyamatok adatbazisanak
felhasznalasaval kétoldalas hipergeometriai tesztet végeztiink a Bonferroni ,,step down”
korrekcioval.

Az RNS mintdkat Volascsekné dr. Téth Kinga Fanni és Adam-Nagy Dorottya készitette

eld. A szekvendlast és az adatok kiértékelését dr. Poliska Szilard végezte.

4.8 A citokin-felszabadulas vizsgalata (ELISA)

A sejtekbdl torténd 1L-6 és IL-8 (CXCLS) felszabadulas detektalaséhoz ELISA
technikat alkalmaztunk. A méréshez a feliiluszokat a megfeleld kezelés elvégzése utan 3 €s
24 ora elteltével gylijtottiik be, és a felhasznalasig -80 °C-on taroltuk a mintakat. A citokin
felszabadulas vizsgalatat a BD OptEIA Kit (BD Pharmingen, Franklin Lakes, NJ, USA; kat.
szamok: 555220 ¢s 555244) segitségével végeztiik a gyartoi protokollt kdvetve. A gyartd
altal biztositott standardokat és a mintakat is két technikai ismétléssel vittiik fel a lemezekre,
majd FlexStation 3 késziilék segitségével (Molecular Devices) 450 nm-en abszorbancia
mérést végeztiink. A standard sor mért abszorbancia és ismert koncentraci6 értékeinek
felhasznalasaval GraphPad Prism 9.3.1. szoftver ,.third order polynomial (cubic)” illesztés

segitségével, a standard gérbe meghatarozasat kovetéen megkaptuk a mintaink IL-6, illetve
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IL-8 citokintartalmat, melyeket 4tlag+SD forméban abrazoltunk. 4 kisérleteket Adam-Nagy

Dorottya végezte.

4.9 Foszfokindz array

A foszfokinaz array egy nitrocellul6z membran alapu szendvics immunoassay, mely
megfeleld szlirdmodszer a kezelések 4altal befolyasolt relevans bioldgiai Utvonalak
felfedésére. Az altalunk is hasznalt membranra 39 kiilonb6z6 elfog6 antitest van duplikaltan
rogzitve, melyek a mintdban jelen 1év6 specifikus célfehérjékhez kotddnek, igy egy mintdbol
egyszerre tobb fehérje foszforilaciojanak és ezzel egyiitt a szigndlmolekulak aktivacidjanak
a kimutatasa is lehetséges.

A foszfokinaz array-hez a Proteome Profiler Human Phospho-Kinase Array Kit-et (kat
szam: ARYO003C; Bio-Techne R&D Systems) hasznaltuk a gyartd protokolljanak
megfeleléen. Kisérleteink soran a sejteket 100 mm-es Petri-csészékbe szélesztettiink
5.000.000 sejt/Petri-csésze denzitasban. A kovetd napon a sejteket 10, 30 és 60 percig 300
uM TPPO-val vagy oldészerrel (10 perc) kezeltiik, majd begytijtottiik a sejteket a kitben
1év6 lizis puffer segitségével. A mintak fehérjetartalmat a Western blot alfejezetben leirtak
szerint hatdroztuk meg. A membranokat azonos mennyiségili fehérjével inkubaltuk (334 pg
334 pl-ben), a kisérletet a gyartd leirasanak megfeleldon végeztiik, egyediil az eldhivas
folyamataban tértiink el, mely a western blotndl leirtakhoz hasonléan tortént. A
kemilumineszcens jeleket Chemi Reagent Mix segitségével vizualizaltuk KODAK Gel
Logic 1500 Imaging System (Eastman Kodak Company, Kodak) segitségével. A kapott
szignalokat, melyek denzitasa aranyos a foszforilacioval, szemikvantitativ denzitometris
elemzés ala vetettilk ImageJ 1.51j8 szoftverrel (National Institutes of Health). Az egyes
membranokon 1évé negativ referencia pontok atlag denzitasat hattérintenzitasnak

tekintettlik, ezeket kivontuk a nyers értékekbdl, majd a kapott eredményeket a kontrollra
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normalizaltuk és >1,3-szoros novekedést tekintettilk relevans valtozasnak. 4 foszfokindz

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

4.10 Az életkepesseg vizsgalat (MTT-assay)

A kisérleteink soran alkalmazott anyagok kiilonb6zé koncentracidinak a sejtek
¢letképességére gyakorolt hatasanak ellendrzésére MTT-assay-t végeztiink. Az assay
kozvetett informaciot ad az €16 sejtek szamrol: a detektalt abszorbancia érték aranyos a
mitokondrialis enzimaktivitassal. Az életképes sejtek enzimei a sarga szinli metiltiazol-
tetrazolium-bromid tetrazolium gytiriijét hasitva vizben oldhatatlan formazan kristalyokat
képeznek,'®’ ezeket a sejtekkel egyiitt feloldva homogén lila oldatot kapunk.

Az MTT-assay-hez 20.000 sejt/well denzitasban szélesztettiink szebocitdkat 96 lyuku
lemezekre, majd elvégeztiink a sziikséges kezeléseket. 24, illetve 48 ora elteltével
eltavolitottunk a feliiluszot a sejtekrdl, és 100 pl/well MTT oldatot mértiink rajuk. Az
alkalmazott 0,5 mg/ml koncentracidji oldathoz az MTT port (kat. szam: ab146345; Abcam,
Cambridge, UK) PBS-ben oldottuk fel. Ezt kdvetéen a lemezeket 37 °C-ra helyeztiik, és 2,5
6ran keresztiil inkubaltuk, majd eltavolitottuk a sarga szinii oldatot, ekkor akar szemmel is
lathatoak voltak a wellek aljan a formazan kristalyok miatt lilara szinez6dott sejtek. Ezt
kovetéen 100 pl/well MTT szolubilizalé oldat (81% 2-propanol, 9% 1 M-os HCI, 10%
Triton-X 100; mind Sigma-Aldrich) hozzaadasaval, szobahdmérsékleten torténd razatassal
feloldottuk a kristalyokat, és a kapott homogén oldat abszorbanciajat 565 nm-en FlexStation
3 késziilék segitségével (Molecular Devices) mértiik le. Eredményeinket a kontroll értékre
normalizalva, atlag+SD formaban adtuk meg. 4 sejtek életképességének vizsgalatat Nyitrai

Tamara, Petd Orsolya és Adam-Nagy Dorottya végezte.
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4.11 Az intracellularis lipidtartalom meghatarozasa (Nile Red jeldlés)

A szebocitak intracellularis lipidtartalmat fluoreszcens Nile Red jeloléssel hataroztuk
meg. A Nile Red festék vizes kozegben nem fluoreszkal, lipofil kozegben viszont
fluoreszcenssé valik és eltérd spektralis tulajdonsagokat mutat attol fiiggden, hogy polaros
vagy neutralis lipidek kozé keriil. Ezen sajatsagok teszik lehet6vé, hogy ugyanazon szebocita

mintabol elkiilonithessiik a két csoportba tartozo lipideket,'®

¢és segitségiikkel kiilonbozo
informaciot nyerjiink a sejtekrél: a polaros membranlipidek fluoreszcencia intenzitasa a
sejtszammal aranyos, mig a neutralis, azaz termelt faggyulipidek altal adott jel a szebocitak
differencialtsagi allapotat tiikrozi.3%18

Az intracellularis lipidtartalom meghatdrozadsdhoz az SZ95 szebocitdkat 20.000
sejt/well denzitasban szélesztettiink fekete falu, atlatszo alju, 96 lyuka lemezekre (kat. szam:
655090; Greiner Bio-One, Frickenhausen, Németorszag), majd elvégeztiink a sziikséges
kezeléseket. A megfeleld kezelési 1d6t kdvetden a feliiliiszot eltavolitottak a sejtekrol, és
helyére minden wellbe 100 pl Nile Red munkaoldatot mértiink. Az alkalmazott Nile Red
(kat. szam: N3013; Sigma-Aldrich) oldatot az etanolban (VWR, Radnor, Pennsylvania,
USA) oldott 1 mg/ml-es torzsoldatbol készitettiik el oly modon, hogy PBS-ben ezerszeresére
higitottuk. Ezt 30 perc inkubacio6 kdvette 37 °C-on, majd a wellek fluoreszcencia intenzitasat
FlexStation 3 (Molecular Devices, San Francisco, CA, USA) segitségével mértiik két
hulldmhossz par alkalmazasaval. A neutrélis lipideket 485 nm-es excitacios és 565 nm-es
emisszids hullamhosszon, mig a polarosakat 540 nm-es excitacios €és 620 nm-es emisszids
hullamhosszon detektaltuk. A mérést ,,well scan” modban végeztiik, azaz minden wellben 9
ponton tortént az intenzitasértékek rogzitése, amivel csokkentheté volt a sejtcsoportok
esetleges egyenetlen eloszlasabol adddo szoras. Eredményeinket hullamhossz paronként a

kontroll értékre normalizalva, atlag+SD formaban adtuk meg. 4 Nile Red jelolést Nyitrai

Tamara, Petd Orsolya és Adam-Nagy Dorottya végezte.
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4.12 A proliferacio vizsgalata (CyQUANT-assay)

A HaCaT ¢és NHEK proliferaciojanak vizsgalatara CyQUANT assay-t (CYyQUANT™
Cell Proliferation Assay Kit; kat. szam: C7026; Thermo Fisher Scientific) alkalmaztunk,
mely sordn egy DNS-hez kot6do fluoreszcens festék segitségével meghatarozhatjuk annak
mennyiségét, igy kozvetlen informaciot kaphatunk a sejtszamrol.’®® Fluoreszcens mérés
1évén, ez esetben is a fekete falh, atlatszo alju 96-lyuka lemezekre (Greiner Bio-One)
szélesztettik a sejteket. Proliferacios vizsgalatainkhoz a sejteket 20.000 sejt/well
denzitasban szélesztettiink. Elvégeztiik a sziikséges kezeléseket, majd a kezelési id6 (24, 48,
illetve 72 6ra) leteltével eltavolitottuk a feliilluszot a wellekbol, mostuk a sejteket PBS-sel,
¢s -80 °C-ra helyeztiik a plateket legalabb egy éjszakara, ezzel is eldsegitve a sejtek
elvégzéséhez a lemezeket szobahdmérsékleten kiolvasztottuk, majd a gyartoi protokollnak
megfeleléen DMSO-ban oldott, PBS-ben higitott, 200 pul-t CyQUANT oldatot mértiink a
wellekbe. Ezt 4 perc inkubacio kovette fénytl védve, 37 °C-on. A fluoreszcens jel
intenzitasat FlexStation 3 (Molecular Devices) késziilékkel, 480 nm-es excitacios és 520 nm-
es emisszios hullamhosszt alkalmazva, ,,well scan” moédban, wellenként kilenc ponton
detektaltuk. A kapott eredményeket a kontroll értékre normalizalva, atlag+SD formaban

adtuk meg. A CyQUANT-assay-ket Adam-Nagy Dorottya végezte.

4.13 Az intracellularis ionhomeosztadzis vizsgalata

4.13.1 Fluoreszcens Ca?*-mérés (Fura-2 AM jelilés)

A SZ95 szebocitak intracellularis Ca?* koncentracio véltozasat raciometrikus kalcium
érzékeny fluoreszcens festék, Fura-2 AM (kat. szam: F1221; Invitrogen) felhasznalasaval

kovettiik nyomon. Az indikator a hozzakapcsolt AM, azaz acetoxi-metilészter csoport
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segitségével képes atjutni a sejtmembranon, az intracellularis térben nem-specifikus
észterazok lehasitjak az AM csoportot, igy a Fura-2 nem tud kijutni a sejt belsejébdl, de
képes a szabad Ca?" megkotésére, mellyel megvialtozik a fluoreszcencia intenzitasa, amit a
megfeleld hullimhosszokon detektélhatunk %

A kalcium-kotott Fura-2 molekula optimalis excitacids hullamhossza 340 nm, mig a
szabad festékmolekulaé 380 nm, az emisszids hullamhossz mindkét esetben 510 nm, igy a
detektalt fluoreszcencia intenzitasOk hanyadosanak  (Fsso/Fsgo) felhasznalasaval
kovetkeztetni lehet a Ca?* Koncentraci6 valtozasara.

A mérést megel6z6 napon a sejteket 20.000 sejt/well denzitasban szélesztettiik fekete
falu, atlatszo alja 96 lyuka lemezekre (Greiner Bio-One), majd masnap a letapadt sejtekrol
eltavolitottuk a tenyésztomédiumot, és mostuk Oket wellenként 100 pl Hank oldattal. A
Hank oldat Osszetétele a kovetkez6: 136,8 mM NaCl (kat. szam 27800.291; VWR
International), 5,4 mM KCI (kat. szam: P4504; Sigma-Aldrich), 0,34 mM NaHPO, (kat.
szam: 204855000; Acros Organics, Thermo Fisher Scientific), 0,44 mM KH2POg (kat. szam:
4243; Sigma-Aldrich), 0,81 mM MgSOs (kat. szam: M2773; Sigma-Aldrich), 1,26 mM
CaCl; (kat. szam: C7902; Sigma-Aldrich), 5,56 mM gliik6z (kat. szam: G5767; Sigma-
Aldrich), 4,17 mM NaHCOg (kat. szam: 31437; Sigma-Aldrich), 10 mM HEPES (kat. szam:
H3375; Sigma-Aldrich]; pH 7,2), majd a kész oldatot 1% BSA-val (szarvasmarha
szérumalbumin; kat. szam: 0332; VWR International), 2,5 mM probeneciddel (kat. szam:
P8761; Sigma-Aldrich) egészitettiik ki. A sejteket ezt kovetden Hank oldatban higitott 2 uM
elokészitettiik az ugynevezett ,,compound plate”-et, amibdl a sejtek kezelése automatizaltan
tortént (a megfeleld végkoncentraciok eléréséhez természetesen szamitasba vettik az

anyagok higulasat). Toltésiiket kovetden a szebocitakat kétszer mostuk Hank oldattal, majd
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a wellenként 100 pl-t mértiink rajuk az oldatbodl. A fluoeszcencia intenzitast detektalasat és
kozben a kezeldanyagok bemérését a FlexStation 3 (Molecular Devices) késziilék végezte.
A mérés 37 °C-on, harom 1épésben zajlott (17. dbra), az elsé 30 masodperchen az
alapvonalat detektaltuk, ez mutatja meg a sejtek nyugalmi Ca?* szintjét. A méasodik 1épésben
automatizaltan bemérésre keriiltek a kezeléanyagok (TPPO, Hept vagy DMP;
végkoncentraciojuk 300 puM) a megfeleld wellekbe, mig a kontroll csoport welljeihez

oldoszert adtunk azonos térfogatban. A hatast a 150. masodpercig mértiik.

olddszer \/

Os 30s 150 s

+50 pl
TPPO/
Hept/
DMP/

+50 pl

GSK1016790A

17. dbra
A Ca?* koncentrdcid-viltozdas mérésének lépései (sajat dbra)
Munkacsoportunk a kordbbiakban kimutatta, hogy a szebocitak kifejezik a TRPV4
Ca%*-ra permeabilis csatornat.'?®® Annak vizsgalatira, hogy a TRPMS modulacié kozvetve
befolyasolja-e a TRPV4-en keresztiil torténd Ca?*-bearamlast, a mérés utolso 1épéseként egy
ultrapotens TRPV4 agonistat (GSK1016790A; kat. szam: G0798, Sigma-Aldrich) adtunk a
méréoldathoz 50 nM végkoncentracioban.'® A GSK1016790A ezen koncentracidja
megndveli az intracelluldris Ca?*-koncentraciot, de nem teliti a festéket, igy egyarant

lehetévé teszi a Ca*-jel csokkenésének és esetleges tovabbi emelkedésének a megfigyelését.
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Eredményeinket Faao/Fsso formaban dbrazoltuk. A Ca?*-jelek mérését Adam-Nagy Dorottya

végezte.

4.13.2 Fluoreszcens Na*-mérés (SBFI AM jelolés)

Az S795 szebocitak tenyésztése és kisérletre valo eldkészitése a fluoreszcens Ca?*-
mérésnél leirtaknak megfeleléen tortént az intracellularis Na*-homeosztazis vizsgalat
esetében is. A sejteket 10 uM SBFI AM-mel (kat. szam: ab142800; Abcam), egy Na'-
érzékeny fluoreszcens festékkel jeloltiik, melyet Hank oldatban higitottunk a megfeleld
koncentraciora. A tenyészeteket wellenként 100 pl festékoldattal 37 °C-on 40 percig
inkubaltuk. A sejteket ez esetben is kétszer mostuk, és 100 ul Hank oldat hozzaadasa utan
inditottuk a mérést a FlexStation 3 késziilékben. A fluoreszcens jelet 37 °C-on, 340 nm-€s
¢és 380 nm-es gerjesztési hullamhosszokon, valamint 500 nm-es detektalasi hullamhosszon
mértiik. Az elsé 30 masodpercben ismét az alapvonalat rogzitettiik, majd bemérésre keriiltek
a tesztelendd modulatorok, mig a kontroll tenyészetek azonos térfogatu oldoszert kaptak.
Eredményeinket Faao/F3go formaban abrazoltuk. A Na*-homeosztdzis vizsgalatat Adam-Nagy

Dorottya végezte.

4.14 A HaCaT keratinocitdk elektromos impedancidajanak valos idejii mérése

A TEER, azaz transzepitelialis elektromos ellenallds (,.transepithelial electrical
resistance”) mérése egy széles korben elfogadott kvantitativ technika a sejtek barrierformalo
képességének, illetve a tight juction-ok integritasanak vizsgalatara sejtes modellekben.!% Az
altalunk hasznalt TEER mérés valos idoben, a sejtek karositasa nélkiil végezhetd,
impedancia, azaz a valtakozé arammal Szembeni ellenallas meghatarozasan alapulo

modszer.
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A mérés soran egy specialis plate-re szélesztjiik a sejteket: minden wellben két darab
arany elektrod talalhato. A tapoldat vezetd kozegként viselkedik, igy elektromos ingerlést
(22 mV) kovetden elektronok jutnak a negativ elektrédbdl a pozitivba. A letapadd és
egymassal szoros kapcsolatokat kialakito sejtek ezt az elektronaramlast akadalyozzak, mely
folyamat az impedancia valos idejii mérésével kovethetd nyomon.%

A letapado sejtek altal okozott impedancia valtozasat a sejtindex (,,cell index”; CI)
nevii paraméterrel jellemezhetjiik,'®* melynek véltozasat egy eldzetes kisérletiink jol
szemlélteti (18. dbra). Az alacsony Ca?*-tartalmu tapoldatban szélesztett HaCaT
keratinocitak esetében az els6 néhany oraban (azaz amikor a sejtek leiilepednek, majd
letapadnak a wellek aljara) hirtelen CI emelkedés figyelhetd meg. Ezt a Cl fokozatos, de
folyamatos novekedése koveti, amit a sejtek proliferacioja okoz, mely végiil a konfluencia
elérésekor egy platofazishoz érkeziink. Amennyiben a sejtek a platofazis elérése utani
oldatcsere soran tovabbra is alacsony Ca?*-tartalmu tapoldatot kaptak, a CI értéke nem
novekedett tovabb (18. dbra). Akkor azonban, amikor a sejteket a konfluencia elérésekor
magas Ca®'-tartalmu oldat segitségével differencialtattuk, a Cl jelentés emelkedését
figyelhettink meg (18. dbra), ami a sejtkozotti kapcsolatok differenciacio-indukalta
megerdsodésére utal. A sejtek felvalasa, illetve haldla esetén a CI hirtelen csokkenése
kovetkezik be, melyet az emlitett elézetes kisérlet soran detergens kezeléssel (Triton X-100)

valtottunk ki (18. dbra).
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18. dbra

A sejtindex alakuldsa a valos idejii impedancia mérés sordan

Reprezentativ dbra, eldzetes kisérlet. Az adatokat atlag+SD formdban adtuk meg, N=3-6
bioldgiai ismétlés. A HaCaT keratinocitakat 10.000 sejt/well denzitdsban, alacsony Ca®*-
tartalmu tapoldatban szélesztettiik. A sejtindex (CI) a szélesztést kévetd elsé par oraban a
sejtek letapadasdaval meredeken emelkedett, majd a proliferdcio kévetkeztében egy
fokozatos, lassabb novekedés volt megfigyelhetd, melyet a teljes konfluencia eléréskor egy
platofazis kovetett (az egyes wellek nyers impedancia értékeit minden esetben a platofazis
kezelés elotti utolso impedancia értékére normaltuk). A platofazist kéveto oldatcsere soran
a sejtek egy csoportja tovabbra is alacsony Ca?*-tartalmii tapoldatban maradt (rozsaszin),
mig egy csoportjuk médiumat magas Ca?*-tartalmiira cseréltiik (kék). Utobbi esetben
Jjelentds differenciacio indukalta jelfokozodds volt megfigyelhetd. A 2% Triton X-100 kezelés
(sziirke) lényegében feloldotta a sejteket, ami Szinte a csak tapoldatot tartalmazo wellek

szintjére csokkentette vissza az impedanciat.

A HaCaT sejtréteg elektromos impedancidjanak valds idejii nyomonkovetését az
xCELLigence rendszer segitségével végeztiik (Agilent xCELLigence RTCA DP System
with RTCA Software version 1.2; Santa Clara, CA, USA). A mintavételezés 15 percenként
tortént, a hattérkorrekciot a ,,vak mérés” adatai alapjan végeztiik, mely soran minden well

impedancidja 100 pl sejtmentes, alacsony Ca?' tartalmi DMEM tapoldatban lett

66



meghatarozva. A ,,vak mérését” kovetden a sejteket 10.000 sejt/lyuk denzitasban
szélesztettiik a lemezre, 200 pl alacsony Ca?* tartalmit DMEM-ben. A teljes konfluencia
elérésekor, azaz amikor impedancia mérése platdéfazist mutatott, a tapoldatot
differencialodast indukdld, magas Ca®* tartalmit DMEM-ra cseréltiik, mely vagy 14 uM FX-
t vagy azonos térfogatt oldoszert (DMSO-t) tartalmazott.

A mérés végén az adatokat wellenként a kezelés eldtti utolsé impedanciaértékre
normalizaltuk, melyeket 1-nek tekintettiink. 4 sejtek elékészitését Adam-Nagy Dorottya, a
mérést dr. Varadi Judit végezte. A kiértékelést dr. Olah Attila és Adam-Nagy Dorottya

végezte.

4.15 Statisztikai analizis

Az adatok statisztikai elemzését és abrazolasat GraphPad Prism 10.1.0 (316), illetve
10.2.3 (403) (GraphPad Software, LLC, San Diego, CA, USA) szoftverrel végeztik. Ha
sziikséges volt, a kiugro értékek azonositisa ROUT teszttel (Q=1%) tortént. A minta
méretét6l fliggben az adatok eloszlasat Anderson-Darling vagy Shapiro-Wilk teszttel
vizsgaltuk. Adataink Osszevetésére normadl eloszlas esetén kétoldala, parositatlan t-tesztet
(paros dsszehasonlitdsok) vagy egyutas ANOVA-t, majd Sidak-féle vagy Dunnett-féle post
hoc tesztet (tobbszords dsszehasonlitasok) végeztiink, nem normal eloszlas esetén kétoldalu
Mann-Whitney tesztet (paros 6sszehasonlitasok) vagy Kruskal-Wallis-tesztet, majd Dunn-
féle post hoc tesztet (tobbszoros dsszehasonlitasok) alkalmaztunk. A 7. tablazatban lathato
adatok elemzéséhez Fisher-féle egzakt tesztet hasznaltunk. Szignifikdns kiilonbségnek
minden esetben a P<0,05 értékeket tekintettiink. A statisztikai analizist és az abrak

elkészitését dr. Olah Attila és Adam-Nagy Dorottya végezte.
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5. Eredmények

51 A TRPM5 antagonista TPPO TRPM>5-fiiggetlen modon fokozza a

szebocitak lipogenezisét és befolyasolja az immunfenotipusukat 1S

Az Irodalmi drtekintésben bemutatott szakirodalmi adatokra alapozva a human SZ95
szebocitakon folytatott kisérleteinket a TRPMS expresszidjanak vizsgalataval kezdtiik, majd

a TRPMb5-antagonista TPPO bioldgiai hatasanak felderitésével folytattuk.

5.1.1 A TRPMS5 kifejezodése megkérdojelezheté SZ95 szebocitdkon

Kisérleteink kezdetén a prekonfluens, azaz aktivan proliferalo és posztkonfluens, azaz
spontan differencialédott szebocitak segitségével meg akartunk bizonyosodni a TRPM5
faggytmirigysejteken valo jelenlétérdl. Vizsgalatainkat mRNS szinten kezdtik RT-gPCR
segitségével. Bar két kiilonb6z6 TRPMS5-specifikus TagMan-probat is alkalmaztunk, az
ioncsatorna mMRNS-szintii expressziojat minden esetben a detekcios kiiszob korilinek vagy
az alattinak talaltuk (minden vizsgalt minta esetében a Ct értékek felettiek voltak; 6.
tabldazat).

Az expresszios vizsgalatot fehérje szinten folytattuk western blot technikéaval, elészor
ugyanannak az antitestnek a felhasznalasaval, amit Mardaryev és munkatarsai hasznaltak a
mar emlitett publikdcioban.!® A kisérlet soran a TRPMS5-ellenes antitest mellett egy
specifikus blokkold peptidet is alkalmaztunk (19. dbra). Ez a kisérlet tobb,
nemspecifikusnak tiiné savot eredményezett, melyek tobbsége eltlint, amikor az antitestet a
blokkold peptiddel egyiitt inkubaltuk. A megfigyelhetd savok egyike sem a gyarto altal
elérejelzett molekulatomegnél (nagyjabol 100, illetve 72 kDa-0s magassagban) jelent meg,

azonban gyenge jel6l6dés volt lathaté az UniProt adatbazis altal megadott molekulatomeg
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(=132 kDa)'®® felett valamivel, ez utobbi sav viszont nem tiint el a blokkold peptid hatdsara

(19. dbra).

6. tablazat
A két kiilonbézé TRPMS5-specifikus TagMan-probaval elvégzett RT-gPCR
A TRPMS5 és egy belsd kontroll (PPIA) mRNS-szintii expresszioja (nyers RT-QPCR Ct adatok
pre- és posztkonfluens szebocita tenyészetekbdl). A mintahoz tartozé hdarom sorban a

technikai ismétlések lathatok. A detektalas 50 ciklusig zajlott. Azok a wellek, melyekben az
50. ciklusig sem detektaltunk jelet, piros hattérrel vannak kiemelve.

1. KiSERLET 2. KISERLET

PPIA TRPMS5 PPIA TRPM5
Hs99999904 m1 Hs00175822_m1 Hs99999904 m1 Hs05060590_s1
19,07 40,63 18,91 41,2
Prekonfluens
1. minta 19,05 18,99 o
19,25 19,01
o 19.1 41,64 19,14
Prekonfluens 1917 19,17 414
2. minta
19,22 19,18
Prekonfluens 19,33 P oo i
3. minta 19.29 o o1
. 19,49 41,32 19,11 40,37
19,15 19,54
Prikmfrllltj:ns 18,92 19,53
. 1913 19,53
19,33 19,01
: 103 19,15 41,28
Prekonfluens 19,38 o
6. minta 1949 - oy 422
: 19,27 19,5
19,47 19,77
Positlzg)mtl;ens 19,52 19,86
. 1058 19,67 41,3
19,73 19,84
Posgtl:rc])inr:‘tlgens 19,69 19,87
. 10,67 19,76 45
194 21,11
Posgtl;c])inr:‘tlgens 19,72 21,05
. 10.7 21,04
19,92 41,28 20,13
Pos‘zltlﬁl)inr:‘tlgens 19.94 42,07 20,06
. 19,37 40,89 20,18 40,17
198 20,17
Pos;tl;c])inr:‘tlgens 19,87 20,19
. 19.83 20,15
194 19,78
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19. dbra

A Mardaryev és munkatarsai daltal alkalmazott TRPMS5-specifikus primer
antitesttel'™® végzett analizis megkérddjelezhetd jelolédést mutat a humdn
szebocitakban (western blot)

Western blot. Az SZ95 humadn szebocitikat prekonfluens (nem differencialt, aktivan
proliferdld) és posztkonfluens (spontan differencialodo) stadiumban arattuk le, a TRPMS5
kimutatasara a Mardaryev és munkatdrsai dltal hasznalt primer antitestet alkalmaztuk
(Alomone; kat szam: ACC-045).1"° Az elemzés t6bb sdvot eredményezett, amelyek tobbsége
(de nem mind) eltiint, amikor az antitestet €Qy specifikus blokkolo peptiddel eldinkubaltuk
(narancssargaval bekeretezve), azonban egyik sav sem az eldrejelzett molekulatomegnél (kb.
100 és kb. 72 kDa; kékkel jelolve) jelent meg. Erdekes médon egy gvenge sav megjelent
valamivel 130 kDa felett (azaz az UniProt adatbdzis dltal elérejelzett molekulatomeg'®
koriil; rozsaszinnel jelolve); ez a sav azonban nem tint el a blokkolo peptiddel torténo
eldinkubdldst kovetden. Pre: prekonfluens kultira; Poszt: posztkonfluens kultira.

Mivel a fenti kisérlet soran tobb, nagy valoszintiséggel nem specifikus savot figyeltiink
meg, a kovetkezékben egy masik TRPMS-ellenes antitestet is kiprobaltunk. Ebben az
esetben a western blot specifikusabbnak latszo savokat eredményezett (20. dbra), azonban

az immunpozitivitas nem a gyartd altal prediktalt molekulatomegnél (=100 kDa)

jelentkezett, hanem magasabb molekulatomegnél (=110 kDa magassagaban).
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20. abra
A TRPM5 kifejezddése megkérddjelezheté humadn szebocitikon (western blot)

Western blot. Az SZ95 szebocitdkat prekonfluens (nem differencidlt, aktivan proliferalo) és
posztkonfluens (spontan differencidlo) stadiumban arattuk le. A TRPMS5 kimutatasara
ezuttal egy masik elsodleges antitestet alkalmaztunk (Abcam, kat. szam: abl154788). A
legerdsebb sav =110 kDa magassagaban latszik, azonban a TRPMS5 molekulatomege az
UniProt adatbazis szerint*®® kb. 132 kDa (rézsaszinnel jeldlve), a gyarté pedig a TRPM5-
specifikus sav megjelenését kb. 100 kDa-ra prediktalta (kékkel jelolve). Pre: prekonfluens
kultura; Poszt: posztkonfluens kultira.

Ebben az esetben a savok specificitasat — blokkold peptid hianyaban — SIRNS
transzfekcioval ellendriztik (21. dbralA). A kisérlet soran TRPMS5-specifikus SiRNS
konstruktokkal transzfektaltuk a szebocitékat, és ahogy az dbran is latszik, a harom konstrukt
egyike sem volt hatékony a Western blot sdvok relativ optikai denzitasanak csokkentésében

a scrambled (SCR) kontrollhoz viszonyitva (21. dbral/B).
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21. dabra
A TRPMS kifejezddése megkérddjelezheté humadn szebocitdkon
(SIRNS-medialt szelektiv géncsendesités)

A TRPM5 siRNS-medidlt szelektiv géncsendesitése. A szebocita mintikat 48 oraval a
transzfekcio utan gytjtottiik be. Az ,,A” panelen a TRPMS5 és a p-aktin (loading kontroll)
reprezentativ Western blotja, mig a ,,B” panelen a western blot optikai denzitometrias
elemzésének eredményei lathatoak. A harom TRPM5-specifikus konstrukt egyike sem volt
hatékony a Western blot sdavok relativ optikai denzitisanak csékkentésében a scrambled
kontrollhoz viszonyitva. A nem transzfektalt kontroll tenyészetek atlaga 1 (szaggatott vonal).
N=4 (fiiggetlen transzfekciobol szarmazo biologiai ismétlés; minden szin egy fiiggetlen
kisérlet adatait jeloli), az adatokat dtlag+SD formdban adtuk meg (ns: nem szignifikdans;
kontroll: nem transzfektalt kontroll; SCR: scrambled kontroll; si989/si990/si077: TRPM5-
specifikus siRNS-konstruktok).

Mivel az eddigi eredmények alapjan megkérddjelezhetd a jelolések specificitasa, az
expresszios kisérleteink utolso 1épéseként megvizsgaltuk a TRPMS funkciondlis aktivitasat
is a szebocitdkon. Ahogy mar az Irodalmi dttekintésben is emlitésre keriilt, a TRPMS
ioncsatorna monovalens kationokra permeabilis, igy a funkcionalis vizsgalat soran eldszor
azt teszteltiik, hogyan hatnak a TRPMS5 modulatorok a sejtek Na™ homeosztazisara, melyhez
SBFI AM-et, egy Na™-érzékeny fluoreszcens festéket hasznaltunk. Ehhez el8szor
ellendriztik MTT-assay segitségével, hogy a modulatorok hogyan befolyéasoljak a

szebocitak életképességét, igy kivalaszthattuk a legmagasabb nem citotoxikus

koncentraciokat a tovabbi munkahoz.
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22. abra

300 uM-ig mindhdarom TRPMS5 modulator alkalmazhato a citotoxicitds veszélye
nélkiil 24 és 48 oras kezelések soran (MTT-assay)

MTT-assay. Az SZ95 szebocitakat a TRPMS5 modulatorok kiilonbozé koncentracioival
kezeltiik 24 (A, C és E) vagy 48 ordn at (B, D és F). Az adatokat az oldészerrel kezelt kontroll
csoport atlagara normaltuk. N=10-12 (biologiai ismétlés), az adatokat atlag+SD formaban
adtuk meg; *P<0,05; **P<0,01 a jelzésnek megfeleléen (DMP: 2,5-dimetil-pirazin; Hept:
2-heptanon; TPPO: trifenilfoszfin-oxid).
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A viabilitasi vizsgalat soran kimutattuk, hogy 1000 puM koncentracidig sem az
aktivatorok (DMP és Hept), sem az antagonista TPPO nem volt negativ hatassal az SZ95
szebocitak életképességére (22. dbra).

Az MTT-assay alapjan igy kivalasztottunk egy magas, de biztosan nem citotoxikus
koncentraciot, mellyel elvégeztik a SBFI AM-alapii Na*-homeosztazis vizsgélatot: ez a
koncentracié mindharom modulator esetében 300 uM volt. Ahogy a 23. dbral/A-C paneljén
is latszik, sem az aktivatorok, sem az antagonista nem okoztak mérhetd valtozast a
szebocitak intracellularis Na*-szintjében.

A viszonylag magas (millimolaris nagysagrendii) intracellularis Na* koncentracio
miatt az SBFI AM és a hozza hasonl6 fluoreszcens festéken alapuld modszerek nem eléggé
érzékenyek, hogy a kis mértékt valtozasokat is megfelelden tiikrozzék, ezért a TRPMS
funkcionalis kifejez0dését kozvetett modon is ellendriztiik Fura-2 AM alapu fluoreszcens
Ca?* méréssel.

Fontos kiemelni, hogy a TRPMS énmagaban nem permeabilis a Ca®*-ra, de 37 °C-on
megfigyelhetd a csatorna spontan aktivitdsa, mely egy depolarizald6 Na'-hattéraram
kialakulasahoz vezet, melyet a csatorna aktivatorai fokozhatnak, gatloszerei pedig
csokkenthetnek. Amennyiben ezek a depolarizald hattéraramok jelen vannak, csokkenthetik
a Ca?*-bearamlas hajtoerejét, igy a TRPMS aktivitasanak modulalasa hatassal lehet a Ca®*-
permedbilis csatornak megnyilasa altal kivaltott Ca?*-jelekre. A kozvetett funkcionalis
vizsgalat soran igy azt figyeltiik meg, hogy ezt a hipotetikus, Na* altal dominalt hattéraramot
a TRPM5 modulalasa hogyan befolyésolja, és ez milyen hatassal van az intracellularis Ca?*-
szint valtozasara, azaz a TRPM5 antagonistak képesek-e csokkenteni a depolarizald hatast
és ezzel a Ca?*-jelet ndvelni, illetve az aktivatorok tudjak-e a depolarizalé Na* aramot tovabb

fokozni, és ezzel csokkenteni a Ca?*-szignlt.
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23. dabra

A TRPM5 moduldatorok nem befolydsoljik a szebocitik Na*- és Ca?*-homeosztazisdt

SBFI AM-alapii fluoreszcens Na*-mérés (A-C) és Fura-2 AM-alapii fluoreszcens Ca**-
merés (D-F). A szaggatott fiiggdleges vonalak a jelzett kezeléseket jelolik. Minden esetben
oldészer kontrollt alkalmaztunk. A Ca?*-mérések esetében a tenyészetek egy specifikus
TRPV4 agonistaval (GSK1016790A4; 50 nM) egy masodik kezelést is kaptak. N=6 (biologiai
ismétlés), az adatokat datlag+SD formdban adtuk meg (DMP: 2,5-dimetil-pirazin;
GSK1016790A: specifikus TRPV4 agonista; Hept: 2-heptanon; TPPO: trifenilfoszfin-oxid;
TRPV: tranziens receptorpotencialu ioncsatorna vanilloid alcsaldd).
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Mivel a Ca?*-ot 4atereszt6 TRPV4 csatorna magas szinten fejezddik ki és
funkcionalisan aktiv szebocitakon,'?® igy ebben a kisérletben ismét kezeltiik a sejteket a
TRPMS5 modulatorokkal (vagy térfogatazonos oldoszerrel), ezt kovetden pedig egy
ultrapotens, szelektiv. TRPV4 agonistat (GSK1016790A; 50 nM)!? adtunk hozza a
rendszerhez. Az 50 nM-os koncentraciot korabbi tapasztalatainkra alapozva valasztottuk,
mivel jol reprodukalhaté Ca?*-szignilt eredményezett, mely nem telitette a fluoreszcens
Ca2*-érzékeny festéket, igy a jelek novekedése és csokkenése egyarant nyomon kovethetd
volt. A Fura-2 AM-mel végzett kisérlet soran azt lattuk, hogy egyik TRPMS5-modulator sem
befolyasolta a specifikus TRPV4-agonista GSK1016790A altal kivaltott Ca®*-bedramlést,
mely eredmény Gsszhangban van az intracellularis Na*-szint mérések esetén észleltekkel
(23. d@bralD-F).

A funkcionalitast célzé ionméréses vizsgalatok, a RT-gPCR, a western blot és az
siRNS medialt transzfekcid egyiittesen azt igazoljak, hogy a szértiiszokkel ellentétben!™® a

human szebocitak nem fejeznek ki funkcionalisan aktiv TRPMS-6t, illetve ha expresszaljak

1s, a modulatorok nem képesek mérheté meértékben befolyasolni a csatorna mitkodését.

512 A TRPMS5 antagonista TPPO fokozza a human szebocitik lipogenezisét és

befolyasolja a sejtek immunfenotipusat

Bar eddigi adataink alapjan megallapithat6, hogy a TRPMS funkciondlis expresszioja
a human szebocitadkon valdsziniitlen, igy a szortiisz6kon kifejez0dd csatorna modulélésa
valoban TRPMS5-szelektiv anyagokkal nem okozhat faggyimirigyekhez kothetd
mellékhatasokat. Ugyanakkor mindig eléfordulhat, hogy az eredetileg egy adott célpontra
szelektivnek gondolt szerrdl késobb kidertil, hogy nem szelektiv; ezért le akartuk ellendrizni,
hogy azok a TRPM5-modulatorok, amelyekrdl kimutattak, hogy befolyasoljak a hajciklust,

hatassal vannak-e a human szebocitakra.
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Ennek megfeleléen a kdvetkezd célunk az volt, hogy feltarjuk a TRPMS antagonista
TPPO és egy valasztott aktivator hatasait. Mivel a szortiiszok vizsgalatanal az anagén fazis
meghosszabbitasaban az aktivatorok kozil a DMP hatékonyabbnak bizonyult, mint a

Hept, 1™ igy tovabbi kisérleteinkben a TPPO mellett — tobbnyire —a DMP hasznalata mellett

dontottiink.
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24. abra

300 uM-ig a DMP és a TPPO nem csokkenti a sejtszamot

Nile Red jeldlés, polaros lipidek. Az SZ95 szebocitdkat egy TRPMS5 antagonista (TPPO) és
aktivator (DMP) kiilonbdzé koncentracidival kezeltiik 24 (A és C), illetve 48 érdn at (B és
D). Az adatokat az oldoszerrel kezelt kontroll csoport dtlagira normdltuk. N=11-12
(biologiai ismétlés); az adatokat atlag+SD formaban adtuk meg, *P<0,05; ****P<0,0001
a jelzésnek megfeleléen (DMP: 2,5-dimetil-pirazin; TPPO: trifenilfoszfin-oxid).

Els6 1épésként megerdsitettik az MTT-assay (22. dbra) soran latott viabilitasi

adatainkat Nile Red jeldlés segitségével is, melyhez a polaros, azaz membranlipidekbdl
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szarmaz6 fluoreszcencia intenzitast hasznaltuk, mivel az igy kapott jel aranyos a
sejtszammal. A 24 és 48 6ras Nile Red mérés kimutatta, hogy 300 uM-ig a TPPO és a
DMP csak elhanyagolhatdo mértékben befolyasoltak a sejtszdmmal korrelald polaris lipidek
szintjét, de 1000 pM-os koncentricioban a TPPO jelentdsen csokkentette azt. gy
kijelenthetd, hogy mind a TPPO, mind a DMP biztonsaggal, a citotoxicitas veszélye nélkiil

alkalmazhat6o 300 uM-os koncentracioig (24. dbra).
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25. dbra

A DMP nem befolydsolta a szebocitdk lipidtermelését, mig a TPPO szignifikansan és
koncentrdciofiiggd modon fokozta a lipogenezist

Nile Red jeldlés, neutrdlis lipidek. Az SZ95 szebocitdkat egy TRPMS antagonista (TPPO) és
aktivator (DMP) kiilonbozé koncentrdacioival kezeltiik 24 (A, C) vagy 48 oran dt (B, D). Az
adatokat az oldoszerrel kezelt kontroll csoport atlagara normaltuk. N=12 (biologiai
ismétlés), az adatokat atlag+SD formaban adtuk meg; *P<0,05; ***P<0,001;
*¥*¥%xP<0,0001 a jelzésnek megfeleléen (DMP: 2,5-dimetil-pirazin; TPPO: trifenilfoszfin-
oxid).
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A modulatorok faggyulipidekre gyakorolt hatdsanak kimutatasahoz ismét a Nile Red-
jelolést hasznaltuk, de ezattal a neutralis lipidek szintjét vizsgaltuk. Megallapitottuk, hogy a
DMP nem befolyasolta (25. dbralA, B), mig a TPPO 24 és 48 oras kezelések soran jelentdsen
¢és koncentraciofiiggé modon novelte a szebocitak lipidszintézisét (25. dabralC, D). Ezt egyik
TRPM5-aktivator sem tudta kivédeni (26. dbralA, B), ami (korabbi expresszids adatainkkal

Osszhangban) arra utal, hogy a hatas TRPMS5-fiiggetlen modon alakult ki.
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26. dbra
A TPPO lipogén hatasat egyik TRPMS5-aktivator sem tudta kivédeni

Nile Red jelolés, a neutralis lipidek vizsgalata. Az SZ95 szebocitakat kombinalt kezelésnek

erer

uM) és a két aktivator egyikével, a Hept-nal (A) vagy a DMP-vel (B) kezeltiik. Az adatokat
az oldoszerrel kezelt kontroll csoport atlagara normaltuk. N=12 (biologiai ismétlés), az
adatokat atlagxSD formaban adtuk meg; **P<0,01; ****P<0,0001 a jelzésnek megfeleléen
(ns: nem szignifikans, DMP: 2,5-dimetil-pirazin; Hept: 2-heptanon; TPPO: trifenilfoszfin-
oxid).

A kovetkezd kérdés, amelyre a TPPO hatasaval kapcsolatban a vélaszt kerestiik az
volt, hogy hatékony lipogén koncentracidja hogyan befolyasolja a szebocitak

Immunfenotipusat. A valaszt 3 és 24 oras TPPO-kezelést kovetden elvégzett RT-gPCR (27.

dbra) és ELISA (28. dbra) kisérleteink adtak meg.
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27. abra
A TPPO lipogén koncentracidja szignifikans mértékben novelte az IL-6 mRNS szintii
expressziojdat, az IL-1a és az |L-1p kifejezodését differencidaltan befolydsolta,
miQ az IL-8-ra nem volt szignifikdans hatdssal

RT-qPCR. Az IL-1a (A, E), IL-15 (B, F), IL-6 (C, G) és IL-8 (D, H) mRNS szintii
expresszioja, 3 (A-D) vagy 24 ordas (E-H) 300 uM-0s TPPO kezelést kovetéen. A AACT
mddszert alkalmazva a belso kontrollként hasznadlt PPIA-ra torténd normalizalast kévetden
a relativ expressziot az oldoszer kontroll esetében tapasztalhato atlagos relativ expressziora
is normalizdltuk (& kontrollok dtlaga = 1). N=5-6 (az adatpontok az egyes biologiai
ismétléseket jelolik, melyek mindegyikét 3 technikai ismétlés dtlagaként hatdroztuk meg), az
adatokat atlag+=SD formaban adtuk meg; *P<0,05; **P<0,01; ***P<0,001; ****P<0,0001
a jelzésnek megfeleléen (NS: nem szignifikans, IL: interleukin; PPIA: ciklofillin A, belsé
kontroll; TPPO: trifenilfoszfin-oxid).

A TPPO gyulladasos citokinek expresszidjara gyakorolt hatdsanak vizsgélata soran azt
tapasztaltuk, hogy szignifikans mértékben novelni tudta az IL-6 mMRNS-szinti kifejezodését
(27. dbralC, G); az IL-1a és IL-1p kifejezodését differencialtan befolyasolta (27. dbralA, E
és B, F), az IL-8 esetében pedig nem okozott szignifikans eltérést (27. dbra/D, H).

Ezzel parhuzamosan az RT-qPCR sordn tesztelt tenyészetek feliilusz6jabol

megvizsgaltuk TPPO citokin-felszabadulasra gyakorolt hatasat is. Azt tapasztaltuk, hogy a
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TPPO nem befolyésolta szignifikans mértékben az IL-6 (3 és 24 6ra), illetve az IL-8 (3 ora)
felszabadulasat (28. abralA-C), viszont a 24 oras kezelések soran jelentdsen csokkentette az

IL-8-szintet (28. dbralD).
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28. dbra

A TPPO nem befolyasolja szignifikans mértékben az IL-6 felszabadulasdt 3 és 24 ords
kezelést kovetden, de csokkenti az IL-8 felszabadulast 24 ords kezelés utan

ELISA. 3 (A, B) és 24 oras (C, D) 300 uM TPPO-kezelést kévetden az SZ95 szebocitik
feliiluiszojabol 1L-6 (A, C) és IL-8 (B, D) citokin-felszabadulast mértiink. Az adatokat az
oldoszerrel kezelt kontroll csoport atlagara normaltuk. N=6 (az adatpontok az egyes
biologiai ismétléseket jelolik, melyek mindegyikét 2 technikai ismétlés atlagaként hatdaroztuk
meg), az adatokat datlag+SD formdban adtuk meg;, **P<0,01 (IL: interleukin; TPPO:
trifenilfoszfin-oxid).

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

A TPPO hatdsainak a kozvetitésében résztvevd jelatviteli utak azonositasara
foszfokinaz array-t alkalmaztunk. Ahogy az Anyagok és modszerek részben mar emlitésre
keriilt, az array lehetévé teszi, hogy egyidejlileg tobb relevans jelatviteli utat is vizsgalni

tudjunk.
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29. dabra
A TPPO hatasait valésziniileg részben dtfedd jelatviteli utak aktivildsa kézvetitheti

Foszfokinaz array (a relevans foszforilacios helyek zarojelben szerepelnek). Az SZ95
szebocitakat rovid tavi (10, 30 és 60 perces) TPPO kezelésnek vetettiik ald. Minden esetben
2 technikai ismétléssel dolgoztunk, melyek dtlaga adta a jelintenzitast. (A) A hattérérték
kivonasat kovetoen a jelintenzitasokat normalizaltuk az azonos molekula oldoszerrel kezelt
kontroll (10 perces kezelés) esetén mért jelintenzitasaval (kontroll = 1; folytonos vonal). A
Jjelintenzitas >1,3-szoros TPPO-indukalt névekedeését tekintettiik relevans valtozasnak (piros
szaggatott vonal). (B) Amikor az oldoszerrel kezelt kontroll csoportok jelintenzitisa a
hattérrel azonos vagy az alatti értéket mutatott, azokban az esetekben a hattérrel korrigalt,
nyers optikai denzitas értékeket dbrazoltuk (BDL.: detekcios kiiszob alatti érték; Chk:
checkpoint kinaz;, EGFR: epidermalis novekedési faktor receptor; eNOS: endotelialis
nitrogén-oxid-szintdz, Fgr: FGR proto-onkogén [src csaldd tirozin-kindz]; GSK: glikogén
szintaz kindz [gatlo foszforilaciol; HSP: hésokk fehérje; Lck: limfocita fehérje tirozin-
kindz; Lyn: LYN proto-onkogén [src csalad tirozin-kindz]; MAPK: mitogén-aktivalt protein
kinaz; PYK: prolinban-gazdag tirozin-kindz; RSK: riboszomadlis fehérje S6 kindz; STAT:
,,szignal transzducer és transzkripcio aktivator’”; TPPO: trifenilfoszfin-oxid).

82



A kisérlet soran 10, 30 és 60 perces kezelést kovetben a TPPO 300 pM-0s
jelatviteli molekula foszforilacidjat is id6fiiggd modon novelték, igy egyebek mellett
fokozodott az Akt,1°119197 3 p380 mitogén-aktivalt protein kinaz (MAPK),'®® epidermalis
nodvekedési faktor receptor (EGFR)'®® és a p38a MAPK down-stream molekulajaként is
funkcionald hésokk protein (HSP)-27%% foszforilacidja is (29. dbra). A fenti Gtvonalak
gatlasara GSK690693-at (Akt), tyrphostin AG 1478-at (EGFR), neflamapimodot (Nefl;
p38a MAPK), valamint J2-t (HSP27) hasznaltunk. Ezen gatloszerek alkalmazasaval
kimutattuk, hogy az Akt (30. dbralA), az EGFR (30. dabra/B) és a p38a MAPK (30. dbralC)
gatlasa jelentdsen csokkenti a TPPO altal kivaltott lipogenezist.

A poléros lipidek szintjének ellenérzésekor bizonyitast nyert, hogy az Akt-inhibitor
GSK690693 (31. dbralA) és az EGFR-antagonista tyrphostin AG (31. dbra/B) nem
befolyésolta a sejtszammal ardnyos polaros lipidek szintjét, tehat az Akt és az EGFR gatlasa
nagy valoszinliséggel valoban az egyedi sejtek TPPO-indukalta faggyulipid-termelését
gatolta. Ezzel szemben a p38a MAPK-gatld Nefl szignifikansan és koncentraciofiiggd
modon csokkentette a polaros lipidekb6l szarmazo fluoreszcens jelet (31. dabra/C), ami arra
utalt, hogy a liposztatikus hatds nagy valoszinliséggel csak latszolagos volt, és valojaban a
sejtszam csOkkenése okozta. Ezzel Osszhangban, amikor a p38a MAPK down-stream
effektoraként (is) funkcionalo®® HSP27-et gatoltuk, a TPPO lipogén hatasanak
mérséklodése mellett (30. dbra/D) a polaris lipidek szintjének jelentds, koncentraciofiiggd
csokkentését figyeltiik meg (31. dbra/D). Mindezek alapjan feltételezhetd, hogy a p38a
MAPK — HSP27 tengely els6sorban a sejtek szamdara hat, és csak kisebb mértékben
befolyasolja az egyedi sejtek faggyulipid-termelését.

Kisérleteink kovetkezd 1épéseként az EGFR szerepét siRNS-transzfekcio segitségével

is megvizsgaltuk.

83



A B | |
* %k * %k kk
| %k %k | %%k %k k
| * k¥ kk
2,51 2,0 |—|
»
. »
S 2,04 $
Ec E= 157 >
2L 15 8 E
2L B 2 1,0
£E 404 2t "’
3£ 38
3 05 gv 0,5-
© ’ ©
w w
0,0~ 1 ’ 0,0-
‘\\'O @0\;\:‘ \) \;\“ Q\“ “\(0\ \"3\)\50 0 \)\5 QQ\“Q\‘“
O 9'5 '\0 xS 0 Oy .‘\p * N ’50 '5“ D
*593&90 ,‘Q? Q? Q? Q? Q? ,‘9?
& .5’\\)‘?\ ¥ A \?‘ig\? AOV
RS AU
‘659 690
06051*
*K K K * 5k %k %
C | ns | * %k D | * %k
| ns | * | ns

»
=)
1
»n
=)
1

-

3]
1

-

(%]
1

=1)
=1)

-
o
1
-
o
1

0,54

Faggyulipid-termelés
(kontroll

Faggyulipid-termelés
(kontroll

0,0-
N AL ARSI SE
\(\o‘&‘\ 9‘3‘\ W \{\1’ \)'\Q ?5 o ?500 ‘3“8?508\“5“0 N “\o“ \QQ v " ) 0\')503\‘@ BN \‘QQ Q““ N
,‘q? ,‘Q? ,g? ,‘Q? ,g? ,“:? ,(\:? ,g? “Q?
(\ o
2 Q:\ R\ \i\ R \Q\‘ " UMY \‘,1'5 VaoV

30. abra
A foszfokindz array alapjdan valasztott inhibitorok csokkentették az SZ95 szebocitik
TPPO dltal indukalt, fokozott faggyulipid-termelését

Nile Red jelolés, a neutralis lipidek vizsgadlata. Az SZ95 szebocitak lipogenezisét a jelzett 48
oras kezeléseket kovetoen vizsgaltuk. Az adatokat az oldoszerrel kezelt kontroll csoport
dtlagara normaltuk. N=12 (biologiai ismétlés), az adatokat atlag+SD formaban adtuk meg;
*P<0,05; **P<0,01; ***P<0,001;, ****P<0,0001 a jelzésnek megfeleléen (Ns: nem
szignifikans; GSK690693: az Akt inhibitora; Tyr: tyrphostin AG 1478 [EGFR antagonista];
Nefl: neflamapimod /p38a MAPK-inhibitor]; J2: a p38a MAPK down-stream effektor
HSP27 inhibitora; TPPO: trifenilfoszfin-oxid).
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31. dabra
Az Akt és az EGFR gdtloszerei nem Voltak hatdssal az SZ95 szebocitdk sejtszamdra, mig
a p38a MAPK és a HSP27 inhibitorai csokkentették azt

Nile Red jelolés, a sejtszammal korreldalo poldros lipidek vizsgalata. Az SZ95 tenyészetek
sejtszamat a jelzett 48 oras kezeléseket kovetden vizsgaltuk. Az adatokat az oldoszerrel kezelt
kontroll csoport atlagara normaltuk. N=12 (biologiai ismétlés), az adatokat atlag=SD
formaban adtuk meg; **P<0,01; ****P<0,0001 a jelzésnek megfeleloen (NS: nem
szignifikans; J2: a p38a MAPK down-stream effektor HSP27 inhibitora; GSK690693: az
Akt inhibitora; Tyr: tyrphostin AG 1478, az EGFR antagonistaja; Nefl: neflamapimod, a
p38a MAPK inhibitora; TPPO: trifenilfoszfin-oxid).

Amint az abran lathato, az elézetes kisérletek alapjan kivalasztott SIRNS konstrukt a

transzfekciod utani 4. napon szignifikansan csokkentette az EGFR expressziojat (32. dbralA-
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B), a géncsendesités pedig (az EGFR antagonistaval nyert eredményekkel 6sszhangban)

lényegében teljesen kivédte a TPPO lipogén hatéasat (32. dbralC).
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32. abra
Az EGFR SiRNS-medidlt csendesitése hatékonyan csokkentette a TPPO lipogén hatdsit

Az EGFR siRNS-medialt géncsendesitése. (A-B) Western blot. A mintdikat 96 érdaval a
transzfekcio utan gyijtottiik be. Az ,,A” panelen az EGFR és a p-aktin (loading kontroll)
reprezentativ western blotjia; a ,,B” panelen a western blotok optikai denzitometrias
elemzésének eredményei lathatoak. A nem transzfektalt kontroll temyészetek datlaga 1
(szaggatott vonal). Az eldzetesen kivalasztott EGFR-specifikus SIRNS  konstrukt
szignifikansan csokkentette a western blot sdavok relativ optikai denzitasat a scrambled
kontrollhoz viszonyitva. N=3 (fiiggetlen transzfekciobol szarmazo biologiai ismétlés, minden
szin egy fiiggetlen kisérlet adatait jeloli), az adatokat datlag=SD formdban adtuk meg. (C)
Nile Red jelolés, a neutralis lipidek vizsgalata. Az SZ95 szebocitak faggyulipid-termelését a
transzfekciot koveto 4. napon kezdve, 48 oras kezelést (300 uM TPPO) kévetéen vizsgaltuk.
Az adatokat az oldoszerrel kezelt SCR kontroll csoport atlagara normaltuk. N=16 (biologiai
ismétlés), az adatokat atlag£SD formaban adtuk meg; *P<0,05; ***P<0,001 a jelzésnek
megfelelden (NS: nem szignifikans, SCR: scrambled kontroll; SIEGFR: EGFR-specifikus
siRNS-konstrukt; TPPO: trifenilfoszfin-oxid).
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5.1.4 A TPPO adltal indukalt IL-6 up-reguldacio fiiggetlen a lipogén Akt-jelatviteltol, és

valosziniileg az EGFR és a p38a MAPK utvonalak kézvetitik

Az inhibitorok leghatdsosabb liposztatikus koncentracidinak (Nefl: 1 uM,
GSK690693: 10 uM, tyrphostin AG: 10 uM) segitségével megvizsgaltuk a mar emlitett

jelatviteli utvonalak szerepét a TPPO indukalta IL-6 up-regulacioban is.
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33. dbra

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

RT-gPCR. Az IL-6 mRNS szintii expresszioja a jelzett 24 oras kezeléseket kovetoen. A AACT
modszert alkalmaztunk, amely soran a belso kontrollként hasznalt PPIA expressziojara
torténé normalizdlast kévetden a relativ expressziot az oldoszer kontroll esetében
tapasztalhato relativ expressziora is normalizaltuk (a kontroll atlaga = 1). N=6 (az
adatpontok az egyes biologiai ismétléseket jelolik, melyek mindegyikét 3 technikai ismétlés
atlagakent hataroztuk meg), az adatokat atlag+SD formaban adtuk meg, ****P<0,0001 a
Jelzésnek megfeleléen (nS: nem szignifikans,; IL: interleukin; GSK690693: az Akt inhibitora;
Nefl: neflamapimod, a p38a MAPK inhibitora; PPIA: ciklofillin A, belsé kontroll; Tyr:
tyrphostin AG 1478 [EGFR antagonista]; TPPO: trifenilfoszfin-oxid).

Megallapitottuk, hogy a Nefl, illetve tyrphostin AG alkalmazasa szignifikans

mértékben képes volt csokkenteni a TPPO altal kivaltott 1L-6 up-regulaciot, mig az Akt-
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gatlo GSK690693 nem befolyasolta azt (33. dbra). Eredményeink az jelentik, hogy a TPPO-
indukalt IL-6 up-regulacid valdsziniileg fiiggetlen a lipogén Akt-jelatviteltdl, és inkdbb az

EGFR ¢és a p38a MAPK aktivaciojanak eredményeként alakulhat ki.

5.1.5 Az RNS-Seq elemzés eredményei arra utalnak, hogy a TPPO jelentisen befolyasolja
a human szebocitak immunfenotipusat, és hatdassal van szamos potencialisan ,, akne-

relevans” célgén kifejezodesére

Hogy mélyebb betekintést kapjunk a TPPO hatdsanak mechanizmusaba, az SZ95
szebocitakat 24 oras kezelésnek vetettiik ala: a sejteket 300 uM TPPO-val vagy kontrollként
oldoszerrel kezeltiik, majd a begyijtott mintakat RNS szekvenalassal elemeztiik.

Fontos kiemelni, hogy az RT-qPCR eredményeinkkel 6sszhangban, mely soran sem a
pre-, sem a posztkonfluens szebocitakban nem volt detektalhaté a csatorna mRNS-szinti
expresszioja (6. tdbldzat), a szekvenalas soran sem jelent meg a vizsgalt mintakban TRPM5-
specifikus szekvencia, ami ismét amellett szol, hogy a human faggyumirigysejtek valoban
nem expresszaljak a csatornat.

A szekvenalast kovetd ,,GO:molekularis funkcidé” Utvonal adatbazisanak
hasznalataval, a szignifikansan (>1,5-szeres valtozas [,,fold-change”], P<0,05) up-, illetve
down-regulalodo gének felhasznalasaval végezett elemzés kimutatta, hogy a TPPO-kezelés
szamos ,,szebocita-relevans” tutvonalat is modulalt, tobbek ko6zott a ,,CXCR kemokin
receptor kotédés”-t, az ,acilglicerin-O-aciltranszferaz aktivitas”-t, és az ,,inzulinszerii

novekedeési faktor kotédés -t (34. dbra).
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Az RNS szekvenalast koveto utvonalelemzés alapjan a TPPO kezelés szamos
wSzebocita-relevans” utvonalat is modulalt

RNS szekvendlast kovetd utvonalanalizis a szignifikansan (>1,5-szeres valtozas [,,fold-
change’], P<0,05) up-, illetve down-reguldlodo gének felhaszndlasaval. Az SZ95
szebocitdakat 24 oras kezelesnek vetettiik ala (oldoszer kontroll, illetve 300 uM TPPO). Az
elemzest a ,, GO:molekularis funkcio” adatbazis hasznalataval végeztiik. A TPPO kezelés
szamos ,,szebocita-relevans” utvonalat is modulalt, tobbek kozott a ,,CXCR kemokin
receptor kotddés’-t, az , acilglicerin-O-aciltranszferdz aktivitds -t és az ,,inzulinszerii
novekedesi faktor kotédés 1.

Mivel a inzulinszeri novekedési faktor-1 receptor (IGF-1R) a faggytmirigyek

196,201

lipogenezisének egyik ismert pozitiv regulatora és a szebocitak Akt szignalizacidjanak

196 3 fenti elemzés ismeretében felmeriilt annak a

egyik lehetséges up-stream szabalyozoja,
lehetdsége, hogy a TPPO kozvetleniil vagy kozvetve aktivalhatja az IGF-1R-t, és ez lehet
felelds a lipogén hatas kialakulasaért. A kérdés eldontésére Nile Red jelolést alkalmaztunk.
Eredményeink alapjan az IGF-1R antagonista AG1024 nem befolyasolta a TPPO altal

fokozott faggyulipid-termelést (35. dbra), ami azt jelzi, hogy az IGF-1R valdsziniileg nem

célpontja a TPPO-nak.
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35. dbra

Az IGF-1R antagonista AG1024 nem védte ki a TPPO lipogén hatdsdt
Nile Red jelolés, a neutralis lipidek vizsgalata. Az SZ95 szebocitak lipogenezisét a jelzett 48

oras kezeléseket kovetoen vizsgaltuk. Az adatokat az oldoszerrel kezelt kontroll csoport
atlagara normaltuk. N=12 (bioldgiai ismétlés), az adatokat atlag+SD formaban adtuk meg;
***RAP<0,0001 a jelzésnek megfeleléen (NS: nem szignifikans;, AG1024: 1GF-1R
antagonista; IGF-1R: inzulinszerii novekedési faktor-1 receptor; TPPO: trifenilfoszfin-
oxid).

A fentieken tal, az analizis szamos olyan fontos célgént is azonositott, melyekre a
TPPO szignifikdns (>1,5-szeres valtozas [,,fold-change”], P<0,05) hatdssal volt.
kozott a koloniastimulalo faktor 2 (CSF2, mas néven granulocita-makrofag koloniastimulalo
faktor [GM-CSF]), C-X-C motivumu kemokin ligand 1 (CXCL-1, mas néven GRO-a),
CXCL2, CXCL6,202-204 11 -32205 NFKB inhibitor o (NFKBIA)2°6, tumornekrozis faktor
szupercsalad 15-6s tag (TNFSF15)%%7, matrix metalloproteindz 9 (MMP9)?%, illetve az ATP-

kotd kazetta A alcsalad 1-es tag (ABCA1)?%, mig novelte a diacilglicerin O-aciltranszferaz

2 (DGAT2)?1021 expressziojat (36. dbra).
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Az RNS szekvendlas utvonalelemzése kimutatta, hogy a TPPO kezelés szamos
wSzebocita-relevans” utvonalat is modulalt

RNS szekvendlas. Az osszes szignifikans (P<0,05) valtozast mutato gén felhasznaldasaval
létrehozott vulkan-diagram. A piros pontok a jelentésebb (P<0,01) valtozasokat mutato
géneket jelzik, mig a leginkabb ,,akne-" és , gyulladds-relevins” gének kékkel vannak
kiemelve, és a megfelel6 pontok mellett meg vannak nevezve. A roviditések feloldasat lasd a
szovegben.

Mivel az ABCA1” egereknél nagyobb faggytmirigyeket és a bérben magasabb
szabad Kkoleszterinszintet mutattak ki,>® illetve a DGAT2-rdl ismert, hogy a triglicerid

210,211

szintézis egyik kulcsenzime, igy a kovetkezOkben azt vizsgaltuk 24 oras kezeléseket

kovetden, hogy az Akt-, a p38a MAPK-, illetve az EGFR-utvonal aktivalasanak van-e

Eredményeink azt mutatjak, hogy a TPPO valoban képes volt a DGAT2 expresszidjat
fokozni az ABCA1 expressziojat pedig csokkenteni 24 6ras kezelést kovetden (37. dbra). A
300 uM TPPO ABCA1-ra kifejtett hatasat egyik gatloszer sem befolyasolta (37. dbralA).
Ezzel szemben a DGAT2 up-regulacidjat az Akt-inhibitor GSK690693 (10 uM) kivédte, mig
ap38a MAPK (Nefl; 1 uM) és az EGFR (tyrphostin AG; 10 uM) gatldsa nem befolyasolta

(37. dbralB).
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37. abra
A TPPO dltal indukdlt lipogenezist a DGAT2 Akt-fiiggd up-reguldcidja, valamint az
ABCAI expresszidjat csokkentd alternativ jelatviteli utak valthatjak ki

RT-gPCR. Az ABCA1 (A) és a DGAT2 (B) mRNS-szintii expressziojanak vizsgalata a jelzett
24 oras kezeléseket kovetoen. A AACT modszert alkalmazva a belsé kontrollként hasznalt
PPIA-ra torténé normalizalast kovetéen a relativ expressziot az oldoszer kontroll esetében
tapasztalhato relativ expressziora is normalizaltuk (a kontrollok dtlaga = 1). N=6 (az
adatpontok az egyes biologiai ismétléseket jelolik, melyek mindegyikét 3 technikai ismétlés
atlagakeént hataroztuk meg), az adatokat dtlag=SD formaban adtuk meg, *P<O0,05;
*EXEP<0,0001 a jelzésnek megfeleloen (nS: nem szignifikans ABCAL: ATP-koté kazetta
alcsalad A 1; DGAT2: diacilglicerin-O-aciltranszferdz 2; GSK690693: az Akt inhibitora;
Nefl: neflamapimod, a p38a MAPK inhibitora;, PPIA: ciklofillin A, belsé kontroll; Tyr:
tyrphostin AG 1478, az EGFR antagonistdja; TPPO: trifenilfoszfin-oxid).

Eredményeink alapjan tehat a TPPO 4altal indukalt lipogenezis nagy valoszinliséggel a
DGAT2 Akt-fiiggd up-regulaciodja és az EGFR-aktivacioja kovetkeztében alakul ki, amihez

hozzajarulhat az ABCA1 (Akt-, p38 MAPK- és EGFR-fiiggetlen) down-regulacidja is.
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5.2 A fluoxetin (FX) hatékony gyulladascsékkentoé koncentracioja (14 uM)

antiproliferativ hatast fejt ki human epidermalis keratinocitakon

Munkacsoportunk nemrégiben kimutatta, hogy a FX 14 uM-ban alkalmazva erds
gyulladascsokkentd hatast fejt ki a human epidermalis keratinocitakon, és a PI3K utvonal
kozvetett gatlasan keresztiil csokkenti a TLR3 aktivator p(I:C) altal kivaltott viszketés-
kozvetitd endotelinek felszabadulasat is.° Tekintettel arra, hogy a PI3K ttvonal a
pozitiv szabalyozoja,'’® kisérleteink soran azt tiiztiik ki célul, hogy felderitsiik, hogy a FX
hatékony gyulladascsokkentd koncentracioja hogyan hat a human epidermalis keratinocitak
epidermalis ekvivalens modellben hosszabb (48-72 6ras) kezeléseket kovetden. A kisérletek
soran hasznalt donorok adatai az Anyagok és modszerek fejezetben talalhatoak (2. tdbldazat),

az eredmény abrakon a kiilonb6z6 szinii adatpontok a kiilonb6z6 donorokat jelolik.

521 A FX gyulladdscsokkenté koncentracioja gatolja az epidermalis keratinocitik

crer

A proliferacios vizsgalatokhoz el6szor CyQUANT-assay-t alkalmaztunk, mely soran
a hagyomanyos ,,2D” keratinocita kultirakat oldészerrel, illetve 14 uM FX-nel kezeltiik. A
HaCaT human immortalizalt keratinocitdk esetében lathato volt, hogy a FX kezelés gatolta
volt primer sejtek esetében is: az antiproliferativ hatdst NHEK tenyészetek esetében 48 és
72 oras kezelést kovetden is megfigyeltik (39. dbra). A modellhez felhasznalt primer

keratinocitak donorainak relevins anamnesztikus adatai a 2. tabldzatban talalhatok.
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A FX gatolja a HaCaT keratinocitak proliferdaciojat

vizsgaltuk. Az adatokat az oldoszerrel kezelt kontroll csoport datlagara normaltuk. N=16
(bioldgiai ismétlés), az adatokat atlag+SD formaban adtuk meg. ****P<0,0001 a jelzésnek
megfeleléen (FX: fluoxetin).
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39. dbra
A FX gatolja a NHEK-k proliferdciojat

s

(A), illetve 72 oras (B) kezelést kdvetéen. Az adatokat az oldoszerrel kezelt kontroll csoport
atlagara normaltuk. N=24 (3 fiiggetlen donor, 8-8 bioldgiai ismétléssel), az adatokat
atlag+SD formaban adtuk meg. A kiilonbozé szinii adatpontok a kiilonbézé donorokat
Jjelolik. ****P<0,0001 a jelzésnek megfeleléen (FX: fluoxetin).
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Kovetkez6 1épésként a HaCaT és a NHEK esetében latott antiproliferativ hatast egy
»IN ViVo-szeriibb” modellrendszerben (3D rekonstrualt human epidermisz-ekvivalens) is
ellendriztiik. A modellhez felhasznalt primer keratinocitakra vonatkozd elérhetd
informaciok az Anyagok és modszerek fejezet 3. tablazataban talalhatok. Tenyészeteinket
48 oras FX kezelésnek (14 uM) vetettiik ala. A mintafeldolgozast kdvetden elsdként Ki-67
immunjelolést alkalmaztunk, hiszen, mint ismert, a Ki-67 nuklearis megjelenése a
sejtproliferacio jellemzd, széleskdrben alkalmazott, megbizhaté markere.?2

A vizsgalat soran azt tapasztaltuk, hogy (a CyQUANT mérések eredményeivel
Osszhangban) a FX mind a harom donor esetén egyértelmiien csokkentette a Ki-67+, azaz
proliferald sejtek aranyat, a hatas azonban (a Ki-67+ sejtmagok aranyanak
kontrollcsoportban tapasztalhaté erds donorfliggése miatt) nem volt statisztikailag

szignifikans (P=0,0554) (40. dbra).
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40. dabra

A FX minden donor esetén csokkenti a Ki-67+ sejtmagok ardnydat 3D modellben

Ki-67 immunhisztokémia. A 3D epidermisz-ekvivalenseket 48 oran keresztiil a jelzett modon
kezeltiik. (A) A Ki-67 jelolés reprezentativ képei; méretvonal: 50 um. (B) A Ki-67
immunhisztokémia statisztikai elemzése. N=3 donor, az adatokat atlag+SD formaban adtuk
meg. A kiilonbozo szinii adatpontok a 3 kiilonbozé donort jelolik (FX: fluoxetin).
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A fenti donorfiiggés kikiiszobolésére a vizsgalatainkat az egyes donorok szintjén
végzett a Fisher-féle egzakt teszt segitségével folytattuk. Az elemzés Kimutatta, hogy az FX
hatasa a proliferalo (Ki-67+) és a nem proliferal6 (Ki-67-) sejtek szamara mindharom donor
esetében erésen szignifikans volt (P=0,0016, P<0,0001 és P=0,0001; az elemzés
eredményeit a 7. tdablazat foglalja 6ssze), igy eredményeink arra utalnak, hogy a FX
hatékony gyulladasgatld koncentracidja (vélhetdleg a pro-proliferativ PI3K utvonal indirekt

gatlasa révén)®® hosszabb tavii kezelések soran valdban csokkenti a hamsejtek

crer

1. tablazat

A FX mindhdrom donor esetén egyértelmii antiproliferativ hatdst fejt ki a 3D
epidermisz-ekvivalens modellben (kontingencia tabldzat, Fisher-féle egzakt teszt)

. Ki-67- Ki-67+
Donor Kezelés . o
magok szama magok szama
Kontroll 116 121
KC-36 0,0016
FX 14 uM 169 99
Kontroll 61 191
KC-37 <0,0001
FX 14 uM 54 47
Kontroll 70 95
KC-38 0,0001
FX 14 uM 86 46

5.2.2 A FX gyulladascsokkenté koncentracioja nem befolyasolja jelentésen a human

epidermalis keratinocitak differencidalodasat és barrierképzo képességét

A proliferaciés vizsgalatokat kovetdéen azt iS megvizsgaltuk, hogy a FX

gyulladascsokkentd koncentracidja (14 pM) miként befolydsolja az epidermalis

------

A 3D modell ismételt felhasznaldsaval eloszor az epidermadlis sejtrétegek

vastagsaganak alakulasat vizsgaltuk FX kezelést kovetéen hematoxilin-eozin (HE) festés
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segitségével. Az metszetekrdl késziilt felvételek felhasznalasaval képanalizist végeztiink,
mely soran lemértiik a teljes rekonstrualt epidermisz vastagsagat, valamint a stratum
basaletol a stratum granulosumig terjedo teriilet vastagsagat, és ezek alapjan kiszamoltuk a
stratum corneum vastagsagat. Minden értéket a transzwell-filter (allandonak tekintett)
vastagsagara normalizaltunk, hogy kiszlirjilk a metszési sik eltéréseibdl adddod esetleges
kiilonbségeket. A hisztomorfometriai elemzés azt mutatta, hogy a FX kezelés nem okozott

szignifikans valtozast az epidermisz rétegeinek vastagsagaban (41. dbra).
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A FX gyulladascsokkento koncentrdacidja nem okoz szignifikdns eltérést
az epidermisz rétegeinek vastagsagaban

Hematoxilin-eozin festés 3D epidermisz-ekvivalensben. (A) A hematoxilin-eozin festés
reprezentativ képei;, méretvonal: 50 um. (B) A hematoxilin-eozin festéssel meghatdarozott
kivalasztott epidermalis rétegek vastagsaganak statisztikai elemzése; 1.: az epidermisz teljes
vastagsaga, 2.: a stratum basaletol a stratum granulosum tetejéig mért rétegvastagsag, 3.:
a stratum corneum (szamitott) vastagsaga. A vastagsagot onkényes egységekben mértiik, és
az adatokat a transzwell-filter (dllandonak tekintett) vastagsdagdara normalizaltuk. N=3
donor; az adatokat atlag+SD formdban adtuk meg. A kiilonbozé szinii adatpontok a
kiilonbozd donorokat jelolik (FX: fluoxetin).

Hogy mélyebb betekintést nyerjiink a FX hatidsaiba, RNS szekvenalast végeztiink

prekonfluens, azaz aktivan proliferald, valamint differencialodo HaCaT keratinocitakon,
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amelyeket a posztkonfluens allapot elérése utdn magas Ca®*-tartalmu tapoldatban 24 6ran
keresztiil oldoszer, illetve FX (14 uM) kezelésnek vettiink ala.

Amint azt a fékomponens-elemzés kimutatta, a FX-nek nem volt jelentés hatasa a
oldoszerrel és a FX-nel kezelt csoportok a mintak kozotti Osszes kiilonbség 85,7%-aért

felelds 1. fokomponens alapjan 1ényegében nem kiilonboztek egymastol (42. dbra).
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42. abra
A HaCaT keratinocitikban a FX kezelés nem volt hatdssal

génexpresszios mintazat differencidcioval dsszefiiggo valtozdsaira

RNS  szekvendlds, fékomponens-elemzés proliferalo és  differencidlodo HaCaT
keratinocitakon. A differencialodé keratinocitikat a jelzettnek megfelelden kezeltiik (Nem
diff.. nem differencidltatort, proliferalo keratinocitik; Diff.: differencidaltatott [és
oldoszerrel kezelt] keratinocitak; FX: fluoxetin).

A fentiekkel Gsszhangban azt talaltuk, hogy viszonylag alacsony volt azoknak a
géneknek a szama, amelyeket az FX szignifikansan (>2-szeres valtozas [,,fold-change™],
P<0,05) up- (46 gén) vagy down-regulalt (38 gén). Ezzel egyiitt az elvégzett ttvonalelemzés
a FX altal jelentdsen szabalyozott utvonalként azonositotta a ,, mitotikus sejtciklus
folyamat "-ot (43. dbra), megerésitve azt a megfigyelést, hogy a FX potens gyulladasgatlo

koncentracioja hosszabb tava kezelések soran a keratinocitdkat egy kevésbé proliferativ
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fenotipus iranyaba hangolhatja. Osszességében tehat adataink amellett szoltak, hogy a FX
gyulladascsokkentd és lehetséges viszketés-csillapitd hatasa®® hosszabb (48-72 oras)

id6éskalan antiproliferativ aktivitassal jarhat egyiitt.
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transcription
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regulation of
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43. dabra
A FX kezelés szignifikansan szabalyozott egy proliferdaciohoz kapcsolhato utvonalat
HaCaT keratinocitakban

RNS szekvendlas, a FX (14 uM; 24 ords kezelés) daltal moduldlt utvonalak elemzése. Az
elemzés a FX dltal jelentésen szabdlyozott utvonalaként azonositotta a ,, mitotikus sejtciklus
folyamat "-ot (pirossal jelolve), mely alatamasztja azt, hogy a FX valoban befolyasolhatia a
hamsejt-proliferdciot.

A kovetkezokben arra voltunk kivancsiak, hogy a FX miként befolyasolja a
keratinocitak differenciaciojat, ezért primer keratinocitak felhasznalasdval megvizsgaltuk
két, a kisérletes borgyodgyaszati kutatdsokban széles korben hasznalt korai differenciacids
marker,* a K1 és a K10 expresszojanak valtozasait. Hirom NHEK donorbél prekonfluens
(proliferald) ¢és posztkonfluens tenyészeteket készitettiink, amelyeket a megfeleld
konfluencia elérésekor, a differenciacio elésegitse érdekében magas Ca®*-tartalmu oldatban
kezeltiink oldoszerrel, illetve 14 uM FX-nel 24 6ran keresztiil. Az mMRNS-szintii vizsgalatbol

lathato, hogy a differencialtatott kontrollhoz viszonyitva a FX kezelés nem csokkentette a

K1 és a K10 differenciacio altal indukalt up-regulaciojat (44. dbra).
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44. dabra
A FX nem csokkentette a primer keratinocitikban a K1 és K10
korai differencidcios markerek differencidacio altal indukdlt up-reguldciojat

RT-gPCR; hdrom NHEK donor korai differencidacios markereinek (A: K1; B: K10) mRNS-
szintii expresszioja a jelzett 24 oras kezeléseket kovetéen. Az adatokat a ACT modszer
haszndlataval, a 4585 RNS-re torténd normalizaldst kovetden relativ expresszio formaban
abrazoltuk. A szaggatott vizszintes vonalak a K1 (A) és a K10 (B) atlagos expresszios szintjét
jelolik a prekonfluens, proliferalo kulturdakban. N=9 (3 donor, donoronként 3 biologiai
ismétlés, melyeket egyenként 3 technikai ismétlés dtlaga ad), az adatokat dtlag=SD

formdban adtuk meg. A kiilonbozd szinii adatpontok a 3 kiilonbozé donort jelolik (Ns: nem
szignifikans; 45S5 RNS: belsé kontroll; FX: fluoxetin).

Annak érdekében, hogy az RT-gPCR 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 o6rads FX-kezelés nem valtoztatta meg jelentdsen egyik keratin
kifejez6dését sem (45. dbra). Ez az eredmény (6sszhangban az eddig bemutatottakkal) azt

crcr

nem befolyésolja jelentdsen az epidermalis differencidlodast.
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45. dabra
A K1 és a K10 fehérje szintii kifejezodését nem befolydsolja a FX

K1 és K10 immunhisztokémia. A 3D epidermisz-ekvivalenseket a jelzett modon kezeltiik 48
oran keresztiil. (A és C) AKL (A) és a K10 (C) immunfestés reprezentativ képei. Méretvonal:
50 um. (B és D) AKL (B) és a K10 (D) immunhisztokémia statisztikai elemzése. N=3 donor.
Az adatokat dtlag+SD formaban adtuk meg. A kiilonbozé szinii adatpontok a 3 donort jelolik
(FX: fluoxetin; K1: keratin 1; K10: keratin 10).

Az epidermalis differencialodast és ezzel a fizikokémiai barrier kiépiilését a K1 és a
K10 mellett szdmos egyéb markerrel is nyomon lehet kdvetni. Ezen markerek kdz¢ tartozik

az OCLN is, amely a stratum corneum alatt, a stratum granulosumban jarul hozza a tight

junction barrier kialakitisihoz.1%?® Az OCLN kifejez6dését vizsgalva megallapitottuk,
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hogy a FX nem csokkentette a molekula differenciacié-indukalta up-regulacidjat primer

human epidermalis keratinocitak esetén (46. dbra).
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46. dabra

A FX gyulladdscsokkentd koncentrdcidja nem befolydsolja az OCLN mMRNS-szintii
expressziojat primer humdn keratinocitakban

RT-gPCR. Az OCLN mRNS-szintii expresszioja harom NHEK donor sejtkeiben a jelzett 24
oras kezeleseket kovetoen. Az adatokat a ACT modszer hasznalataval, a 4555 RNS-re torténéd
normalizalast kovetdoen relativ expresszio formdaban dabrdzoltuk. A szaggatott vizszintes
vonal az OCLN dtlagos expresszios szintjét jelolik a prekonfluens, proliferdlo kulturdkban.
N=9 (3 donor, donoronként 3 biologiai ismétlés, melyeket egyenként 3 technikai ismétlés
atlagakeént szamoltunk ki), az adatokat atlag+SD formaban adtuk meg. A kiilonbozo szinii
adatpontok a kiilonbozé donorokat jellik (nS: nem szignifikdans; 45S5 RNS: belsd kontroll;
FX: fluoxetin, OCLN: okkludin).

Természetesen az OCLN mRNS-szintli kifejezO0dése dnmagéban nem szolgéltat
perdontd bizonyitékot az epidermalis fizikokémiai barrier €pségét illetden, ezért kisérleteink
zarasaként a barrier funkcionalis vizsgalatat végeztiik el két modellrendszerben. Elséként az
elektromos impedancia valds idejii monitorozasaval'® figyeltiik meg a FX hatasat a HaCaT
keratinocitak barrierformalasi képességére. Méréseink soran a keratinocitak (alacsony Ca?*-

tartalmt) tapoldatat a konfluens allapot elérésekor (azaz akkor, amikor az impedancia

alapjan meghatarozott sejtindex platofazisa Kialakult) a differencialédast indukald, magas
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Ca2*-tartalmura cseréltiik, és ebben az 0j tipoldatban elvégeztiik a sziikséges kezeléseket (14
puM FX vagy oldoszer). Az adatok elemzése soran kideriilt, hogy a FX-kezelés nem
véltoztatta meg a megnovelt Ca®'-szint altal kivaltott, a differencidcioval sszefiiggd

jelemelkedést (47. abra).
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A 2D keratinocita sejtréteg elektromos impedancidjanak Vvalos idejii mérése. A HaCaT
keratinocitakat a konfluencia elérésekor (to, a sejtindex = 1) a differencidciot segité, magas
Ca**-tartalmii tapoldatban kezeltiik. N=5 fiiggetlen kisérlet, mindeqyikben legalabb 4
biologiai ismétléssel; az adatokat atlag+SD formdaban adtuk meg. A B és C paneleken az
azonos alaku adatpontok fiiggetlen kisérletekben nyert eredményeket mutatnak, melyek
mindegyikét N>4 biologiai ismétlés atlgakent hatdroztuk meg (nS: Nem szignifikans, FX:
fluoxetin; TTP: ,, time to peak”, a maximadlis amplitudo eléréséhez sziikséges idd).
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A HaCaT keratinocitakon nyert TEER adatok megerdsitésére és az epidermalis barrier
integritasanak ellenérzésére lucifer yellow (LY) ,outside-in” festékpenetracios assay-t
alkalmaztunk. Eredményeink azt mutattak, hogy a képeken zolddel megjelend, topikalisan
alkalmazott LY egyetlen donor esetén sem terjedt be a stratum corneum ald a kezelések
hatasara (48. abra), ami arra utal, hogy az epidermisz szerkezete a FX-expoziciot kovetden

Is megtartott maradt.

KC-1 KC-2 KC-3

Kontroll

48. dbra

A FX nem befolyasolja a barrier integritasdat 3D epidermisz-ekvivalens kultirdkban

LY , outside-in” festékpenetracios assay, reprezentativ dabrak. A 3D epidermisz-
ekvivalenseket (N=3 donor) a jelzett modon kezeltiik 48 ordn keresztiil, majd az ,, Anyagok
és modszerek” fejezetben leirtak szerint topikalis LY adagolast végeztiink. Méretvonal: 100

um; kék: DAPI (sejtmagok), zald: LY, 1 mM (FX: fluoxetin; LY: lucifer yellow).

A fenti 2D és 3D tenyészetekben nyert transzkriptomikai, (immun)hisztomorfometriai
¢s TEER analizisb6l szarmazé adataink egyiittesen arra utalnak, hogy a FX hatékony
gyulladascsokkentd koncentracidja valdszinlileg nem befolyasolja érdemben a human
epidermalis keratinocitak differencialodasat és barrierformald képességét. Mindez azt
jelenti, hogy a FX gyulladascsokkentd és lehetséges viszketéscsillapitd hatasa®® hosszabb
(48-72 6ras) id6skalan antiproliferativ hatassal jarhat egyiitt, anélkiil, hogy a differenciaciora

¢s a barrierképzésre szadmottevo negativ hatast gyakorolna.
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6. Megbeszélés

A bor Osszetett szerkezete révén szamos funkciot 1at el, t6bbek kozott szenzoros,
motoros, endokrin, exokrin, transzport és hdszabéalyozo szerepe is van,* de ezek mellett
kiemelten fontos az altala kialakitott barrier. A bér Osszetett védelmi vonalként miikodik,
megovva a szervezetet a kiilonbozé kiilsé hatasoktol, artalmaktol, illetve a koérokozo
mikroorganizmusoktol. Ezt a védelmet fizikai-kémiai, mikrobiologiai és immunologiai
barrierek segitségével, illetve ezen barrierkomponensek szoros egylittmikodésével
biztositja. A bor barrier ép szerkezete és megfeleld miikodése elengedhetetlen, mivel

------

mikodésének zavara — hozzdjarulhat olyan komplex patomechanizmusu betegségek
kialakulasdhoz, mint az atopias dermatitisz vagy a pikkelysémor.>

Ahogy az mar az lrodalmi drtekintés fejezetben is részletezésre keriilt, a TRP
ioncsatorna szupercsaldd tagjai a bor szdmos sejttipusaban kifejezdédnek, ahol Gsszetett,
szabalyoz6 funkciot latnak el. Nem jelentenek kivételt ez alol a faggyamirigy sejtjei sem.
Az elmult években szamos TRP csatornardl deriilt ki, hogy kifejez6dik a human
szebocitakon, ideértve a TRPV1,125148-150 TRp\/2 125 3 TRPV3'%6 ¢5 a TRPV4'? csatornat,
mig a TRPA1 és TRPMS8 mRNS-szintii expressziojat a kimutatasi hatar alatti volt.'>® Ezek
koziil a foleg Ca®*-ra permedbilis TRPV1, TRPV3 és TRPV4 negativ szabalyozoi a
faggyumirigyek lipogenezisének,'?®1%6148 3 TRPV3 pedig jelentds pro-inflammatérikus
hatéssal bir.1?

Egy a kozelmultban megjelent publikacioban leirtdk, hogy a TRP csaldd egy masik
tagja, a TRPMS is jelen lehet a human faggyumirigyeken.'® A TRPMS5 egy Ca?*-aktivalt,

de monovalens kationokra permedbilis csatorna,’'? mely az emlitett kozlemény alapjan a

hajciklus hatékony pro-anagén szabdlyozodja, igy igéretes terapias célpont lehet kiilonb6z6
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szérndvekedési rendellenességekben.!’® Anatomiai elhelyezkedésiikbél adodéan a

szOrtlisz0k TRPMS csatorndjat célzd kezelések hatdssal lehetnek a szomszédos
volt, hogy megvizsgaljuk a TRPMS expressziojat és a csatorna moduldlasnak hatasat a
human szebocitak esetében. Jelen értekezés elsd fele az erre iranyulo kisérleteket foglalja
0ssze.

Kisérleteink soran az SZ95 human 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 TRPM5
valdsziniileg nem expresszalodik funkciondlisan aktiv formaban a human szebocitakon.

Valoban; bar két kiilonboz6 TRPMS5-specifikus TagMan assay-t is teszteltiink, a
csatorna mMRNS-szintli kifejez6dését nem tudtuk meggy6zéen kimutatni a pre- és
posztkonfluens szebocita mintdkban, hiszen a Ct értékek minden esetben a kimutatasi
kiisz6b kornyéken vagy az alatt voltak (6. #dbldzat), és ezzel 6sszhangban a késobb elvégzett
RNS szekvenalds soran sem sikeriilt TRPMS5-specifikus szekvenciat detektdlnunk a

mintakban (http://www.nchi.nlm.nih.qgov/bioproject/PRINA1037731).

Hasonloképpen, bar a western blottok soran két kiilonboz6 TRPMS5-specifikus
antitestet is kiprobaltunk, egyik sem eredményezett specifikus savokat a gyartok altal jelzett,
valamint az UniProt adatbazisban megadott molekulatomegeknél (19. dbra és 20. dbra).
Raadasul a human szértiiszékkel ellentétben,'’® a TRPMS siRNS transzfekcioval medialt
géncsendesitése sem valtoztatta meg szignifikansan a feltételezett TRPMS-specifikus sdvok
optikai denzitasat, ami ismét a jelek aspecifikus mivolta mellett szolt (21. dbra).

Végezetiil a TRPMS kifejezddését funkciondlis szempontbol is megvizsgaltuk. Mivel

a vizsgalt ioncsatorna monovalens kationokra permeabilis,*'? igy a TRPMS5 modulatoroknak
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a szebocitdk ionhomeosztizisara gyakorolt hatdsat Na*-érzékeny, SBFI AM-alapu
fluoreszcens vizsgalattal ellendriztiik, majd méréseinket Fura-2 AM-alapu Ca?*-mérésekkel
egészitettiik ki. Ehhez elészor ellendriztiik MTT viabilitasi assay segitségével, hogy az
altalunk alkalmazott modulatorok miként hatnak a sejtek életképességére, ez alapjan ki
tudtuk valasztani a legmagasabb, egyértelmiien nem citotoxikus koncentracidt a tovabbi
mérésekhez, mely a TPPO, Hept és DMP esetében is 300 uM volt (22. dbra). Az ionmérések
soran megallapitottuk, hogy a 300 uM-ban alkalmazott TPPO, Hept és DMP sem okozott
semmilyen valtozast a szebocitak Na*- vagy Ca?*-homeosztazisiban (23. dbra).
Eredményeink tehat azt jelzik, hogy a TRPMS valoszinlileg nem fejezédik ki
funkcionalisan aktiv formdban a human szebocitdkon, igy a csatorna valdéban szelektiv
modulatorai valoszinlileg nem gyakorolnak majd kozvetlen hatast a faggyumirigyekre.
Eredményeink emellett arra is felhivjak a figyelmet, hogy (sok méas TRP csatornahoz

hasonléan)?'4

a TRPM5 kizarolag antitestekre timaszkodé azonositasa félrevezeto lehet, igy
az expresszid igazolasahoz mindenképpen erGsen ajanlott mas, kiegészitd modszerek
alkalmazasa is, amelyekkel az mRNS-szintli expressziot, illetve a csatorna funkcionalis
aktivitasat is ellendrizhetjiik.

Bar eredményeink alapjan a csatorna valdsziniileg nincs jelen funkcionalisan aktiv
formaban a human szebocitdkon, gy dontottiink, hogy folytatjuk kisérleteinket, és
megvizsgaljuk, hogy a TRPM5-szelektivnek gondolt modulatorok kivaltanak-e TRPM5-
fiiggetlen, nem-specifikus hatasokat ezeken sejteken. Mivel a szortiiszOk vizsgalatanal az
anagén fazis meghosszabbitasaban a DMP feliilmulta a Hept hatékonysagat,''® igy tovabbi
kisérleteinkben az antagonista TPPO mellett a TRPM>5-aktivatorok koziil a DMP-t
részesitettiik eléonyben.

Munkankat a szebocitak egyik legmeghatarozobb jellemzgjének, a lipidtermelésnek a

vizsgalataval folytattuk. A Nile Red jel6lés soran a polaros lipidek fluoreszcens jele, mely
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aranyos a sejtszdmmal, meger0sitett azt, amit az MTT-assay soran is lattunk: a vizsgalt
modulatorok 300 uM-ig teljes biztonsaggal alkalmazhatoak a citotoxicitas veszélye nélkiil
(24. dabra). A neutralis lipidek detektalasa soran, mely értékek a szebocitak faggyulipid-
termelését szamszerisitik, adataink pedig azt mutattdk, hogy a DMP 1000 uM
koncentraciéig nem volt hatassal a lipogenezisre (25. dbralA, B), mig a TPPO nem
citotoxikus koncentracioi dozisfiiggéen fokoztak a sejtek lipidtermelését (25. dbral/C, D) a
24 ¢és 48 oras kezelések soran, raadasul sem a DMP, sem a Hept (mindketté 100 uM
koncentracioban alkalmazva) nem tudta csokkenteni ezt a hatast (26. dbra), megerdsitve,
hogy az valoban TRPMS5-fiiggetlen médon alakult ki.

A fokozott faggyulipid-termelés az akne, azaz a pattanasossag patogenezisének egyik
fontos 0Osszetevdje. A csokkent faggyutlipid-termelés normalizalasa pedig, féleg, ha
gyulladascsokkentd hatas is tarsul hozza, fontos terapias eszkoz lehet a borszarazsaggal (is)
kisért korképek kiilonbozoé formainak (pl. atopids dermatitisz vagy pikkelysomor) kezelése
esetén, 10477980215 az¢rt 3 kovetkezokben a TPPO szebocitdk immunfenotipusara gyakorolt
hatasat kivantuk feltérképezni.

Ennek soran megallapitottuk, hogy a TPPO hatékony lipogén koncentracidja (300 uM)
differencialtan befolyasolta a szebocitak citokinprofiljat: a 3 és 24 6ras kezelést kovetd RT-
gPCR-0k soran id6fiiggd hatast lattunk az IL-1a és az IL-1p expresszidja esetében, mig az
IL-6 kifejezodését up-regulalta, az IL-8-ét pedig nem befolyasolta (27. dbra). A citokinek
expresszidja mellett ELISA segitségével a felszabadulasukra gyakorolt hatast is ellenériztiik
(28. dbra). Erdekes modon, bar az IL-6 expressziot a TPPO kezelés képes volt
szignifikansan fokozni (27. dbra), és a felszabadulasban is megmutatkozott ez a tendencia,
de ebben az esetben a kiilonbség nem volt statisztikailag szignifikans (P=0,1356, 24 o6ras
kezelést kovetden; 28. dbralC), mig az IL-8 felszabadulasat a 24 oras kezelés szignifikansan

csokkentette (28. dbra/D). Ezen adatok dsszességében arra utalnak, hogy a TPPO hatésa az
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immunfenotipusra komplex formaban mutatkozik meg. A képet tovabb arnyaljak az RNS
szekvenalas soran nyert adataink. A TPPO lipogén koncentracidja ugyanis jelentdsen
csokkentette tobb relevans gyulladasos molekula expressziojat, tobbek kozott a CSF2 (GM-
CSF), CXCL-1 (GRO-a), CXCL2, CXCL6, IL-32, NFKBIA, TNFSF15 és MMP9
kifejezodését (34. abra). Koziilik a CSF2, a CXCL1, a CXCL2 és a CXCL6 mRNS-szinten

fokozott expressziot mutatnak aknés elvéltozasokban,202204

az IL-32-nek az atopids
dermatitisz patogenezisében van szerepe,’”® az NFKBIA kifejezédése megemelkedett a C.
acnes-fertézott  prosztata  epitélsejtekben,®® a TNFSF15 bizonyos alléljei pedig
hozzajarulhatnak a pikkelysomér patogeneziséhez,?’ mig az MMP9 az izotretinoinnel
kezelt aknés betegekben mutat csdkkent szintet.?® Mivel ezen hatasok tobbsége (valamint
az IL-8 felszabadulas  csokkenése; 28.  dbralD)  Osszességében  inkabb
gyulladascsokkentnek tinik, adataink felvetik annak lehetdségét, hogy a faggyutermelés
mérsékelt emelése és dominansan gyulladascsokkentd hatasa révén a TPPO (vagy még
inkabb a TPPO funkcionalis analdgjai) jotékony hatast fejthetnek ki a gyulladassal és
borszarazsaggal kisért korképekben.

A tovabbiakban a célunk az eddig latott hatasok mechanizmusanak felderitésre volt,
melyhez els6ként foszfokinaz array-t alkalmaztunk, ahol a TPPO korabban is alkalmazott
perc) kdvetden. Az array kiértékelése soran azt figyeltiik meg, hogy a TPPO 1d6fiiggd mddon
volt képes modulalni szamos relevans jelatviteli molekula, pl. az Akt, 119197 37 EGFR1®
és a p38a MAPK,'® valamint a p38a MAPK down-stream effektoraként is mitkods?®
HSP27 foszforilaltsagat (29. dbra), és mindezt raadasul a ,,megfeleld” sorrendben tette,
hiszen a p38a MAPK 10 perces kezelésnél bekovetkezd foszforilaciojat idében késdbb (60
percnél) kovette a HSP27 foszforilacidja, ami amellett szol, hogy utobbi valoban lehetett a

p38a MAPK aktivacio kovetkezménye (29. dbra).
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A foszfokinaz array alapjan kivalasztott szelektiv farmakoldgia inhibitorokkal
kimutattuk, hogy a TPPO lipogén hatasa valosziniileg az Akt és az EGFR utvonalak
aktivalasahoz kapcsolhatd, hiszen gatloszereik a GSK690693 és a tyrphostin AG képesek
volt csokkenteni a TPPO altal indukalt faggytlipid-termelést (30. dbral/A-B). Erdekes
moédon a p38a MAPK- és a HSP27-inhibitorok (a Nefl és a J2) szintén csokkentették a
faggyulipidek szintjét (30. dbra/C-D), azonban liposztatikus hatasuk hatterében
valésziniileg nem az egyedi sejtek lipidtermelésének mérséklodése, hanem a sejtek
szamanak csokkenése allt, hiszen jelentdsen csokkentették a sejtszammal korrelald polaros
(membran) lipidek szintjét is (31. dbra/C-D). Ezzel szemben az Akt ¢és az EGFR
farmakologiai blokkolasakor tisztan liposztatikus hatast figyeltiink meg (31. dbra/A-B), és
az EGFR részvételét siRNS-transzfekceio altal medialt szelektiv géncsendesités segitségével
is megerdsitettiik (32. dbra).

Ezt kdvetden megvizsgaltuk, hogy a fenti szignalizacios Gtvonalaknak milyen szerepe
van a TPPO altal indukalt IL-6 up-regulacioban. Azt talaltuk, hogy az Akt valésziniileg nem
vesz részt a folyamatban, viszont a p38a MAPK ¢és az EGFR jelatvitelnek szerepe van benne,
ugyanis gatloszereik (a Nefl és a tyrphostin AG) visszaforditottak a citokin expresszidjanak
TPPO-indukalt fokozodasat (33. dbra). Ezek az eredmények Osszhangban vannak a
szakirodalmi adatokkal, melyek szerint a 72 6ras EGF kezelés noveli az IL-6 felszabadulasat
humén szebocitakbol az EGF nélkiil tenyésztett sejtekhez viszonyitva,'®® a p38a MAPK
kaszkadrol pedig ismert, hogy pro-inflammatérikus hatast fejt ki ezeken a sejteken.?16-218

Annak érdekében, hogy mélyebb betekintést kapjunk a TPPO bioldgiai hatdsaiba,
RNS szekvenalast végeztiik, mely soran dsszevetettiik a 24 6ran at oldoszerrel, illetve 300
uM TPPO-val kezelt humén szebocitak transzkriptomjat. Az analizis feltarta, hogy tobb
relevans jelatviteli Gtvonalra is jelentds hatassal volt a TPPO-kezelés; ilyen volt példaul az

winzulinszerii ndvekedési faktor kotédés™ (34. abra). Mivel az IGF-1-r61 ismert, hogy az Akt
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jelatvitel szabalyozasan keresztiil serkenti a szebocitdk faggyulipid-termelését,'%%%! igy
felmeriilt annak a lehet6sége is, hogy a TPPO kozvetleniil vagy kozvetve aktivalhatja az
IGF-1R-t. A kérdés eldontésére egy tjabb Nile Red-jelolést alkalmaztunk, és kimutattuk,
hogy az IGF-1R valoszintileg nem célpontja a TPPO-nak, az IGF-1R antagonista AG1024
ugyanis nem befolyasolta a TPPO lipogén hatasat (35. dbra).

Az RNS szekvenalas soran a mar emlitetteken (lasd fentebb) tal két olyan lehetséges
szabalyozd molekulat is azonositottunk, melyek szerepet jatszhattak a TPPO lipogén
hatasanak kialakitasaban. A TPPO jelentésen down-regulalta az ABCA1-et, és up-regulalta
a DGAT2-t (36. dbra). Mivel a szakirodalmi adatok alapjan ezek igéretes célmolekulaknak
tintek — az ABCA1” egereknél nagyobb faggyumirigyeket és a bérben magasabb
szabadkoleszterin-szintet mutattak ki,>® mig a DGAT2-rél ismert, hogy a triglicerid
szintézis egyik kulcsenzime?%?1! _ igy a kdvetkezokben azt a kérdést tettiik fel, hogy a mar
vizsgalt kaszkadoknak, azaz az Akt, a p38a MAPK vagy EGFR-utvonalnak az aktivalasa
szerepet jatszik-e az ABCAL le-, illetve a DGAT2 felszabalyozasaban. Eredményeink
gatlasa, mivel egyik inhibitor sem ellenstlyozta a TPPO hatasat (37. abra/A), mig a DGAT2
up-regulacioja kifejezetten az Akt-aktivitashoz kapcsolhatd, hiszen a GSK690693 képes volt
a TPPO-indukalt expresszié fokozdodast visszaforditani (37. dbra/B). Mindez azt is jelenti,
hogy — bar az EGFR szignalizacié elméletileg mind az Akt,?*® mind a p38a MAPK?'®
utvonalak aktivalasaban szerepet jatszhat — esetiinkben az Akt utvonal aktivalodasa nagy
valoszintséggel az EGFR-t6l fliggetlenill tortént, hiszen ha az Akt az EGFR down-stream
effektora lett volna, akkor a DGAT2 up-regulaciot nemcsak az Akt-gatlas, hanem az EGFR-
antagonizmus is kivédte volna.

Osszefoglalva, preklinikai adataink amellett szolnak, hogy a valoban specifikus

TRPMS modulatorok hasznalata valdsziniileg nem eredményez majd kozvetlen, a
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faggyumirigyekkel kapcsolatos mellékhatasokat, de a TPPO a TRPMS5-t6l figgetlen médon
kedvezden befolyasolhatja a faggyamirigyek biologiai folyamatait (49. dbra). Adataink
alapjan felvetik a TPPO (és a biztonsagos funkcionalis TPPO analdgok) alkalmazasanak

lehetdségét a gyulladassal és bérszarazsaggal kisért korképek kezelésében.

!
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49. dabra
A TPPO TRPMb5-fiiggetlen hatasainak dttekintése human szebocitdakon

A TPPO mérsékelten noveli a faggyulipid-termelést az Akt-DGAT2-tengely és az EGFR
jelatvitel aktivalasan keresztiil, és befolydasolja a human faggyusejtek immunfenotipusat,
elsésorban gyulladascsokkento iranyba eltolva azt.
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Az értekezés masodik felében egy leginkdbb antidepresszansként ismert szer, a

crer

------

kérdés, hogy egy szelektiv szerotonin visszavételezést gatld farmakon miként keriilhet
felhasznalasra a bérgyogyaszatban.

A FX a kisérletes borgyogyaszattal foglalkozok figyelmét nem ok nélkiil keltette fel.
Szamos borgyogyaszatilag (is) relevans hatasarol sziilettek mar kozlemények: irodalmi
adatok tAmasztjak ald gyulladascsokkentd%271%° gs viszketéscsillapito hatasat,°6167 emellett
leirtdk, hogy a mikrodisszektalt human szértiiszOk repigmentacidjat is elésegiti'™®, és
diabéteszes egereknél, illetve fert6zott sebekkel rendelkezé embereknél lokalis alkalmazésa
a sebgyogyulasra is pozitiv hatast fejtett ki.!6%1%1 A fentieken tal munkacsoportunk a
kozelmultban kimutatta, hogy a FX 14 pM-0S koncentracidban alkalmazva erds
gyulladascsokkentd hatast fejtett ki tenyésztett human epidermalis keratinocitdkon, és a
PI3K utvonal kozvetett gatlasan keresztiil csokkentette a viszketésmediator endotelinek
TLR3 aktivator p(I:C) altal indukalt felszabadulasat is.*® A PI3K-szignalizicionak kdzismert

174,175

szerepe van az immunvalasz alakitasaban, emellett pedig a epidermalis keratinocitdk

crer

crcr

Ugyan nemrégiben publikalt rovidtavu (3, illetve 24 ora) kisérleteink soran a FX nem
okozott nyilvanvald eltérést a human epidermalis keratinocitdk sejtszamaban,®® de a
hosszabb tava kezelések soran kifejtett hatasaival kapcsolatban nem rendelkeztiik
informacioval. Mivel a keratinocitak proliferacios-differenciacios egyensulyat érintd
hatdsok karosithatjdk az epidermalis barriert és ezzel kiilonféle mellékhatdsok
megjelenéséhez vezethetnek, jelen kisérletsorozatban azt kivantuk feltarni, hogy a FX

hatékony gyulladascsokkentd koncentracioja (14 uM), miként befolyasolja a human
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kezelések sordn. Az erre iranyuld kisérleteink sordn a 2D tenyésztett HaCaT keratinocitdk
¢és primer human epidermalis keratinocitak mellett egy még ,,in vivo-kozelibb” modellt, a 3D
huméan epidermisz-ekvivalenst'®! alkalmaztuk.

Elso 1épésként CyQUANT proliferacids assay segitségével megvizsgaltuk, hogy a 14
uM-ban alkalmazott FX miként befolyasolja a HaCaT keratinocitak sejtszamat. Azt
(38. dbra). A hatas reprodukalhatdé volt NHEK-k felhasznalasaval is, ahol szintén
antiproliferativ hatast talaltunk 48 és 72 oras kezelést kdvetden az oldoszerrel kezelt
csoporthoz viszonyitva (39. dbra).

A latottak klinikai relevancidjanak megerGsitésére 3D  epidermisz-ekvivalens
kulturékat 48 oras FX kezelésnek vetettiink ald, majd a mintafeldolgozast kovetéen Ki-67
jelolést alkalmaztunk, mely a proliferdlé sejtek egy jellemzdé markere.?!? Bar a Ki-67+
sejtmagok aranyanak kontrollcsoporton beliili erételjes donorfiiggése miatt a hatas
minimalisan a szignifikancia hatar alatt maradt (P=0,0554), azt talaltuk, hogy a FX
mindharom donorban latvanyosan csékkentette a Ki-67+ sejtek aranyat (

40. dabra). Ezzel 6sszhangban az egyes donorok szintjén végzett Fisher-féle egzakt
teszt kimutatta, hogy a FX hatasa a proliferal6 (Ki-67+) és a nem proliferalo (Ki-67-) sejtek
szamara mindharom donor esetében erdsen szignifikans volt (7. tdbldzat). Adataink tehat
amellett szoltak, hogy a FX gyulladast és viszketést csokkenté hatasa®® egy hosszabb
1ddskalan antiproliferativ aktivitassal tarsulhat.

A kovetkezokben azt vizsgaltuk meg, hogy a FX milyen hatassal van az epidermalis
kezelt 3D modelleken a hematoxilin-eozin festés elemzése (41. dbra) nem mutatott Ki

semmilyen valtozast az epidermisz vastagsagaban, mélyebb betekintést szerettiink volna
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nyerni az FX hatdsaiba, ezért RNS szekvenalast végeztiink. A szekvendlds soran harom
csoportbol szarmazd RNS mintat elemeztiink: prekonfluens (azaz aktivan proliferalo),
valamint posztkonfluens, differencialodo HaCaT keratinocitakat, amelyeket 14 uM FX-nel
vagy annak oldoszerével kezeltiink magas Ca?* tartalmu kdzegben (,,Ca®*-switch™) 24 6ran
keresztiil a konfluencia elérése utan. (Az igy nyert RNS szekvenalasi adataink az alabbi

linken érhetdek el: https://www.nchi.nlm.nih.gov/sra/PRINA1122410.)

A fékomponens elemzés kimutatta, hogy a FX-kezelésnek nem volt jelentds hatasa a
génexpresszios mintazat differenciacioval Osszefiiggd megvaltozasara, hiszen a
posztkonfluens tenyészetek esetében az oldoszerrel, illetve FX-nel kezelt csoportok
lényegében nem kiilonboztek egymastdl az Osszes kiilonbség 85,7%-aért felelds 1.
fokomponens szerint (42. dbra). Ezt er6siti az is, hogy alacsony volt azoknak a géneknek a
szama, amelyeket a FX szignifikans 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 is erdsitve — az Gtvonalelemzés soran
azt talaltuk, hogy a ,,mitotikus sejtciklus folyamat”-ra a FX jelent6s hatast fejtett ki (43.
dbra), ami amellett szol, hogy a FX-kezelés valoban befolyasolja a keratinocitak
proliferaciojat.

A folytatisban korai differencidcios markerek (K1 és K10)* mRNS-szinti
expressziojat vizsgaltuk harom kiilonb6zé donorbdl szdrmazo primer keratinocita tenyészet
felhasznalasaval, és azt talaltuk, hogy a FX 24 orés kezelések soran nem csokkentette a K1
ellendrizziik, ismét a 3D epidermisz-ekvivalenseket hasznéltuk, és szemikvantitativ
immunhisztomorfometriaval elemeztiik a K1 és K10 expressziojat. Az elemzés soran azt

talaltuk, hogy 48 oras kezelést kovetden sem volt a FX-nek jelentds hatdsa a az epidermalis
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differencialodasra (45. dbra). Ezzel Gsszhangban kimutattuk azt is, hogy a FX nem
csokkentette egy masik fontos differenciacios marker, a tight junction barrier kialakitasaban
fontos OCLN6213 differenciacié-indukélta fokozott kifejezddését sem (46. dbra).
Végezetil a FX keratinocitak barrierformald képességére gyakorolt hatdsat is
ellendriztiik. Ehhez funkcionalis vizsgalatokat végeztiink, amely soran HaCaT keratinocitak
elektromos impedancidjat kovettiik nyomon valds idében TEER segitségével.1% A mérés
soran ismét ,,.Ca?*-switch-et” alkalmaztunk a konfluens allapot (platd fazis) elérésekor.
Adataink azt mutattik, hogy a FX nem valtoztatta meg a megemelt Ca?*-szint altal kivaltott,
differenciacidhoz kapcsolhat6 jelemelkedést (47. dbra), azaz vélhet6leg nem befolyasolta
negativan a differencidci6 soran kialakul6 sejtkozotti kapesolatok integritasat.
Természetesen a 2D sejtkultirdkon végzett ,barriervizsgalatok” eredményei csak
korlatozott eldrejelzést adhatnak egy anyag epidermiszre gyakorolt hatasairdl, ezért
kisérleteink zarasaként egy LY-alapu ,outside-in” festékpenetraciés vizsgalatot is
elvégeztiink 3D epidermisz ekvivalensek felhasznalasaval. Osszhangban a korabbiakkal, ez
a vizsgalat is azt mutatta, hogy a 14 uM-ban alkalmazott FX nem karositotta az epidermisz-
ekvivalens modellekben kialakuld epidermalis barrier integritasat, hiszen, amint az a
reprezentativ (48. dbra) képeken jol megfigyelhetd, a fluoreszcens LY egyetlen esetben sem
terjedt be a stratum corneum ala. fgy a differenciaciora és barrierformalasi képességre
iranyuld kisérleteink alapjan elmondhat6, hogy a FX hatékony gyulladascsokkentd
koncentréacidja valosziniileg nem karositja az epidermalis keratinocitdk ezen funkciojat.
Osszefoglalva, adataink amellett szolnak, hogy a korabban kozolt gyulladds- és
lehetséges viszketéscsokkentd hatasa mellett, melyet a pikkelysomor kialakulasaban is

szerepet jatszo'’® PI3K gatlasan keresztiil fejt ki,® a FX csokkentheti az epidermalis

crer
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negativ hatassal. Ezek alapjan elképzelhetd, hogy helyileg alkalmazva jotékony hatast fejthet
Ki a hiperproliferacioval jaro gyulladasos borbetegségekben, igy példaul a pikkelysomorben.
Munkacsoportunk mar korabban publikalt RNS szekvenalas elemzésében (mely az

alabbi linken érhet6 el: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/bioproject/1022043) is talalhatoak ezt

alatamaszt6 adatok: a FX csokkentette a p(I:C)-indukalt ,.interferon-a indukalhaté fehérje-
6” (IF16 vagy mas néven G1P3) fokozott kifejezddését, mely a pszoridzisos betegek borében
is magasabb szinten van jelen,?22?! illetve gatolta a CXCL17 — mely pikkelysomoros
egérmodellekben képes a bizonyos kéros gyulladasos folyamatok csékkentésére??? — p(1:C)
altali leszabalyozasat.

Munkankkal Osszefiiggésben fontos a szakirodalomban talalhatd ellentmondasos
adatokra is felhivni a figyelmet. Bizonyos esettanulmanyok szerint a FX kezelés
Osszefligghet a pszoridzis indukcidjaval illetve sulyosbitasaval,??>?® mig mas
publikiciokban a FX pikkelysomorben kifejtett jotékony hatdsarol irnak allatmodellben®?

és ember??’

esetében egyarant. A latszolagos ellentmondasok oka az lehet, hogy a FX a
kiilonbozd célpontjait dozisfiiggd modon befolyasolhatja, igy eltérd koncentraciokban akar
eltéré utvonalakon keresztiil is hathat. Err6l munkacsoportunk is irt a mar emlitett
publikacidban: a 14 uM FX bioldgiai aktivitasspektruma nagyon kozel volt a PI3K-gatlo
GDC0941 (pictilisib) spektrumahoz, igy ebben a koncentracidban a FX a hatasat
valdsziniileg a PI3K-on keresztiil fejti ki, azonban ennél alacsonyabb koncentracioban a
spektruma tavolabb esett a GDC0941-t31, és inkabb a szerotoninéhoz hasonlitott.>

A FX repoziciondldsanak lehetdségét™’ fontolgatva érdemes az alkalmazas modjan is
elgondolkodni, hiszen az oralisan alkalmazott FX plazmakoncentracidja 0,4-2 uM kozotti

értéket mutat, 2?8229 szisztémas kezelés esetén pedig a bérben mérheté koncentracio csupan

a plazmaszint kb. 41%-a.2® Ennek megfeleléen ahhoz, hogy kifejthesse a keratinocitdkon
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antiproliferativ, gyulladascsokkent6 és viszketéscsillapitd hatasat, a FX lokalis alkalmazéasa

lehet megfeleld.
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7. Osszegzés

A disszertacio els6 felében részletezett kisérleteink sordn az emberi szOrtiisz6kben is
jelenlévé TRPM5-nek a kifejez6dését és funkcionalis szerepét vizsgaltuk human SZ95
szebocitdkon. Bar eredményeink azt mutatjdk, hogy a TRPMS funkciondlisan aktiv
formaban nem fejezddik ki szebocitakon, azonban antagonistaja, a TPPO képes jelentdsen
fokozni a sejtek faggyulipid-termelését, mely hatds az Akt szignalizaci6 és az EGFR
Osszetett hatast fejt ki a szebocitdk immunfenotipusara: EGFR- és p38a MAPK-fiiggd
modon fokozta az IL-6 expresszidjat, valamint csokkentette az IL-8 felszabadulasat és tobb
gyulladasos citokin mRNS-szintii kifejez6dését is. Adataink arra utalnak, hogy a specifikus
TRPMS modulatorok hasznalata valdsziniileg nem eredményez kozvetlen, faggyumiriggyel
kapcsolatos mellékhatasokat, de a TPPO, illetve szerkezeti analogjai TRPM5-fiiggetlen

crer

Kisérleteink masodik felében a FX bizonyitottan hatasos gyulladasgatlo

crer

koncentraciojanak (14 pM) hatadsat vizsgaltuk huméan epidermalis keratinocitak
ki az epidermalis keratinocitadkban, de nem befolyasolja az epidermisz vastagsagat, €s az
altalunk vizsgalt differenciaciés markerekre sem volt szignifikans hatdssal, illetve nem
karositotta a hamsejtek barrierformalasi képességét sem. Osszefoglalva, korabbi és jelenlegi
adataink azt mutatjak, hogy az antidepresszans FX bdérgydgyaszati repozicionalasa
lehetséges: 14 uM-ban alkalmazva a gyulladascsokkent6 hatas mellett a human epidermalis

crer

keratinocitak proliferacidjat 1is gatolhatja anélkiil, hogy negativan befolyasolna

.....
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8. Summary

In the first part of the thesis, we investigated the expression and functional role of
TRPMD5, an ion channel recently demonstrated to be expressed in human hair follicles, in
human SZ95 sebocytes. While our results demonstrated that TRPM5 was not expressed on
sebocytes in functionally active form, its antagonist (TPPO) was able to significantly
increase sebaceous lipogenesis. This effect was mediated via Akt- and EGFR-coupled
signaling pathways, through the Akt-dependent up-regulation of DGAT?2. In addition, TPPO
exerted differential effects on the immune phenotype of sebocytes. Indeed, it increased IL-6
expression in an EGFR- and p38a MAPK-dependent manner, and it simultaneously
suppressed the release of IL-8, as well as the mRNA-level expression of several pro-
inflammatory cytokines. Collectively, our data suggest that the use of specific TRPM5
modulators would be unlikely to result in direct sebaceous gland-related side effects.
However, TPPO (or its structural analogues) may affect sebaceous gland biology in a
TRPMS5-independent manner.

In the second part of our experiments, we investigated the effect the potent anti-
inflammatory concentration of FX (14 uM) on the proliferation and differentiation of human
epidermal keratinocytes. We found that FX exerted an anti-proliferative effect in epidermal
keratinocytes, but it did not affect epidermal thickness, it did not have a significant effect on
the examined differentiation markers, and it did not impair the barrier-forming capacity of
the keratinocytes. In conclusion, together with our previous and published findings, our
current data demonstrated that dermatological application of the antidepressant FX may be
possible: in addition to its anti-inflammatory activity, 14 uM of FX may exert anti-
proliferative effect on human epidermal keratinocytes without detrimentally affecting their

differentiation and barrier-forming capacity.
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